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Resumen Las vacunas génicas o de ADN desnudo, que aún se hallan en el campo experimental, constituyen el
avance más importante en la historia de la vacunología. Los poderes inmunizantes y protectores que

estas vacunas inducen están claramente establecidos, en ensayos preclínicos, en animales experimentales. Ade-
más se está estudiando su capacidad terapéutica. Se ha avanzado mucho en el conocimiento de las vías y los
métodos de inmunización, pero aún se desconocen los mecanismos de transfección del plásmido y, lo que es muy
importante, cuál o cuáles son las células transfectadas capaces de provocar en el vacunado, una respuesta a cé-
lulas citotóxicas y anticuerpos. Hay evidencias experimentales que afirman la importancia de los miocitos, los
queratinocitos o las células dendríticas como factores principales de esta respuesta inmune. Otros experimentos
sugieren dudas sobre cada uno de estos participantes. El objetivo de esta revisión es presentar el estado actual
del conocimiento sobre los tipos de células que pueden ser transfectadas, que expresan el gen y presentan el
antígeno vacunante en una respuesta inmune a ADN desnudo. Lo más probable es que no sea una y la misma
célula, la transfectada y la que presenta el péptido inmunizante en MHC clase I y II. Un paso importante para el
conocimiento del mecanismo de inmunización por ADN sería el esclarecimiento del mecanismo de transfección del
plásmido de ADN bacteriano. ¿Habrá algún tipo celular con receptores específicos que incorporen el plásmido, lo
expresen y transfieran su producto a las células presentadoras de antígeno?

Abstract Naked DNA vaccines. Although still in a developmental stage, naked DNA vaccines are already the
most important advancement in the history of vaccinology. Both the injection of plasmid DNA in expe-

rimental animals by different routes and preclinical studies, demonstrate the induction of protective immunity against
different pathogens. Therapeutic application of DNA vaccines are well under way. In spite of the growing
understanding about methods and routes of immunisation, both the early mechanisms by which DNA dependent
immunisation occurs as well as the transfected cell types remain poorly understood. There is abundant experimen-
tal evidence that myocytes, keratinocytes and dendritic cells play an important role in the induction of the immune
response. There is also an ongoing controversy on the relative importance of each one of these cell types. The aim
of this paper is to review the current state of affairs regarding the understanding of the cell types participating in an
immune response to the injection of a plasmid DNA vaccine. It is probably unlikely that only one and the same cell
type would be the transfected cell and the one presenting the immunising peptide on MHC class II and I. An important
step towards the understanding of DNA immunising mechanisms would be to elucidate plasmid DNA transfection.
Is there a cell type that has specific receptors capturing the plasmid, expressing it and transferring its products to
the antigen-presenting cell?
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perimentales contra un número de agentes patógenos
incluyendo los causantes de malaria, influenza, rabia,
herpes simplex, leishmaniasis, tuberculosis y muchos otros
que afectan al reino animal1, 5. Muchas de estas vacunas
(malaria, HIV SIDA, hepatitis B, tuberculosis) están en
estado de ensayo clínico fase I/II en el humano y es de
esperar que muy pronto se produzcan resultados.

Antecedentes históricos

Hace muchos años que se sabe que un tumor puede ser
transferido de un animal a otro por la inyección del ADN
tumoral. En 1960 Ito6 inyectó en conejos vírgenes un
extracto fenólico del papiloma de Shope de conejo, y

El objetivo de la vacunación preventiva es preparar
al huésped de manera que ante la agresión de un mi-
croorganismo patógeno sea capaz de montar una reac-
ción defensiva que evite la enfermedad.

La inyección parenteral de un plásmido de ADN des-
nudo, que tiene insertado un gen que codifica un péptido
antigénico, induce, en el animal, una buena y duradera
respuesta inmune. Así se han desarrollado vacunas ex-
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notó la aparición de papilomas en los animales inyecta-
dos. Dos años más tarde Atanasiu7 comunicó la produc-
ción de tumores y de anticuerpos anti-tumor en cobayos
inyectados con ADN purificado de virus Polioma, asegu-
rando que la transferencia no era debida a la presencia
de virus en el inóculo.

