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Tengo el honor de compartir este foro con la
doctora en Microbiologia: Herminia Guadalupe
Martinez Rodriguez, el doctoren Inmunologia: Mario
César Salinas Carmona y el doctor en Genética y
Biologia Molecular: Hugo Barrera Saldafa. Todos
ellos son profesores de la Facultad de Medicina de
la Universidad Autonoma de Nuevo Ledn, pertene-
cen al Sistema Nacional de Investigadores y son
miembros muy distinguidos de la comunidad cien-
tifica de nuestro pais. Ladoctora Herminia Martinez
Rodriguez es nuestra invitada especial y los docto-
res Mario César Salinas y Hugo Barrera pertene-
cen ala Academia Nacional de Medicina formando
parte del Departamento de Biotecnologia Médica.

Desde que la humanidad tiene memoria, el
hombre hatomado ventaja de la mayor parte de los
conocimientos disponibles. En el dltimo siglo esta
situacion se ha hecho mucho més notable. Desta-
can por ejemplo, los equipos con que se aplican los
nuevos descubrimientos de la Fisica, como es el
caso de los multiples usos del laser o de las nuevas
técnicas para imagen diagnostica (ultrasonido, re-
sonancia magnética nuclear, fluoroscopia, tomo-
grafia de emision de positrones), o la cirugia
laparoscépica, donde se usa una gama de disposi-
tivos de alta tecnologia. Por ejemplo las fibras
Opticas para transmitir imagenes desde regiones
del organismo antes inaccesibles.

Por supuesto que ninguna de estas técnicas ha-
bria sido posible sin el asombroso desarrollo de la
informética. En nuestros dias no podemos concebir

el ejercicio de la medicina sin la ayuda de las compu-
tadoras, los cuales forman parte integral de las prin-
cipales herramientas de trabajo de los médicos.
Pero es de todos conocido que el armamentario
electromédico no es lo Unico que esta actualmente
al servicio de la salud del hombre moderno, la
Quimica ha contribuido en forma extraordinaria
para desarrollar nuevos medicamentos y materia-
les para infinidad de usos. Vale la pena mencionar
a las nuevas protesis, resistentes funcionales y
seguras que sustituyen partes anatémicas hasta
hace poco imposibles de imitar, como los discos
intervertebrales y la cadera. Los cirujanos implan-
tan lentesintraoculares, usan metales inteligentes,
gue adoptan una forma transitoria, a baja tempera-
tura para ser colocados durante el acto quirargico
y otra definitiva a la temperatura corporal para
desempefiar su funcién, unavez instaladas en sitio
correcto. Ejemplos de estos metales son las guias
paramantenerlaluz de las arterias después de una
emboliaylas grapas parareducir fracturas. Merece
una mencién especial la piel artificial, que no solo
protege la zona lesionada, sino que estimula el
crecimiento de la piel natural sin dejar cicatrices.
La Biologia Celular, la Biologia Molecular y la
Inmunologia son pilares de una nueva, poderosa y
promisoriaramade laMedicina: laMedicinaMolecular.
Laterapia génica permite aislar, cultivar y mani-
pular genéticamente practicamente cualquier es-
tirpe celular de cualquier especie, junto con
sofisticadas técnicas para manipular el material
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genético nos permite ahora introducir nuevos ge-
nes que expresen funciones deseables o eliminar
las no deseadas.

En el campo de la Biologia Celular, se halogrado
desarrollar técnicas especiales de cultivo y esti-
mulacioén de las células totipotenciales, que tienen la
capacidad de regenerar tejidos, incluyendo porcio-
nes importantes de la falange distal en los dedos de
personas adultas. Es posible ahora implantar célu-
las beta de cerdo en el hombre, encapsuladas en
materiales semipermeables para protegerlas del
rechazo del sistema inmune. Desde ahi produceny
excretan insulina en pacientes con diabetes tipo .

Mediante Ingenieriagenética se producen nume-
rosas proteinas recombinantes de interés médico,
como insulina, la vacuna contra la hepatitis B y
diversas enzimas, utilizando como reactores biol6-
gicos células completamente extrafias al organis-
mo humano, como las células de insecto o levadu-
ras. También empieza a vislumbrarse la posibilidad
de obtener 6rganos completos in vitro o completar la
gestacion en etapas cada vez mas tempranas del
desarrollo embrionario; y, por supuesto la clonacion
de organismos, incluyendo el humano, a partir de
células diferenciadas obtenidas de individuos adul-
tos.

Se conoce cada dia mas al sistema inmune y
susrelaciones convirus, hongos, bacteriasy proto-
zoarios 0 metazoarios parasitos. Es posible iden-
tificar a los antigenos inductores de inmunidad
protectora o enfermedades autoinmunes hasta el
mas fino detalle. Es decir, podemos ahora conocer
el o los dominios de una proteina que son respon-
sables de estimular al sistema inmune y saber si
éstainduce preferentemente unarespuesta celular
o humoral. Es posible conocer la secuencia de este
dominio y reproducirla masivamente con la ayuda
de vehiculos moleculares.

En ciertos casos se obtiene proteccién inmuno-
I6gica utilizando como vacuna el DNA desnudo.
Muchas vacunas se disefian para ser expresadas
por vehiculos vivos, como bacterias o virus atenua-
dos, que dentro del organismo, producen y liberan
los antigenos de interés. Pueden sintetizarse
antigenos completamente diferentes a los existen-
tes en la naturaleza, formados con proteinas o
porciones de las proteinas de los agentes patdbgenos
e incluso con otras proteinas no relacionadas con
la especie contra la que se desea producir una
vacuna. Todas estas estrategias se estan utilizan-
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do paradesarrollar lavacunacontrael SIDAy otras
enfermedades.

Aplicandotécnicas deingenieriagenéticase estan
utilizando vegetales comestibles como vehiculos de
antigenos inductores de proteccion inmunoldgica
contraenfermedades humanas. Con este enfoque ya
sedesarrolloy probo con resultados esperanzadores
una vacuna expresada por papas para proteger con-
tra la enteritis causada por el virus Norwalk. S6lo que
las papas deben consumirse crudas. Todos sabe-
mos que asi no son agradables. Por ello esta por
desarrollarse otra vacuna que sera expresada en
platanos, los cuales en los tropicos son accesibles a
personas de todas las clases sociales y que son
consumidos con gusto por los nifios.

La Biologia Celular, la Biologia Molecular y la
Inmunologia han permitido un espectacular avance
en los métodos de diagnostico, tanto de enferme-
dades infecciosas y parasitarias como de las no
infecciosas, entre las que se incluyen las enferme-
dades metabdlicas, autoinmunes y genéticas.

Hasta hace muy poco tiempo, la perspectiva de
muchos enfermos que padecian alguna de las en-
fermedades que acabo de mencionar era sélo la
muerte. Con el advenimiento y desarrollo de la
terapia génica este oscuro panorama empieza a
cambiar rapidamente, es posible ahora modificar la
estructura genética de células especializadas en
formadirigida parareinstaurar funciones enzimaticas
uhormonales perdidas. Tal es el caso de la deficien-
cia de adenosindesaminasa, que produce una
inmunodeficiencia severa y la fibrosis quistica.

Otro amplia zona de oportunidad para la terapia
génica es el tratamiento de cancer. Por ejemplo,en
el cancer de mamay de préstata que esta dando a
los pacientes muchas esperanzas de curacion.

Todo lo antes mencionado y mucho mas es solo
el principio de un fantastico futuro de la Medicina.

Algunos investigadores han pronosticado que
enunfuturonomuy lejano la expectativa de vida del
ser humano al nacer sera de 140 afos. Conside-
rando el grado de desarrollo que tiene actualmente
la medicina en general y la medicina molecular en
particular y la velocidad con la que estan avanzan-
do, no podemos menos que pensar que quizas
estos investigadores no estan equivocados.

Abordaremos cuatro temas sobre &reas de la
Medicina Molecular que estan en pleno desarrollo:
Diagndstico molecular de enfermedades heredita-
rias, diagnéstico molecular de enfermedades in-
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fecciosas intracelulares, terapia génica en cancer
y desarrollo de vacunas contraenfermedades trans-
misibles.
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IV. Terapia génicay su aplicacidon en cancer de prostata

Hugo A Barrera-Saldafia,* Alfredo A Santillan,* Andrés Hernandez-Garcia,* Estuardo Aguilar-Cérdoba,**
Augusto Rojas-Martinez*

Resumen

El cancer de progtata es una de las neoplasias mas
frecuentes en e hombre. La busqueda de tratamientos
maseficacesy con menor morbilidad y menosmortalidad,
judtifica iniciar en nuestro pais estudios clinicos de
terapia génica como alternativa de tratamiento para
esta malignidad. La terapia génica busca introducir un
gen terapéutico en un tipo celular sdeccionado, para
reemplazar un gen defectuoso o para crear una
propiedad metabdlica nueva con un objetivo curativo.
Existen diferentes estrategias de terapia génica
antitumoral. Entre éstas se encuentran la terapia génica
suicida, la inmunoterapia, la reversion fenotipica, la
terapia de incremento de la resistencia a antineoplasicos
y la terapia génica combinada/potenciadora. Un gemplo
de terapia génica suicida es € sistema HSV-tk/GCV, en
el que @ gen de la enzima timidin quinasa del virus
Herpes smplex | introducido en las cdlulas tumorales,
genera una enzima “foranea” que convierte a la pro-
droga ganciclovir, en un compuesto que es toxico para
las células tumorales. Actualmente, este sistema esta
siendo investigado para tratar € cancer de prostata en
un protocolo clinico fase I-11 en e HU de la UANL en
Monterrey.

Palabras clave: Terapia genica, cancer de prostata

Introduccién

El cancer de prostata es una de las neoplasias
mas frecuentes en el hombre. En México, este
tumortiene unatasade mortalidad de 72.2/100,000
habitantes en edad post-productiva (>65 afos), la
cual la ubica como la primera causa de muerte por
cancer y la tercera causa general de muerte en el
mismo grupo de edad en nuestro pais.! El trata-
miento estandar del cancer prostéatico consiste en

Summary

Prostate cancer is one of the most frequent tumors
in men. The search for more efficient treatments with
less morbidity and mortality justifies the employment
of gene therapy clinical trials in Mexico as an
alternative treatment for this disease. The purpose of
gene therapy is to introduce a therapeutic gene into a
specific cell to subgtitute for a defective gene or to
create a new metabolic property with a curative goal.
There are different mechanisms of anti-tumor gene
therapy suchs as suicide gene therapy, immunotherapy,
phenotypic reversion, antineoplastic drug resistance,
and enhanced gene therapy. An example of suicide
gene therapy is the HSV-tk/GCV system, in which the
Herpes simplex | thymidine kinase gene expressed in
tumor cells generates a foreign enzyme that converts
the pro-drug ganciclovir into a toxic compound.
Currently, this systemisunder research to treat prostate
cancer in a phase I-1l clinical trial in the UANL
Hospital at Monterrey, Mexico.

Key words: Gene therapy, prostate, cancer

cirugiaoradioterapia dependiendo del estadio clini-
co y de la etapa histolégica, sin embargo estos
tratamientos no han sido capaces de disminuir el
impacto de esta enfermedad en nuestra sociedad.
La busqueda de tratamientos alternativos més efi-
cacesy con menor morbilidad y mortalidad en este
tipo de pacientes, asi como también los avances
recientes a nivel mundial de la Terapia Génica,
justifican la exploracién de la terapia génica en
contra de este tipo de cancer en nuestro pais.

* Departamento de Inmunologia Facultad de Medicina, y Hospital Universitario José E. Gonzéalez. Universidad Autbnoma de Nuevo Ledn.
Eduardo Aguirre-Pequefio y Francisco |. Madero # 325 Norte Colonia Mitras, Monterrey, N.L. CP 64460, Monterrey N.L.

** Gene Vector Laboratory. Deparment of Pediatrics, M.C. 3-2374, 1102 Bates, Suite 1170, Houston Texas, 77030.

Correspondencia y solicitud de sobretiros: Dr. Hugo A. Barrera Saldafa. Ave. Fco. Madero y Dr. E. Aguirre Pequefio, Col. Mitras Centro, C.P.
64460, Monterrey N.L., México. Teléfono: (8) 329-41-73 Fax: (8) 333-7747.

Gac Méd Méx Vol. 136 No. 5, 2000

465




Avancesy perspectivas de la medicina molecular

Fundamento de la Terapia Génica

En los dltimos 25 afios se han descubierto los
genes responsables de muchas enfermedades y
desde hace aproximadamente dos décadas se ha
pensado en la posibilidad de tratar algunos desoérde-
nes utilizando genes como agentes terapéuticos. Los
protocolos de terapia génica buscan introducirungen
en un tipo celular seleccionado, para compensar la
falta 0 mal funcionamiento de la version endégena, o
para crear una propiedad metabdlica nueva con el
objetode curarlaenfermedad. Estos genes “foraneos”
pueden introducirse a las células o tejidos por medio
de un vehiculo o vector de terapia génica.

Muchas enfermedades presentan a menudo un
componente molecular que podriaser blanco de una
estrategia de correccion genética, como las enfer-
medades mendelianas, trastornos reumatologicos
y algunas enfermedades infecciosas como el SIDA.
Sin embargo, méas de 70% de los ensayos clinicos
gue se estan llevando a cabo actualmente se cen-
tran en el tratamiento del cancer.

Seleccion del vector y del gen

Existen diferentes “modelos” de vectores de
terapia génica, entre los cuales se encuentran los
detipo viral, como los retrovirus, adenovirus y virus
adeno-asociados, y los no virales como los
liposomas y el DNA “desnudo”. Cada uno de ellos
tiene caracteristicas especiales y ventajas o des-
ventajas particulares (cuadro I). Por esta razon, se
debe elegir el vehiculo mas adecuado paraintrodu-
cir el gen terapéutico segun la enfermedad a tratar
y el sistema a utilizar. Dentro de estos vectores, los
mas utilizados son los virales, ya que son muy
eficientes para introducir genes terapéuticos den-
tro de los nucleos de las células. Los genes terapéu-
ticos se seleccionan de la enorme lista de genes
humanos y no humanos completamente caracteri-
zados que se pueden introducir en un nacleo celular
para corregir o modificar un proceso bioquimico
particular que producird un beneficio para el pa-
ciente, como la correccion de las produccion de la
enzima requerida en una ruta metabdlica, la mani-
pulacién de elementos del sistema inmune que
ocasionan una enfermedad reumatolédgica o la
modulacion de procesos enddcrinos para corregir
una funcién homeostatica, etc. Una vez elegido el
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gen terapéutico, éste es incorporado dentro del
genoma del vector. Posteriormente este vector
recombinante es replicado y producido a titulos
altos dentro de lineas celulares permisivas crea-
das especialmente para ello.

Terapia génica con vectores adenovirales

Los adenovirus humanos del grupo C han sido
ampliamente caracterizados y representan un gru-
po especialmente atractivo de vectores virales, con
utilidad potencial enlos proyectos de terapia génica?.
Esto se debe aque lainfeccion por este tipo de virus
provoca sintomas relativamente benignos sin lle-
gar a provocar citotoxicidad y tienen un potencial
oncogeénico bajo; ademas, su manipulacion in vitro
es muy sencilla y se pueden producir titulos muy
elevados delvector. Unaventaja adicional se deriva
del hecho de que el ADN viral no se incorpora a los
cromosomas de las células huésped, minimizan-
dose de estamanerala posibilidad de mutagénesis
por insercion o efectos potenciales sobre las célu-
las germinales?. La cepa Ad5 perteneciente al gru-
po C, es la méas frecuentemente utilizada en los
protocolos de terapia génica.?

Tipos de terapias génicas para el cancer

Existen diferentes estrategias de terapia génica
para el cancer. Entre éstas se encuentran la
inmunoterapia, en la cual el gen terapéutico tiene la
finalidad de incrementar la respuesta inmune en
contra deltumor; lareversion fenotipica en donde se
busca que la célula neoplasica revierta su fenotipo a
célula normal; la terapia de incremento de la resis-
tencia a antineoplasicos, la cual se administra a las
células normales que pueden afectarse por este tipo
de tratamientos y prepara al paciente para recibir
dosis més agresivas del farmaco; la terapia génica
aumentadora, en la que las terapia génica se com-
bina simultineamente con quimioterapia o radiote-
rapia potenciando el efecto terapéutico y por ultimo,
la terapia génica suicida o de citotoxicidad condicio-
nada, la cual representa la terapia génica mas utili-
zada en cancer. En esta categoria terapéutica, los
genes introducidos en las células tumorales codifi-
can para proteinas “foraneas” no humanas que
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( Cuadro I. Ventajas y desventajas de vectores de terapia génica h
Vectores Ventajas Desventajas
Virales Retrovirus Alta eficiencia de transduccién Transduce células en divisién activa
Integracion y expresion prolongada Mutagénesis insercional
Alto margen de tipos celulares
Baja respuesta inmunolégica
Adenovirus Alta eficiencia de transduccion Transduce células en division activa
Integracion y expresion prolongada Mutagénesis insercional
Alto margen de tipos celulares
Baja respuesta inmunologica
Virus adeno-asociados Alta eficiencia de transduccion Contaminacion con adenovirus silvestre
Alto margen de tipos celulares
Altos titulos
Transduccion de células quiescentes
o en transduccién activa
Lentivirus Alta eficiencia de transduccion Bajos titulos
Alto margen de tipos celulares Mutagénesis insercional
Transduccion de células quiescentes
0 en transduccién activa
No virales Liposomas No mutagénesis ni oncogénesis Baja eficiencia de transduccion
Baja respuesta inmunolégica
DNA “desnudo” No mutagénesis ni oncogénesis Baja eficiencia de transduccion
Baja respuesta inmunolégica
o J

convierten a un medicamento biol6gicamente inac-
tivo (pro-droga), como el ganciclovir (GCV), en un
compuesto que es toxico para el tumor.