En 1983 Nicolau8 inyectó liposomas conteniendo ADN
de proinsulina y notó una marcada disminución en el
nivel de glucosa circulante, sugiriendo un aumento de la
insulina debido a la expresión del gen. En 1986
Benveniste y Reahef9 comunicaron la expresión del gen
del cloranfenicol acetyl transferase (CAT), del antígeno
de superficie del virus de la hepatitis B (HBsAg), de la
hormona de crecimiento humana y de la insulina, por la
inyección intraperitoneal de ADN precipitado con fosfato
de calcio. Si bien todos estos y otros experimentos mos-
traban claramente el potencial de los plásmidos de ADN
para la transferencia y expresión de genes, prevaleció
la idea que el ADN libre sería rápidamente degradado
en la circulación. Recién en 1990 Wolff y col.10 comuni-
caron la expresión, en el músculo esquelético de ratón,
de CAT, luciferasa, y beta galactosidasa (β-gal) por lar-
gos períodos, como resultado de la inyección intramus-
cular de ADN "desnudo" conteniendo esos genes.

En un principio se pensó que las células del músculo
eran las únicas que podían capturar el ADN de una solu-
ción salina y ser transfectadas10.

Más adelante se halló que la inmunización se podía
hacer por diferentes vías y usando diferentes métodos.
Se ensayaron todas las vías de inmunización y se en-
contró que las más efectivas eran la intramuscular (i.m)10,
la intradérmica (i.d)11, o a través de mucosas12, 13.

En cuanto a los métodos de inoculación, los más po-
pulares son la pistola neumática (gene gun) y la aguja
hipodérmica, siendo esta última la más usada6, 11.

Cualquiera sea el procedimiento de introducción del
plásmido, las células transfectadas se convierten en ver-
daderas fábricas del antígeno inmunizante.

La introducción del plásmido genera una respuesta
que involucra tanto la rama celular como la humoral del
sistema inmune. Se produce una activación de los
linfocitos T citotóxicos, con restricción a MHC I y los
linfocitos CD 4+ con restricción a MHC II7, 14, 15.

El músculo esquelético

El miocito capta, incorpora y expresa los plásmidos in-
yectados por vía i.m.

Algunos investigadores demostraron que se puede
aumentar la incorporación del plásmido en la célula mus-
cular dañando el tejido muscular por medio de una in-
yección de bupivacaína16 o cardiotoxina17, 18. Sin embar-
go no está claro si el aumento de la respuesta inmune
es debido a una mayor expresión del antígeno en el

músculo que se está regenerando o a un mayor recluta-
miento de células presentadoras del antígeno (CPA). El
músculo estriado no puede ser considerado un tejido
inmunológicamente importante puesto que casi no con-
tiene células dendríticas, macrófagos o linfocitos; por
otra parte los miocitos no pueden presentar antígeno
pues carecen de los elementos esenciales de una CPA
tales como MHC-II, moléculas coestimuladoras y
linfoquinas.

En los experimentos realizados por Manickan y col.29

se demostró que la inyección intramuscular de células
dendríticas (CD) transfectadas in vitro con ADN codifi-
cando dos proteínas del virus herpes simplex indujeron
una respuesta inmune y una considerable resistencia a
un posterior desafío con virus vivo. En cambio los
macrófagos igualmente transfectados in vitro no induje-
ron ninguna respuesta inmune in vivo, pese a que el
plásmido se expresaba correctamente en ellos in vitro29.

Estos resultados sugieren claramente la intervención
de las CD en la respuesta a una inmunización i.m. Aho-
ra bien, ya hemos visto que en el músculo casi no hay
CD aunque algunas podrían ser reclutadas en respues-
ta a la inyección. Entonces ¿cuál es la célula que pre-
senta el antígeno codificado por el gen del plásmido en
una inmunización por vía i.m.? Todavía no podemos
descartar la posibilidad que los miocitos de alguna ma-
nera, presenten el antígeno expresado. Las células
citotóxicas (CTL) podrían recibir la primera señal del
complejo péptido/MHC clase I expresado por el miocito
y la segunda señal (coestimulación) de CPAs activadas
por las células Th1 reclutadas por la inflamación debida
a la inyección, aunque esta posibilidad entraría en con-
tradicción con el dogma de la colaboración CD8+ y CD4+
que sostiene que para lograr una eficaz activación de
las CTL (CD8+) éstas y las Th1 (CD4+) deben recono-
cer el antígeno y las señales coestimulatorias apropia-
das sobre la misma célula CPA.

Los miocitos pueden ser blanco de ataque de células
citotóxicas y pueden presentar antígenos a las células T
en cultivos in vitro20. Por otra parte los macrófagos y las
CD podrían capturar el antígeno liberado por el miocito
y presentarlo a las CTL.