Terapia génica suicida con vector adenoviral y el
sistema tk/GCV

El gen de la enzima timidin quinasa del virus
Herpes simplex | (HSV-tk) se esta utilizando en
varios protocolos a nivel mundial para tratar el
cancer, yaque estaenzimaenlas célulastumorales
blanco es capaz de convertir al GCV (un analogo
aciclico de las purinas) en GCV monofosfato, el
cual es posteriormente trifosfatado por las quinasas
celulares. Este compuesto final se incorpora a las
cadenas nacientes del ADN durante la replicacion
tumoral y bloquea este proceso.® Adicionalmente
se ha reportado que este tratamiento es capaz de
amplificar su capacidad citotoxica mediante el efecto
detestigo,*en el cual las células tumorales vecinas
a las impactadas por el gen terapéutico también
son aniquiladas, y por la activacién de la respuesta
celularinmune en contra del tumor; ambos verifica-
dos en modelos murinos de cancer de proéstata.®
De esta forma es razonable esperar una respuesta
sistémica antitumoral que podria afectar a las me-
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tastasis. El efecto de testigo se logra mediante la
exportacion del GCV trifosfatado a través de las
uniones comunicantes (gap junctions, en inglés)
entre las células transducidas y las que no fueron
impactadas por el vector de terapia génica.® Este
mecanismo de amplificacion del efecto citotoxico
es crucial, debido a las limitaciones para introducir
genes en la totalidad de la poblacion tumoral. Los
mecanismos de activacién inmune celular
antitumoral posteriores al tratamiento con el siste-
ma HSV-tk/GCV, también afectan la progresion de
procesos metastasicos en algunos modelos. Los
riesgos de citotoxicidad paralas células estromales
o vecinas al tumor tratado son minimos, pues los
dos primeros mecanismos descritos afectan casi
selectivamente a las células en division activa,
como las células tumorales, teniendo un efecto
casi nulo en las células quiescentes.

Terapia génica de cancer de prostata en Monterrey

Actualmente se estallevando acabo un protocolo
de terapia génica para el cancer de préstata fase |-
Il en la Facultad de Medicina de la Universidad
Auténomade Nuevo Ledn en Monterrey, el cualtiene
los objetivos de evaluar la toxicidad sistémica y la
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eficacia antitumoral del sistema suicida HSV-tk/
GCV en pacientes con cancer de proOstata
intraglandular o extracapsular incipiente (estadios A,
By C,) antes de ser sometidos a los tratamientos
estandares consistentes en prostatectomia paralos
estadios A y B, y radioterapia focalizada para el
estadio C,. El esquema de terapia génica con el
sistema HSV-tk/GCV ya ha sido estudiado en suje-
tos humanos con neoplasias, incluyendo este tipo
de céncer.” Durante esta evaluacion aproximada-
mente 30 pacientes seran inyectados intratumoral-
mente con el vector de terapia génica HSV-tk y
recibirdn la administracion endovenosa de la pro-
droga GCV durante 14 dias. Seis semanas después
de lainyeccion delvector, se realizara prostatectomia
total o radioterapia, segun el estadio clinico del tumor
al ingreso del estudio. En este estudio se vigilaran
estrechamente los efectos toxicos del esquema de
terapia génica, mediante un cuidadoso seguimiento
clinicoy de laboratorio. Este monitoreo se realizara
diariamente durante las primeras dos semanas de
tratamiento y posteriormente, se realizara una eva-
luacién periddica que pretende determinar la
sobrevida de los pacientes. Adicionalmente, se ana-
lizard la eficacia terapéutica del procedimiento a
través del seguimiento de los niveles séricos del
antigeno prostéatico especifico (APE) en aquellos
pacientes que fueron sometidos a radioterapia. Des-
pués de la prostatectomia en los estadios Ay B, el
espécimen quirdrgico serd sometido a analisis
histopatologico y molecular para determinar los efec-
tos de la inyeccion del vector, la distribucion y la
expresion del gen terapéutico HSV-tk, analisis que
seran de gran trascendencia ya que hastala fechano
hay estudio que describa estos efectos a nivel
prostatico en humanos. Adicionalmente, en el estudio
propuesto se estudiara la emision del vector viral en
los fluidos corporales (sangre, orina y semen en los
casos factibles), para analizar las posibles repercu-
siones ambientales deltratamiento porterapiagénica.
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Por el momento, las intervenciones propuestas
son una adicion al esquema estandarizado para el
manejo del cadncer de prostata en el Hospital Uni-
versitario de la UANL. La implementacién de este
protocolo no intenta remplazar al tratamiento tradi-
cional y no implica riesgos adicionales para los
sujetos participantes. En caso de respuestas posi-
tivas al tratamiento, se proporcionaria un beneficio
al paciente al disminuir la tasa de recurrencia y de
metastasis en este tumor y se produciria un enor-
me impacto para el conocimiento médico, abriendo
el camino para una nueva terapia que probable-
mente en un futuro se convierta en terapia estandar
para el cancer de préstata.
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lll. Diagnostico molecular de enfermedades infecciosas
por bacterias intracelulares

Mario César Salinas-Carmona*

Resumen

Las bacterias intracelulares que producen
enfermedad en el hombre incluyen entre otras:
Mycobacterium tuberculosis, Mycobacterium leapre,
Nocardiabrasiliens's, Nocardiaasteroidessensu escrito, N.
farcinica, N. nova etc. En general las enfermedades
producidas por estos microorganismos son dificiles de
diagnosticar por las siguientes razones. a) las
manifestaciones clinicas que producen son vagas, b) €
cultivo del tejido infectado con frecuencia obliga a
procedimientos invasivas; €) usualmente estas bacterias
son de crecimiento lento; y d) la taxonomia del género
Nocardia aun es incompleta. El diagnéstico serolégico
de utilidad en la clinica se tiene solamente disponible
para N. brasiliensis pero en todos |0s otros casos estos no
es posible. Los avances de la Biologia Molecular a
través de la técnica de la reaccion en cadena de la
polimerasa permite detectar un nimero muy pequefio
de bacterias en cultivos aidados de pacientes infectados.
En este trabajo se describen las técnicas mas comunes
gue tienen utilidad clinica en € diagnéstico de algunas
enfermedades por bacterias intracelulares.

Palabras clave: Biologia molecular, infecciones
bacterianas, diagndstico

* Académico numerario.

Summary

A partial ligt of intracellular pathogens producing
human diseases includes Mycobacterium tuberculosis,
Mycobacterium leprae, Nocardia brasiliensis, Nocardia
asteroides sensu stricto, N. farcinica, N. nova, etc. Human
diseases produced by these bacterial species are hard
to diaghose. Thisis mainly due to the following facts: a)
typical clinical symptoms are absent in most diseases
produced by the above mentioned bacterial species; b)
obtaining of biopsies to cultivate the causal agents
frequently involves invasive procedures; ¢) in general,
the above-mentioned microbial species grow slowly
under in vitro conditions, and d) taxonomy of Nocardia
genus is gill incomplete. Serological diagnosis is only
available for N. brasiliensis but not for the remaining
intracellular bacterial speciesthat have medical interest.
Recent advances in molecular biology, in particular the
arrival of the polymerase chain reaction (PCR), are
very promising for improving clinical diagnoses of the
above-mentioned diseases, considering the high
sengitivity and specificity that these techniques possess.
These new methods allow detecting a very small number
of microorganisms isolated from clinical samples. In
this paper, some techniques, that have potential utility
for clinical identification of intracellular pathogenic
agents, are described.

Key words. Molecular biology, bacterial infections,
diagnosis
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Las enfermedades infecciosas bacterianas en
general pueden ser diagnosticadas por el cuadro
clinico que se manifiesta en los pacientes y luego
confirmarse mediante las técnicas microbioldgicas
clasicas disefiadas paralaidentificacion del agente
causal. Sin embargo, en algunas situaciones clini-
cas, el tiempo excesivo que esas técnicas requie-
ren paraobtenerundiagnostico esinaceptable. Por
lo cual, durante el pasado siglo XX se desarrollaron
técnicas inmunoldégicas basadas en la demostra-
cién de anticuerpos contra antigenos especificos
de algunas bacterias, asi se utilizaron las técnicas
como la hemaglutinacion, la fijacién del comple-
mento y mas recientemente, (ELISA), paraaumen-
tar la sensibilidad de las pruebas que utilizan los
ensayos inmunoldgicos enzimaticos en fase soli-
da. Esto ayudo indudablemente a disminuir el tiem-
po para identificar algunos agentes infecciosos
pero no resolvid el problema completamente en el
caso de las infecciones causadas por agentes
bacterianos intracelulares.

En los ultimos afios del siglo XX fuimos testigos
de los avances cientificos y tecnolégicos en el area
de la Biologia Molecular. Estos avances tecnhologi-
cos se estan utilizando en el campo de la Medicina.
El area de diagnostico de enfermedades infeccio-
sas no ha escapado a esta corriente innovadora y
cada dia vemos como las pruebas basadas en la
tecnologia de los acidos nucleicos, por ejemplo la
reaccién en cadena de la polimerasa (RCP) se usa
con mas frecuencia. Esta técnica ha mostrado ya
su utilidad clinica en la identificacion de patdgenos
bacterianos como Staphylococcus aureus,
Shigella, Escherichia coli, Helicobacter pylori,
Treponema pallidum, etc.! Esta técnica de reac-
cion en cadena de la polimerasa también ha sido
utilizada con éxito en la identificacion de parasitos
como Trypanosoma cruzi, Lehismania donovani,
Plasmodium falciparum, Giardia lamblia, etc. La

lista de agentes infecciosos en donde esta técnica
de PCR hasido utilizada en beneficio de los pacien-
tes crece dia con dia. En este trabajo nos referire-
mos en especial al diagndstico molecular de algu-
nas enfermedades producidas por micro-
organismos bacterianos intracelulares como
Mycobacterium tuberculosis, Nocardia asteroides
y N. brasiliensis, los cuales son ejemplo represen-
tativo de los microorganismos que se incluyenen el
cuadro .

Las técnicas de diagnostico molecular, como la
PCR que hemos mencionado en los parrafos pre-
vios, tienen una especificidad y sensibilidad supe-
rior a las técnicas microbiolégicas clasicas, pero
no resuelven todo el problema de diagnéstico, ni
tampoco haran desaparecer a algunos de los mé-
todos clasicos de la microbiologia diagnéstica, al
menos en el corto tiempo. En el caso de la tubercu-
losis pulmonar por ejemplo, las técnicas clasicas
de diagnéstico han estado encaminadas funda-
mentalmente a la demostracion del agente causal
en una muestra bioldgica proveniente del enfermo
con sospecha de infeccién, o en la demostracion
de la respuesta del huésped a través de la hiper-
sensibilidad tardia en una prueba cutanea con el
uso de unamezclade antigenos como latuberculina
o el derivado proteico purificado ( PPD)

En el caso de la tuberculosis pulmonar hasta hoy
la prueba méas simple que se ha utilizado para el
diagnostico ha sido lademostracion por microscopia
de luz de bacilos acido-alcohol resistentes en la
expectoracion del paciente, hallazgo que luego se
corrobora con el cultivo en medios microbiolégicos.
Desgraciadamente la basqueda de bacilos por esta
técnica tiene una sensibilidad baja; especialmente
cuando en las muestras clinicas el nidmero de
bacterias es bajo. En casos como estos o para
estudiar larelacion epidemiolégica entre enfermosy
contactos, se utilizo lademostracion de una secuen-

f . . A
Cuadro I. Algunos microorganismos intracelulares patégenos para el hombre
Bacterias Hongos Parasitos
Mycobacterium tuberculosis Coccidioidis immitis Toxoplasma gondii
Mycobacterium leprae Histoplasma capsulatum Leishmania donovani
Nocardia brasiliensis Blastomyces dermatitidis Trypanosoma cruzi
Nocardia asteroides
Brucella melitensis
. J
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cia de insercién conocida como 1S6110 en las bac-
terias aisladas, esto resultdé de una gran utilidad
médica, ya que esta secuencia de insercion es
especifica para todas la cepas del complejo M.
tuberculosis .2

Las infecciones humanas por N. asteroides se
hanincrementado notablemente en personas con el
sistema inmune comprometido; como es el caso de
los enfermos infectados con el virus de la inmuno-
deficiencia humana (VIH1/2), o pacientes trans-
plantados que reciben inmunosupresores. Aunque
en el 40% de los casos de infecciones por N.
asteroides no se encuentra un estado de compromi-
so inmunolégico demostrable. Las infecciones que
produce la N. asteroides son principalmente infec-
cién pulmonar o absceso cerebral; lo cual dificulta
aun mas la toma de muestras clinicas para su
cultivo. Pero aun cuando el cultivo es posible, tarda
mas de dos semanas tener la confirmacion del
diagnostico porque estos son gérmenes de creci-
miento relativo lento. El diagndstico rapido y preciso
de las infecciones por N. esteroides es dificil. Las
técnicas de biologia molecular todavia tiene mucho
gue aportaren este campo.

Recientemente el uso de la tecnologia de los
acidos nucléicos permitié separar el complejo N.
asteroides en N. farcinica, N. novay N. asteroides
sensu stricto. Para ello Steingrube y colaborado-
res amplificaron un segmento de 439 pares de
bases del gen que codifica para la proteina de
choque térmico de 65-kDa y analizaron los patro-
nes de digestion con diferentes endonucleasas.®
Esta informacién tiene importancia taxonémica;
pero ademas utilidad clinica porque la susceptibi-
lidad a los antibi6ticos de las diferentes cepas no
es igual.® Otra técnica de acidos nucleicos cono-
cida como Ribotipificacion ha sido utilizada con
éxito por Laurent y colaboradores, también para
diferenciar especies bacterianas antes conside-
radas como complejo N. asteroides. En esta téc-
nica se amplificé mediante la PCR: un fragmento
del ADN que codifica para una secuencia parcial
delacidoribonucléicoribosomal 16S pertenecien-
te a la especie de interés, si el ADN de la especie
bacteriana aislada del paciente se hibrida con
ADN vya caracterizado se tendra una evidencia
fuerte de que las bacterias aisladas de los pacien-
tes pertenecen a la misma especie que el ADN
utilizado como molde.®
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En el caso de la infecciones por N. brasiliensis,
en el departamento de Inmunologia del Hospital
Universitario José E. Gonzalez se desarroll6 una
técnica inmunoenzimatica para el diagndstico
seroldgico del actinomicetoma, basada en la res-
puesta de anticuerpos del huésped.® El uso de la
Biologia Molecular en el caso de N. brasiliensis no
esta encaminada al diagndstico, sino a la taxono-
mia. Gracias a ello Wallace y colaboradores pudie-
ron proponer la existencia de una nueva especie
conocida como N. Pseudobrasiliensis, que fue
reconocida entre muestras clinicas aisladas de
pacientes con lesiones invasivas.’

En mayo de 1999, nosotros publicamos una
parte de la secuencia del gen que codifica parauna
proteina que se comporta como antigeno inmuno-
dominante en los enfermos infectados con N.
brasiliensis, y resulté ser una proteina con actividad
de catalasa. En el mencionado articulo, las se-
cuencias NB 10 y NB11 se buscaron en bacterias
de génerosrelacionados a Nocardiacomo Gordona
y Rhodococcus y se sugirio su utilidad potencial en
la diferenciacién de especies.®

De todo lo anterior puede concluirse que las
técnicas basadas en la demostracion de secuen-
cias de &cidos nucleicos especificas en bacterias
patdgenas para el hombre tendran un uso impor-
tante en el corto plazo. En este caso estan las
enfermedades producidas por microorganismos
intracelulares como N. brasiliensis que en ocasio-
nes produce infecciones graves que ponen en
riesgo lavida del enfermoy donde urge un diagnés-
tico rapido.®
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ll. Diagndstico molecular de enfermedades hereditarias

Herminia G. Martinez-Rodriguez,* Salvador L. Said-Fernandez**

Resumen

Las enfermedades hereditarias constituyen una
carga importante para la poblacién humana.
Anteriormente su diagndstico se basaba en la deteccion
de los productos génicos alterados a traves de pruebas
enzimaticas o de proteinas. Las técnicas de DNA
recombinante han facilitado mucho su diagnéstico
haciendo posible la deteccién de portadores y el
diagndstico prenatal o a edades tempranas. Por mucho
tiempo € diagnostico de enfermedades hereditarias
era solo confirmatorio y no representaba alternativas
de tratamiento para las personas enfermas, eso esta
cambiando al poder manipularse las condiciones
ambientales que puedan modificar la gravedad de los
sintomas o retrasarlos para que se presenten a una
edad més tardia, en los individuos que se han
identificado que estan en riesgo genético, con lo que
puede megjorarse sensiblemente la calidad de vida de
los pacientes.

Palabras clave: clave: Biologia molecular, enfer-
medades ereditarias,diagnostico

Summary

Inherited diseases constitute an important burden
to mankind. Prior to the development of diagnosis
based on DNA analysis, inherited disease diagnosis
was based on detection of abnormal gene products
by protein or enzymatic analysis. DNA recombinant
techniques have made the diagnosis of the above-
mentioned diseases easier and have been allowed the
detecting of carriers and performing prenatal
diagnosis. For decades, diagnosis of inherited
diseases was only confirmatory and did not allow
physicians to offer any treatment choice. Fortunately
this situation is now changing. At present, there exists
the opportunity of manipulating the environment of
individuals identified as genetically at risk, to achieve
that symptoms be attenuated or postponed, thus
increasing the quality of the life of the patients.

Key words: Inherited diseases, molecular biology,
diagnosis
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Introduccion

Se consideran enfermedades hereditarias aque-
llas que tienen un origen genético y se transmiten
de padres a hijos.

Aparte de lostraumatismos, eltérmino “no genético”
puede ser un nombre mal empleado, porque es dificil
concebir alguna enfermedad completamente como
no genética.

Anteriormente, se pensaba que el mejor ejem-
plo de enfermedades que no tenian causas gené-
ticas eran las enfermedades infecciosas ya que el
agente causal era claramente exdgeno al organis-
mo enfermo. Este concepto esta cambiando ya
gue se han logrado identificar genes que tienen
mucho que ver con la resistencia o susceptibilidad
de un huésped a un agente infeccioso.!