En ese contexto Ulmer y col.21 lograron una buena
respuesta humoral y celular en ratones inyectados con
células de una línea de mioblastos transfectados in vitro
con ADN que expresa la nucleoproteína (NP) del virus
influenza, y demostraron que la expresión de la proteína
viral por los miocitos transfectados es suficiente para
inducir una buena y protectora respuesta celular. En este
experimento la única fuente del inmunógeno fue, sin
duda, el mioblasto transfectado. Sin embargo Torres y
col.22 comunicaron experimentos cuyos resultados apun-
tan en sentido totalmente opuesto: la remoción del pa-
quete muscular 10 minutos después de la inoculación
no reduce la magnitud de la respuesta inmune22, la pre-
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sencia de la fibra muscular no es indispensable para
que se produzca la respuesta inmune.

Teniendo en cuenta que la inyección intramuscular
requiere un volumen de líquido relativamente grande
comparado con el paquete muscular, se puede pensar
que parte del líquido rebalsa el músculo y difunde por
vía linfática y sanguínea a los ganglios linfáticos. Efecti-
vamente Winegar y col.23 pudieron detectar el plásmido,
pocas horas después de su inyección i.m., en el suero
de los animales inyectados.

Otra serie de experimentos tendientes a determinar
cuál es la célula que presenta el antígeno del plásmido
después de una inyección i.m., utilizaron quimeras for-
madas por ratones híbridos irradiados y recuperados con
médula ósea de uno de los progenitores24, 26. En todos
estos experimentos la presentación del antígeno estuvo
restringida a las células de médula ósea.

Si la proteína es sintetizada por el miocito y presen-
tada por una célula de médula ósea, de acuerdo al con-
cepto clásico de presentación de antígenos, esa molé-
cula debería ser presentada con MHC clase II y no con
clase I, requisito indispensable para que haya una res-
puesta celular. No obstante, en esos experimentos, se
obtuvo una buena repuesta celular (MHC clase I). Sin
embargo la idea de que solamente los péptidos
autólogos, generados en el citosoma, pueden ser pre-
sentados con MHC clase I, está hoy muy desacreditada
pues hay abundantes evidencias de que péptidos de di-
ferente procedencia, pinocitados o fagositados por las
CPA pueden ser presentados con MHC clase I27. Donnelly
y col.28 compararon las respuestas inmunes obtenidas
inyectando el plásmido por vía intravenosa, intradérmica
o intramuscular, y la mejor respuesta de protección con-
tra el desafío con virus influenza vivo la obtuvieron en
los animales inmunizados por vía i.m.

Es sabido que los macrófagos, las células dendríticas
y las células B son capaces de procesar antígenos in
vitro29. Sin embargo no está definida la importancia rela-
tiva de cada uno de estos tipos celulares para la induc-
ción de células citotóxicas, el procesamiento y la pre-
sentación del antígeno a las células T, in vivo.

Así se puede imaginar, como en el caso de la sínte-
sis de anticuerpos, que para la generación de células
citotóxicas hace falta la interacción de varios tipos celu-
lares30, 31. La importancia de los macrófagos en el proce-
samiento de antígenos particulados se destaca por su
ubicación estratégica en la zona marginal de los ganglios
donde, por vía de los capilares, se descargan los
antígenos particulados32.

Por otra parte, está firmemente demostrado que las
CD funcionan como CPAs, coestimuladoras y producto-
ras de interleuquina 12 (IL 12) en la activación de los
linfocitos T33, 35. Al parecer habría suficiente evidencia
experimental para asumir que el miocito tiene un rol im-
portante en la respuesta inmune a una vacuna de ADN.

Esto puede ser así en la inyección i.m. pero ¿qué pasa
con la inyección intradérmica o la vacunación con la pis-
tola neumática?

La piel

La piel y las mucosas, están donde la mayoría de los
antígenos y los patógenos van a hacer el primer contac-
to con el organismo animal. La piel y el tejido linfoide
asociado contienen células que se especializan en ini-
ciar y estimular la respuesta inmune. Los queratinocitos
producen interleuquina 1 y factor necrosante de tumor α
(TNF α1) los que pueden activar linfocitos, macrófagos
y CD36, 37. Un grupo de linfocitos T circulantes (linfocitos
epidermotrópicos) se alojan en la piel y juegan un rol
importante en la inmunidad cutánea38. Las células
dendríticas presentan los péptidos expresados con mar-
cada eficiencia.