Aungue muchas enfermedades genéticas son
raras, la carga total de estas enfermedades en la
poblacion humana no es despreciable. Las altera-
ciones en genes Unicos afectan del 0.5 al 1% de la
poblacion generaly las alteraciones cromosémicas
cuentan para casi la misma frecuencia de la enfer-
medad. Si a esto le adicionamos que muchos
trastornos comunes que no son enteramente
genéticos, tienen un componente de susceptibili-
dad genética importante como son: enfermedades
cardiacas, diabetes, algunos de los canceres mas
frecuentes y muchas enfermedades autoinmunes,
el resultado es que los factores genéticos cuentan
mucho mas que el 5% del total de enfermedades
gue se presentan en las naciones desarrolladas.
Es muy probable que este porcentaje se modifique
cuando otras fuentes de morbilidad como contami-
nacion ambiental o una dieta poco saludable, sean
modificadas y/o controladas.?

Tipos de mutaciones mas frecuentesy sus patrones
de herencia

De acuerdo al numero de genes dafiados, las
enfermedades hereditarias pueden ser: mono-
génicas o poligénicas. Las monogénicas se deben
a alteraciones en un solo gen, tienen un patron de
herencia tipo mendeliano, se presentan con mayor
frecuencia a edades tempranas (infancia y adoles-
cencia), alafecha hay descritas aproximadamente
4000 enfermedades de este tipo y para méas de 600
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de ellas, se han descrito mutaciones. Las poligé-
nicas o multifactoriales tienen una interaccion muy
fuerte con factores ambientales, muestran un pa-
tron de herencia no mendeliano, se presentan con
mayor frecuencia a una edad madura y entre ellas
estan diabetes, enfermedad coronaria, hiperten-
sion, algunas de las mas importantes psicosis y
muchas otras mas.?

Las alteraciones génicas pueden deberse a
mutaciones en punto, en las que hay alteracion de
un solo par de bases en el DNA, por ejemplo
anemia de células falciformes y acondroplasia, o
pueden deberse a deleciones o inserciones que
pueden ser tan pequefias como un par de bases o
involucrar uno o varios exones oinclusotodoelgen,
ejemplos de ellas serian la neurofibromatosis, la
distrofia muscular y la fibrosis quistica. El fenotipo
de enfermedad puede ser el resultado de pérdida o
ganancia de funcion del producto génico.*

El analisis molecular de las enfermedades here-
ditarias

Antesdelatecnologiadel DNArecombinante, las
enfermedades hereditarias se diagnosticaban de-
tectando los productos afectados, por pruebas
enzimaticas o de proteinas. Ahora, con las técnicas
que se han desarrollado para el analisis molecular
de las mutaciones, ni siquiera es necesario conocer
el producto génico afectado. En principio todas las
enfermedades genéticas pueden ser analizadas en
términos moleculares y muchas de ellas podran
eventualmente ser tratables y/o curables a causa de
descripciones moleculares precisas de los defec-
tos subyacentes en el DNA y sus consecuencias
metabdlicas.?

Las técnicas de DNA dada su alta sensibilidad,
tienen las siguientes ventajas: no se necesita hacer
determinaciones de proteinas o enzimas ni cultivar
células, no se requieren grandes cantidades de
muestra, ni siquiera se requiere conocer el produc-
to génico normal. Esto hafacilitado grandemente el
diagnostico prenatal, asi como la deteccién de
individuos portadores (es decir, que son sanos,
pero portan un alelo mutado y por lo tanto pueden
heredar la mutacion a sus hijos). Estos son, sin
duda, dos de los grandes beneficios que ha traido
el diagnostico molecular a la genética clinica.®
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Se han desarrollado muchas técnicas para la
deteccion de mutaciones, las que vamos a explicar
a continuacion, son solo algunos ejemplos de las
gue mas se usan y es conveniente decir que para
muchas enfermedades se usan varias de ellas.
Algunas enfermedades se deben a un solo tipo de
mutacion y su deteccion es suficiente para hacer el
diagnostico. Sin embargo, muchas veces, puede
haber mutaciones distribuidas a todo lo largo del
gen,y pueden ser mutaciones puntuales, deleciones
0 inserciones, por lo que puede requerirse de la
aplicacion de varias de las técnicas aqui sefialadas.

Practicamente todas las técnicas requieren el
aislamiento de DNA del paciente. Esto puede hacerse
a partir de sangre o de una muestra de tejido, o de los
amniocitos (células presentes en el liquido amnidtico).
Después de recuperar el DNA, éste puede digerirse
con enzimas de restriccion (endonucleasas que cor-
tan el DNA en sitios especificos) y posteriormente
analizar los fragmentos generados por electroforesis
en geles de agarosa o de poliacrilamida. En muchos
casos el tamafio y/o el nimero de los fragmentos
generados durante la digestion, puede poner de ma-
nifiesto la mutacion de interés, pero en algunos otros,
esnecesario llevaracabo hibridacion de los fragmen-
tos con una sonda que puede ser de DNA, RNA, o un
oligonucledtido sintético, que reconozca especifica-
mente a la secuencia de interés.

Dos técnicas que han resultado muy utiles en el
diagnéstico de mutaciones son: Southernblot y
Northernblot. Estas técnicas permiten la deteccién
de fragmentos de DNA gendmico o RNA mensaje-
ros (RNAms) especificos en mezclas complejas.
El Southernblot permite visualizar un solo fragmen-
to especifico en una mezcla que contenga millones
de fragmentos. El tamafo del fragmento puede
determinarse por su migracién en el gel. Con
Northernblot, una molécula especificade RNAmen-
sajero puede detectarse en una mezcla de 10,000
0 mas RNA mensajeros derivados de una muestra
de tejido. Con esta técnica, puede determinarse si
el mensajero esta presente en cantidades norma-
les o alteradas y también si el tamafio corresponde
a una molécula normal.

Ambas técnicas requieren el aislamiento del
acido nucleico (DNA o RNA), la separacion de los
fragmentos en gel, su transferencia a una membra-
na y su hibridacion con una sonda ya sea con
radioactividad o con métodos no isotépicos para
detectar el fragmento.!
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Tanto el Southern como el Northern blot son
pruebas muy valiosas pero tienen el inconveniente
de requerir grandes cantidades de muestra y son-
das marcadas. La reaccion en cadena de la
polimerasa, en cambio, permite que una muestra
pequefia se amplifique hasta un millén de veces,
por lo que la deteccién de la mutacion, muchas
veces norequiere de la utilizacion de radioactividad
o de marcaje no isotopico y la cantidad de muestra
gue se requiere se reduce considerablemente

Otraareadelatecnologiadelagenéticamolecular
muy importante para la identificacion de genes de
enfermedades humanas, ha sido el analisis de se-
cuencias comunes de DNA o polimorfismos. Estos
permiten seguiralos genesenlasfamiliasenlas que
se presenta la enfermedad, lo cual de otra manera
seriaimposible. Las diferencias en secuencias des-
truyen o crean sitios de reconocimiento paraenzimas
de restriccién y por consecuencia pueden ser detec-
tados por Southern blot 0 PCR.

Para algunas enfermedades, como la distrofia
muscular, las mutaciones descritas son muchas y
estan distribuidas a lo largo de todo el gen. La
distrofia muscular se debe a una anormalidad en el
gen estructural de la distrofina; este gen esta loca-
lizado en el cromosoma X, es muy grande (2 300
kb) y tiene 79 exones. Para detectar mutaciones en
él, se han desarrollado ensayos de PCR multiplex
en el que en un solo tubo se amplifican varios
exones alavez utilizando los juegos adecuados de
oligonucleétidos.?

Otra técnica que permite la deteccion de muta-
ciones, utilizalas sondas denominadas ASO (oligo-
alelo especificas). Estas son normalmente de 15-
19 pb de largo y mediante experimentos de hibrida-
cién que se realizan en condiciones muy estrictas,
se aparean especificamente solo con las secuen-
cias perfectamente complementarias. Con un solo
nucleétido que no sea complementario, no hay
hibridacion. Las sondas ASO estan marcadas para
su deteccidn. Esta técnica requiere que se conoz-
ca perfectamente el sitio de la mutacion asi como
de la inclusién de los controles adecuados para
asegurar que solo hibridan con la mutacion.

Aunque la secuenciacion es la técnica que de-
tecta los cambios de mutaciones de manera preci-
sa, ésta técnica no se usa de rutina para el analisis
de mutaciones porque es cara Yy todavia no se
dispone de la tecnologia que permita secuenciar
rapidamente un gran nimero de muestras.®
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Para los casos en que la mutacion precisa se
desconoce, se han desarrollado técnicas que per-
miten analizar grandes segmentos de genes para
buscar posibles diferencias. Entre ellas esta el
andlisis de heteroduplex (HA) y los polimorfismos
conformacionales de cadena sencilla (SSCP).

En HA, las cadenas normales y las mutadas se
desnaturalizan para que formen cadena sencilla y
luego se corren en geles de gradiente desnaturali-
zante. Cuando una cadena normal se asocia con
una mutante, se forma un heteroduplex que migra
de manera diferente que las homoduplex.

Los SSCP se forman cuando cadenas sencillas
normales y mutantes se separan por electroforesis
no desnaturalizante, aqui se favorece que las cade-
nas sencillas se plieguen sobre si mismas forman-
do una estructura tridimensional que es diferente,
aunque haya solo una base de diferencia.®

Tradicionalmente, los genes humanos se han
considerado entidades estables con secuencias
idénticas que se transmiten a generaciones sucesi-
vas. Las variaciones a esta regla son raras pero
recientemente se ha descrito un nuevo mecanismo
gue ha representado un reto para las creencias
tradicionales. Se trata de las “mutaciones dinami-
cas” orepeticiones inestables de tripletes’. Entre las
enfermedades que presentan estas mutaciones
tenemos el sindrome de X fragil que es laforma més
comun de retraso mental heredado, la distrofia
miotonicay la enfermedad de Huntington que esuna
enfermedad neurodegenerativa, progresiva que se
presenta en 1 en 10,000 individuos. Se hereda de
manera autosémica dominante con unapenetrancia
completay edad de manifestacion variable, con una
media de 40 afos. Estas mutaciones pueden ser
diagnosticadas por lareaccién de amplificacion de la
polimerasay utilizando una sonda oligonucleotidica
gue hibride con los fragmentos amplificados.!

Aunque muy brevemente, hemos revisado aqui
algunas de las principales técnicas (obviamente no
todas) empleadas para el diagnostico molecular de
enfermedades hereditarias.

Beneficiosy perspectivas con el diagndsticomolecular
de las enfermedades hereditarias

Es pertinente comentar en este momento la
importancia de que los genetistas clinicos conoz-
can cuando menos las generalidades de estas
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técnicas, para no esperar de ellas mas de lo que
pueden dar, pero tampoco para que por descono-
cimiento de las mismas, no las empleen y se
pierdan ellos mismos y sus pacientes, de las gran-
des ventajas que representan para la medicina
moderna, el uso de estas técnicas para el diagnés-
tico de enfermedades.

Por mucho tiempo, el diagnéstico de enfermeda-
des hereditarias fue solo confirmatorio y no represen-
taba alternativas de tratamiento para las personas
enfermas. Afortunadamente las cosas estan cam-
biando y esto es muy notable para el asesoramiento
genético en el diagndstico prenatal y el de portadores.

Uno de los beneficios mas importantes de la
identificacion de factores genéticos en la susceptibi-
lidad a enfermedades, puede ser no el potencial de
terapia génica, como pudierapensarse, sino la opor-
tunidad para el tratamiento y prevencion de la enfer-
medad clinica manipulando el ambiente de indivi-
duos genéticamente en riesgo?, lo cual puede retra-
sar la presentacion de los sintomas o cuando me-
nos moderarlos, para que el paciente tenga una
mejor calidad de vida. Esto es particularmente apli-
cable a las enfermedades multifactoriales como las
que se deben arepeticiones inestables de tripletes y
a los sindromes de cancer familiar®. Sin embargo
también debe mencionarse la controversia que exis-
te cuando la deteccion de unamutacion serealizaen
un individuo asintomatico en el que la enfermedad
detectada no puede ser tratada o prevenida o en los
posibles casos en los que de saberse que un indivi-
duo es portador de una mutacién pudiera ser causa
de una discriminacion social o laboral.®
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V. Diseiio de vacunas contra enfermedades infecciosas.

Salvador Said-Fernandez,* Francisco Gonzalez-Salazar* Herminia G. Martinez-Rodriguez**

Resumen

Las vacunas son |a forma mas efectiva y econémica
de prevenir y controlar enfermedades infecciosas y
parasitarias. A pesar del gran desarrollo que este
tipo de bioldgicos ha experimentado en los Ultimos
anos, todavia hay enfermedades producidas por
virus, como el S DA y por protozoarios, como la
amibiasis y la tripanosomiasis, que no han podido
ser controladas mediante vacunas eficaces y seguras.
La vacuna contra la malaria es una de las que mayor
éxito ha tenido. Pero todas éstas aun estan en pleno
desarrollo. Existen numerosos factores que se oponen
al éxito de las vacunas antes mencionadas. Algunos
de ellos son el riesgo que se corre al utilizar virus
vivos 0 DNA, en el caso del SIDA o de la capacidad
gue tienen los protozoarios para evadir, deprimir o
inactivar la respuesta inmune protectora del huésped.
Una vacuna efectiva debe inducir tanto la respuesta
humoral como la respuesta celular del sistema inmune
y considerar €l ciclo biolégico del agente causal. Se
discuten aqui diversas y novedosas estrategias para
desarrollar vacunas tanto contra SSDA como contra
la amibiasis.

Palabras clave: Vacunas, infecciones, protozoarios

Introduccién

Una vacuna puede salvar mas vidas y mas
dinero que cualquier otra intervencién médica.*

Hasta hace relativamente poco tiempo el con-
cepto de vacuna se aplicaba exclusivamente a la
prevencién de enfermedades infecciosas y fue
hasta hace poco méas de 30 afios que empezaron
a aparecer resultados prometedores sobre el de-
sarrollo de vacunas dirigidas contra enfermedades

Summary

Vaccines are the most effective and reliable way to
prevent and control infectious and parasitic diseases.
In gpite of the great development that this kind of
biological products has reached over the past years,
certain viral diseases, like AIDS and most of those
produced by parasitic protozoa, like amebiasis and
trypanosomiasis, still have not been controlled by
means of safe and effective vaccines. Vaccine against
malaria is one that has shown greater success.
Accordingly, all are still being developed. Numerous
factors oppose success. For example, one is the risk
that includes the use of live viruses or their DNA, in
the case of HIV or the ability that some protozoa have
to depress, evade, or inactivate the protective immune
response. An effective vaccine must induce both the
humoral and the cellular branches of the immune
system, and in addition to considering the entire
biological cycle of the causative agent. In this
contribution, several novel strategies to develop
vaccines against amebiasis and AIDS are discussed.

Key words: Vaccines, parasitic diseases

causadas por parasitos, las cuales estan aun en
pleno desarrollo.

De acuerdo con Adrian J. lvinson! existen tres
conceptos sobre las vacunas modernas que de-
ben considerarse con especial atencién paralograr
los efectos benéficos deseados: (a) aspectos bio-
I6gicas, (b) su costo/beneficio y (c) la cooperacion
internacional para aplicarlas en la mayor cantidad
posible de personas en las areas del mundo donde
se les requiere.
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Nosotros dedicaremos esta contribuciéon a un
tema relacionado con las caracteristicas biologi-
cas de las vacunas: su disefio, desarrollo y resul-
tados, sin pretender que ésta sea una revision
exhaustiva. Nuestro objetivo es solo presentar al-
gunos ejemplos sobre las estrategias mas sobre-
salientes que se estan abordando para desarrollar
vacunas contra dos enfermedades importantes
por su incidencia y mortalidad y que por las carac-
teristicas bioldgicas de sus agentes causales ha
sido extraordinariamente dificil desarrollar produc-
tos que protejan en forma segura, efectiva y dura-
dera. Estas dos enfermedades son el Sindrome de
la Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), causada
por el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH),
uno de los retrovirus mas complejos conocidos
hasta ahora; y la Amibiasis, cuyo agente causal es
el protozoario Entamoeba histolytica. El desarrollo
de las vacunas contra el SIDA y enfermedades
causadas por protozoarios esta planteando a los
investigadores dificiles y variados problemas, que
como veremos aqui, han requerido de la mayor
creatividad e ingenio y dedicacion por parte de los
investigadores, quienes han puesto a prueba los
enfoques y tecnologia mas modernos y variados.

Vacunas contra el SIDA

Importancia epidemiologica del Sindrome de la
Inmunodeficiencia Adquirida

El SIDA es una enfermedad extendida en todo el
mundoy sustasas de incidenciay mortalidad van en
aumento. Durante 1997 se infectaron en el mundo
5.8 millones de personas con el virus del SIDA (VIH).
Se estima que a principios de 1998 habia en el
mundo 30.6 millones de personas VIH-positivas.
Mas de 40% de estas personas eran mujeres y la
mitad de ellas tenia una edad de 15 a 24 afios.?

Caracteristicas generales del VIH

El'VIH es un retrovirus. Su genoma esta consti-
tuido por RNA, el cual se replica por medio de un
DNA intermediario de doble cadena, dentro de la
célulablanco. El virus est4 envuelto por una cubier-
ta por la membrana plasmética de la célula blanco
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gue contiene glicoproteinas de cubierta (Gp 160y
Gp41), codificadas por el propiovirusy que le sirven
como medios de reconocimiento y anclaje arecep-
tores especificos, en primera instancia a los
macrofagos circulantes y después a los linfocitos
CD4* Gp 41 es responsable de la fusion de la
membrana del virus con la de la célula blanco 2.
Dentro de la cubierta se encuentra el genoma con
un tamafno de 9.2-kbp y la transcriptasa reversa,
encargada de sintetizar la doble cadena de DNA,
usando como templado el genoma original del
virus, inmediatamente después de la infeccion. 3
Desde el punto de vista inmunoldgico, el producto
génico mas importante es el de env, que codifica
para las proteinas de cubierta Gp 120y Gp 41.