Las CD de la piel pueden ser transfectadas directa-
mente por la inyección intradérmica39 o por la pistola
neumática40.

La pistola neumática es un método muy eficiente de
poner el plásmido directamente dentro del citoplasma
de la célula, así nanongramos de plásmido introducidos
con la pistola dan una respuesta similar a la obtenida
con microgramos inyectados con aguja y jeringa.

Se ha sugerido que diferentes formas de inmuniza-
ción con ADN generan anticuerpos de diferentes isotipos:
la inyección de ADN en solución fisiológica (i.m. o i.d.)
generaría predominantemente anticuerpos de tipo IgG2a,
en tanto que la inmunización con pistola neumática in-
duciría la síntesis de anticuerpos IgG1. El empleo de
diferentes dosis de inmunógeno no afecta este perfil.

Mor y col.41 demostraron que la respuesta inmune
inicial, resultante de la inyección de una vacuna de ADN,
tiene su origen en los ganglios linfáticos, en tanto que
Condon y col.40 demostraron que las CD transfectadas
por el plásmido que cubre las partículas de oro, migran
dentro de las 24 hs desde la piel hacia los ganglios
linfáticos regionales. Sin embargo, la cinética de esta
migración no fue estudiada ni tampoco su contribución
relativa a una respuesta primaria o de memoria. Ade-
más, cuando la inmunización con la pistola neumática
se hizo en la piel abdominal del ratón, las células que
expresaron el gen transfectado fueron los queratino-
citos42.

La migración de los linfocitos transfectados con la pis-
tola hacia los ganglios regionales no está vinculada a la
entrada o a la expresión del plásmido en la célula. El
efecto mecánico de la entrada de los granos de oro, pro-
voca la migración de las células dendríticas de la piel
hacia los ganglios linfáticos regionales40.

Los resultados publicados por Condon y col.40 no ex-
cluyen la posibilidad de que las partículas de oro se des-
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placen a través de los linfáticos hasta los ganglios don-
de serían capturadas por las CD residentes, aunque es
sabido que la unión del plásmido a las partículas de oro
es muy débil y se lava rápidamente en contacto con lí-
quido.

Por otra parte no se ha podido resolver cuál es la
participación de las células no migratorias de la epider-
mis en la inducción de la respuesta inmune.

Con la pistola neumática la principal célula trans-
fectada sería el queratinocito43, en tanto que por inmuni-
zación intramuscular con el uso de aguja, la principal
célula transfectada es el  miocito44. La inmunización por
la piel con la pistola neumática parece favorecer una
respuesta a Th243 en tanto que la inyección intramuscular
parecería favorecer la respuesta a Th145.

En experimentos realizados en nuestro laboratorio46

hemos demostrado que por inyección intraesplénica del
plásmido conteniendo el gen de la proteína p18 de
Brucella abortus se pueden obtener hibridomas especí-
ficos contra esa proteína. Como en el bazo no hay
miocitos ni queratinocitos, la célula directamente
transfectada debe ser otra. ¿Cuáles son las evidencias
experimentales que nos podrían ayudar a decidir cuál
es el rol de las células fijas o migratorias en una inmuni-
zación con ADN por vía intradérmica usando la pistola
neumática? Experimentos publicadas por Klinman y
col.47, en que a distintos tiempos se remueve el trozo de
piel inoculado y se lo transplanta sobre animales vírge-
nes, señalan que:

a) la inmediata remoción de la piel vacunada, supri-
me totalmente la respuesta inmune

b) cuando el sitio transplantado se deja intacto, en su
lugar, en 5 a 24 hs se obtienen respuestas primarias de
células T y B

c) si el sitio vacunado se transfiere dentro de las 5 hs
a un animal virgen, se induce en éste una respuesta T
primaria

d) cuando más tiempo se deja el implante en su sitio,
(hasta 2 semanas) mayor es la magnitud de la respues-
ta inmune.

Estos resultados sugieren que una parte importante
del plásmido inoculado abandona el sitio de vacunación
durante las primeras 5 horas. Además se pudo detectar
la expresión de β galactosa en la unión de la dermis con
la epidermis tan sólo 6 hs después de bombardear ésta
con partículas de oro recubiertas con ADN con el gen
reporter de la β galactosa, y esa expresión se mantuvo
por 72 hs. La interpretación más lógica de estos resulta-
dos sería que células transfectadas son migratorias.
Podría muy bien ser una célula de Langerhans o un lin-
focito circulante que después de transfectado migra rá-
pidamente.