Ciclo biolégico de VIH-1

El virion VIH-1 rodeado de la glicoproteina de
cubierta Gp 120 se une a dos co-receptores de
superficie de los macrofagos circulantes: CD4 y
CCRS5.% Las membranas celulares se fusionan, y el
virus entraalacélula. Entonces seliberan elgenoma
y la transcriptasa reversa virales. La transcriptasa
reversasintetiza una copiade DNA de doble cadena,
la cual entraal nacleoy seintegraal DNA celular. En
este estado el VIH se llama provirus. Después se
sintetizan y ensamblan las proteinas de VIH dentro
de las células infectadas y el virus adquiere una
cubierta lipidica, la cual contiene numerosas copias
de Gp120yGp41lyabandonalas célulamediante un
proceso de gemacion.®

Vacunas contra el VIH®

El disefio de una vacuna capaz de proteger
contra el SIDA sigue siendo un reto tan grande
como cuando el virus estaba recién descubierto.
Algunas de las razones mas sobresalientes son
las siguientes:

(a) Larespuestainmune natural no destruye al VIH
y se forman reservorios de éste, principalmen-
te en el cerebro, en células de la microglia.

(b) Hasido necesario evitar el uso de virus comple-
tos vivos, atenuados 0 muertos, porque ésos
representan un peligro potencial paralas perso-
nas.
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La proteina de cubierta Gp 120 puede mutar con
el tiempo y unirse tanto a los co-receptores CD4 y
CCR5 como a los timocitos portadores de CD4* (T
CD4) , y de un cofactor llamado CXCR4 como a los
cofactores CD4 y CCR5 de los macréfagos, como
ocurre en lafase inicial de la enfermedad. En la fase
tardia del SIDA la mayor parte de los virus pueden
cambiar su afinidad exclusivamente por los
correceptores de los linfocitos T CD4* y convertirse
en “T-tropicos”. En este estado los virus destruyen a
las células T infectadas, contribuyendo fuertemente
al colapso del sistema inmune y al surgimiento de la
fase clinica de la enfermedad®. Actualmente se
conocen seis co-receptores mas, ademas de CCR5
y CXCRA4. En todos los casos el virus VIH se une a
CD4 y a uno de los otros factores.?

Vacunas para estimular la respuesta humoral

Este tipo de vacunas ha probado su eficacia para
combatir enfermedades como la poliomielitis, el sa-
rampiony lainfluenza. Enelcaso del SIDA los disefios
de vacunas mas sobresalientes son los siguientes:

Proteinas de cubierta (Env). La mayor parte de
este tipo de vacunas contienen proteinas de la
cubiertaviral o parte de éstas, porque siendo estas
proteinas necesarias para la union del virus con la
célula blanco, al unirsele anticuerpos especificos
neutralizan su funcién y el virus es incapaz de
infectar. Estas vacunas, dirigidas contra Gp 160, o
contra Gp 120 y Gp 41 (que se derivan de la
primera) ya han sido probadas en voluntarios hu-
manos y se ha observado que se generan
anticuerpos capaces de neutralizar virus vivos,
eliminando su habilidad para infectar macréfagos
humanos in vitro. Sin embargo, estos anticuerpos
so6lo reconocen a las cepas de VIH que se usaron
en las vacunas. Cuando se usaron cepas aisladas
de pacientes estas vacunas fueron ineficaces.
Entonces, las proteias de cubierta puras parecen
no ser los mejores candidatos para la vacuna.

Virus completos
Los virus completos, muertos, podrian presen-

tar al sistema inmune una forma mas natural de las
proteinas de la cubierta, y por lo tanto estimular la
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produccién de anticuerpos mas eficaces para neu-
tralizar la capacidad de infectar del VIH. Sin embar-
go, este enfoque implica el peligro de inocular
eventualmente virus activos o el material genético
residual, que es potencialmente peligroso. Por lo
tanto debera tenerse un especial cuidado para
inactivar a los virus; y por otro lado, un tratamiento
demasiado estricto parainactivar a los virus podria
hacer a la vacuna menos efectiva, porque podria
desprendery eliminar alas proteinas de la cubierta.
Este es un buen enfoque, aunque debera resolver-
se el problema de la estabilidad de las proteinas de
cubierta.

Pseudoviriones. Estas son estructuras artificiales
parecidas alosvirus. Son esferas lipidicas vacias que
sélo portan a la Gp 160. Estas estructuras son muy
seguras porque notiene la capacidad de infectar nide
hacerse reproducir por las células blanco. Sin embar-
go no es facil fabricar pseudoviriones estables, aun-
gue hay muchas esperanzas paralograrloenuncorto
plazo.

Vacunas para estimular la respuesta celular

Las células citotoxicas reconocen epitopos. Los
cuales son fragmentos de los antigenos presenta-
dos a los linfocitos T CD8* en la superficie de las
células infectadas. Estos epitopos, en el momento
de ser presentados, estan ensamblados en los
antigenos HLA, clase |. En este caso, no soélo los
antigenos de superficie, sino también las proteinas
internas pueden ser procesadas y presentadas a
los linfocitos citotoxicos. En el caso de la vacuna
contra el SIDA se deben seleccionar células espe-
cificas que sinteticen y expongan uno o mas de los
epitopos provenientes de las proteinas cuya sinte-
sis es dirigida por el virus. De esta forma se podria
inducir al sistema inmune a montar una respuesta
contra todas las células infectadas que presenten
en su superficie dichos epitopos.

Vacunas con vectores vivos. Esta modalidad
de vacunas aprovecha la capacidad de ciertos
virus (no VIH) para invadir células. La estrategia
consiste en insertar genes del virus del VIH en
estos virus, que no son patégenos para el hombre,
permitiendo que estos agentes liberen dentro de
las células los genes que codifican para los
antigenos inductores de la respuesta inmune pro-
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tectora. La célula entonces produce las proteinas
virales, las reduce a epitopos y estos son presen-
tados en su superficie para activar alos linfocitos T,
los cuales se activardn y formaran células de
memoria, los que estaran listos para combatir una
infeccion por VIH. Uno de los virus mas usados
para esta estrategia es el virus de la viruela de los
canarios, un virus relacionado con el virus de la
viruela humana, el cual ha sido transformado con
los genes del VIH que codifican para las proteinas
de la cubierta y para proteinas internas, como Gag
(la proteina del nucleo viral y la proteasa. Estas
vacunas son seguras y despiertan una débil res-
puesta celular. La respuesta se ha mejorado ha-
ciendo producir a los virus vectores un mayor
namero de copias 0 una mayor variedad de protei-
nas del HIV dentro de las células infectadas por el
virus vacunal.

Péptidos. Se haintentado despertar la respues-
ta inmune celular inyectando péptidos, pero éstos
pueden degradarse antes de llegar a su destino. La
induccion de la respuesta inmune por este tipo de
moléculas podria incrementarse usando mejores
adyuvantes.

DNA desnudo. En primates y ratones la vacuna
ha estimulado la respuesta de linfocitos T y en
algunos experimentos ha protegido a los animales
de la infeccion.

Estrategias combinadas. Las estrategias mas
efectivas son aquellas que estimulan tanto a la
respuesta celular como a la humoral. Por ejemplo,
un programade vacunacion de éstos podria iniciar-
se conun virus de la viruela de los canarios portan-
do el gen que codifica para las proteinas de cubier-
ta, para estimular la respuesta celular, y meses
después el mismo paciente podria recibir la Gp120
pura, para estimular la respuesta humoral. Con la
primera vacuna se prepara a las células para una
infeccion y con la segunda se refuerza.

Ya se ha hecho las primeras pruebas en seres
humanos con este enfoque, pero se usaron
antigenos de virus preparados en el laboratorioy se
obtuvo una respuesta débil.

VIH y VIS modificados mediante ingenieria gética

Muchos investigadores siguen pensando que el
usodevirus del VIH vivo es lamejor formade inducir
una respuesta protectora. Para ello han estado
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deletando sistematicamente varios de los genes
que este virus usa para replicarse. Un protocolo
con médicos voluntarios se esta llevando a cabo
para probar esta vacuna.

Por otro lado se ha observado que el virus de la
inmunodeficiencia de los primates, mal llamados
simios (VIS) atenuados ha resultado seguro y de-
mostrado su capacidad para inducir una respuesta
protectora notablemente efectiva en estos anima-
les. Sin embargo, en algunos casos estas vacunas
han inducido sintomas de inmunodeficiencia, aun
en animales no retados con el virus silvestre.

Vacunas contraamibiasis

La amibiasis es causada por Entamoeba
histolytica. Se estima que afecta a 10% de la
poblacion mundial,” pero es muy probable que
estas cifras tengan que reconsiderarse en un futu-
ro cercano debido a que E. Dispar (una especie no
patdégena) también parasita al intestino humano, y
hasta hace poco tiempo no se le distinguia de la
primera.? Se estima que la amibiasis es causa 110
mil muertes al afio.’

Las dos observaciones mas generales acerca
de que E. histolytica es capaz de despertar una
respuesta inmune son: (a) que la frecuencia de
reinfecciones por E. histolytica en pacientes recu-
perados de absceso hepatico amibiano (AHA) es
muy baja'* y b) que los animales de laboratorio
vacunados contra E. histolytica desarrollan una
respuesta protectora contra abscesos hepaticos
amibianos (AHA) o lesiones intestinales cuando se
les inocula experimentalmente con amibas virulen-
tas o disenteria amibiana, lo cual discutiremos mas
adelante. Sin embargo el disefio de una vacuna
confiable contra la amibiasis plantea una serie de
dificultades, que deberan superarse para lograr el
objetivo deseado.

Deben ademés tomarse en cuenta dos aspec-
tos muy importantes de la biologia de E. histolytica:
su ciclo bioldgico y la capacidad que estos parasi-
tos tienen para evadir la respuesta inmune.®

Es muy importante considerar el ciclo biolégico
completo del agente causal, como esta sucediendo
con el desarrollo de la vacuna contra la malaria*
porgque de esta manera se incrementa la posibilidad
de identificar un mayor nimero de antigenos capa-
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ces de despertar un respuesta inmune protectora y
el nimero de oportunidades para interrumpir dicho
ciclo. Los agentes causales de la malaria son varias
especies de Plasmodium, cuyos ciclos biologicos'?
son mucho mas complejos que el de E. histolytica.
El ciclo biol6gico de E. histolytica consta solo de dos
fases, unatréfica, invasoray causante de ladestruc-
ciéndetejidos (eltrofozoito) y otrainfectiva, el quiste.
Eltrofozoito ha sido intensamente estudiado, perola
Biologia Celular y Molecular de los quistes es prac-
ticamente desconocida, fundamentalmente por la
falta de un medio de enquistamiento masivo en
condiciones axénicas para E. histolytica. Sin embar-
go se han hecho algunos avances en este sentido.
En 1980 desarrollamos un medio eficiente, confiable
y que ademas permite que las amibas inicien espon-
taneamente el enquistamiento en condiciones
axeénicas, pero con una pared débil.*? Actualmente
hemos desarrollado un nuevo medio donde las
amibas forman una pared muy resistente, que con-
tiene quitina y cuyas caracteristicas morfolégicas
son practicamente iguales a las de los quistes
naturales. Pero entanto no se obtengaun pleno éxito
enlos esfuerzos paraproducir quistes de E. histolytca
in vitro todos los esfuerzos para desarrollar vacunas
contra E. histolytica tendran que seguirse concen-
trando en los antigenos de los trofozoitos.

Los trofozoitos de E. histolytica tienen un nota-
ble habilidad para evadir la respuesta inmune,
inmovilizando,** degradando anticuerpos anti-
antigenos de superficie de las amibas®® y ejercien-
do un efecto inmunosupresor. Esto ultimo en los
primeros estadios de la infeccion.® Por lo tanto, las
vacunas que se desarrollen tendran que conside-
rar todas estas caracteristicas de las amibas para
lograr una respuesta inmune eficiente.

Las vacunas contra la amibiasis estan en pleno
desarrolloy todavialejos de estar en condiciones de
usarse masivamente en beneficio de la humanidad.

Considerando que tanto la respuesta humoral
como la celular del sistema inmune son importan-
tes,® es posible que la vacuna més efectiva contra
la amibiasis tenga también que estimular a ambas
ramas del sistema inmune.

Algunos de los trabajos que enseguida citamos
presentan sélo los resultados iniciales, que refuer-
zanlaideade que es posible obtener unarespuesta
humoral, tanto en la luz intestinal, como en el
torrente circulatorio y también una respuesta celu-
lar protectora. Algunos otros presentan ya los re-
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sultados alentadores con vacunas experimentales
en animales. A continuacién presentamos algunos
ejemplos de todos estos enfoques.

Induccién de la respuesta humoral utilizando
trofozoitos completos usados como inmuno-
geno

Trofozoitos completos

Jainetal. Obtuvieron un cierto grado de protecciéon
en cobayos preinoculados con un ndmero relativa-
mente bajo de amibas via intracecal y luego retados
conuninéculo 80 a 100 veces mayor, también por via
intracecal o intramuscular.*® Otros autores observa-
ron incrementos significativos en los titulos circulan-
tes'’ y coproanticuerpos*®anti-E. histolytica después
de inocular animales de laboratorio con trofozoitos
fijlados con glutaldehido. La respuesta inmune humo-
ral se incrementa notablemente cuando se utiliza la
toxina del célera como adyuvante!®

Transferencia de pasiva de inmunidad mediada
por células

Las células peritoneales de hamsteres inocula-
dos via intradérmica con amibas vivas son capa-
ces de proteger contra la infeccion experimental a
hamsteres no inmunizados.*®

Proteccién con anticuerpos monoclonales

Un anticuerpo monoclonal dirigido contra un
lipofosfoglicano de E. histolytica llamado EH5 fue
capaz de proteger contra AHA a ratones inmuno-
deficientes.?°

Antigenos recombinanates
Uso de antigenos pre-disefiados

MBP/SRHEP-CTA2 (SRHEP-H) es un antigeno
gue contiene fragmentos de las siguientes 3 protei-
nas: SRHEP (Serin rich Entamoeba histolytica
protein), MBP (maltose binding protein) y la
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subunidad de la toxina del célera CTA,, conocida
por su capacidad de incrementar la respuesta
inmune hacia otros inmundgenos. Esta vacuna
molecularindujo unincremento enlaproduccion de
IgA en mucosas y de IgG en suero cuando se
administro por via oral a ratones.

Vacunas anti E/ histolytica construidas en vehi-
culos moleculares vivos.

Antigenos recombinantes expresados en
Salmonella typhi atenuada.

Se transformé con un plasmido portador de una
secuencia de DNA gque codifica para un segmento
de GalNac ala cepa SL5928 de Salmonella Dublin.
GalNac es unalectinalocalizada en la superficie de
los trofozoitos de E. histolytica que se inhibe en
presenciade galactosa/N-acetylglucosamina. Esta
lectina juega un papel fundamental en la lisis por
contacto que producen las amibas sobre sus célu-
las blanco. Cuando se inoculd por via oral a un
grupo de gerbos con estas bacterias se consiguio
una disminucién hasta de 90% en el tamafio de los
abscesos hepéticos en comparacion con los testi-
gos no inmunizados.??

Zhang T y Stanley Jr. inmunizaron ratones con
salmonelas vacunales typhi ( Acya, Acrp, Aasd),
las cuales tenian inactivos los genes que codifican
para la adenil ciclasa (cya) y el receptor del AMP
ciclico (crp). Esta cepa fue modificada mediante
ingenieria genética para que sintetice SREHP/MBP.
Los anticuerpos IGg anti-SREHP se incrementaron
10 veces en suero con respecto a los testigos no
inmunizados. 23

Algunas contribuciones de nuestro grupo

Nosotros hemos dedicado nuestro principal
esfuerzo a la identificacion y purificacién de facto-
resde virulenciade E. histolyticay al enquistamiento
de este protozoario en condiciones axénicas. Ya
antes comentamos la importancia de un método
para enquistar masivamente E. histolytica in vitro.
Enseguida comentaremos algunos de los avances
gue hemos tenido paraidentificar, purificary clonar
estos factores, los cuales podrian servir para in-
vestigar si estas proteinas amibianas completas o
algunos de sus epitopos son capaces de inducir
unarespuestainmune humoral o celular en anima-
les de laboratorio.
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Hemolisinas

Se ha sugerido que la actividad citolitica de E.
histolytica juega un papel determinante en la habi-
lidad que estos parasitos tienen para destruir a las
células blanco. Nosotros encontramos que la acti-
vidad hemolitica en extractos libres de células esta
relacionada con la virulencia de las cepas?® Se han
identificado varios factores citoliticos de E.
histolytica, entre ellos una actividad dependiente
del potencial de 6xido-reduccién® y fosfolipasas
A.?® También encontramos fosfolipasas A, y
lisofosfolipasas en la misma fraccion subcelular
membranal de las amibas.?” Las fosfolipasas A,
son también citoliticas en algunas especies de
protozoarios parasitos y las lisofosfolipasas inhiben
la autodestruccién de las células destruyendo a los
liso-derivados que las fosfolipasas A, y A, produ-
cen continuamente. Por estas caracteristicas pen-
samos que estas tres enzimas son buenos candi-
datos para producirvacunas, induciendo la produc-
cion de anticuerpos contra estos factores de viru-
lencia para inactivarlos y eventualmente despertar
una respuesta celular contra las amibas portado-
ras de estos antigenos. Con esta idea en mente
hemos purificado la principal fosfolipasa A, de E.
histolytica, la cual es maxima a pH 8.4, y Ca?* 1
mM?28 y clonamos una secuencia de cDNA que
codifica para una citolisina dependiente de activi-
dad de fosfolipasa A, (manuscrito en preparacion).
El siguiente paso sera investigar si estas proteinas
son capaces de inducir proteccién en animales de
experimentacion.

Por otro lado, investigaremos si los quistes que
se forman espontaneamente en nuestro medio de
cultivo (PEHPS) son capaces de inducir una res-
puesta inmune protectora contra amibiasis intesti-
nal o absceso hepético amibiano en animales de
experimentacion.
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