Se podría obtener una buena evidencia sobre la in-
tervención de las células migratorias de la piel
(Langerhans) si se pudieran aislar in vitro las células que

migran después de la inmunización, pero todos los ex-
perimentos tendientes al aislamiento de esas células han
fracasado, aun cuando se ha reducido al mínimo el ta-
maño de los trozos de piel y se ha removido al máximo
la grasa que la recubre. Sin embargo se pudieron obte-
ner in vitro CDs que migró de la oreja inmunizada de
ratón48. Esas células inyectadas en ratones vírgenes in-
dujeron una respuesta inmune humoral y celular. Esto
estaría indicando que las CDs presentan el antígeno
unido a MHC clase I y a clase II. La diferencia en la
irrigación entre la piel y la oreja podría explicar la dife-
rente migración de las CDs. Estos resultados no con-
cuerdan con los comunicados por Johnston menciona-
dos por Leitner y col.49 quienes encontraron que la re-
moción de la oreja del ratón inmediatamente después
de inmunizada con la pistola neumática no suprime la
respuesta inmune normal del animal. Cabe señalar que
los queratinocitos transfectados continúan produciendo
antígeno durante dos semanas (aunque la producción
mayor ocurre dentro de los tres días), en tanto que las
CDs transfectadas migran durante las primeras 24 hs22.

Las mucosas

Las mucosas constituyen la parte más expuesta del or-
ganismo animal y la puerta de entrada de la mayoría de
los patógenos. Sin embargo salvo para polio y BCG no se
ha podido inducir una inmunidad protectora por esta vía.

La administración en mucosas, del ADN, ya sea en
forma de gota13, en liposomas11, o de microesferas50 no
fue tan exitosa como la inyección i.m., i.d. o con la pisto-
la neumática, y no se sabe a ciencia cierta cuál es la
célula que se transfecta y expresa el gen del plásmido.

Sin embargo, se ha visto que en lugar de inyectar el
plásmido, para lo cual hay que expandirlo en Escherichia
coli y purificarlo, se puede inmunizar directamente con
la bacteria en la que se ampliará el plásmido con el gen
reporter. Así Sizemore y col.51 usando una cepa atenua-
da de Shigella "cargada" con el plásmido conteniendo el
gen de la β galactosidasa de E. coli pudieron inmunizar
ratones por vía intranasal e inducir, en ellos, una res-
puesta proliferativa y de anticuerpos contra la β gal. Darji
y col.52 desarrollaron en una mutante atenuada de
Salmonella typhimurium plásmidos que expresaban
antígenos de Listeria, administraron a ratones esa
Salmonella por vía oral encontrando desarrollo de inmu-
nidad protectora contra la infección con Listeria. La bac-
teria viva y atenuada transporta el plásmido a través del
estómago y por las células M llega a las placas de Peyer,
penetra en los macrófagos y las CD, donde, por la mu-
tación que llevan, mueren liberando el plásmido.

En experimentos realizados con el propósito de estu-
diar la acción inmunorregulatoria de la IL-10, Chun y col.53

encontraron que el plásmido administrado en forma de
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gotitas en la nariz de ratones era rápidamente distribui-
do por todo el organismo del animal. La diseminación
del plásmido parecería hacerse por vía sanguínea, pues
cinco horas después de la administración se pudo en-
contrar el plásmido en la sangre circulante.

En tejidos distantes del sitio de aplicación, como el
bazo, los ganglios linfáticos, el hígado, la médula ósea y
la piel de la oreja se mostró la presencia de células
transfectadas. En estos experimentos el miocito y el
queratinocito quedan totalmente excluidos como prota-
gonistas de la expresión del plásmido, pero aún resta
saber cuál es la célula transfectada y cuál el mecanismo
de transfección.

Conclusión

Los miocitos, los queratinocitos, las células dendríticas y
los macrófagos, todos parecen participar de la respuesta
inmune a una vacunación con ADN desnudo, ¿habrá al-
guno que participe más que los otros? El miocito aparece
como la célula clave, sin embargo, cuando se extirpa el
músculo, inmediatamente después de la inyección22, no
se altera la respuesta inmune. Puede ser que el volumen
de líquido usado en la inyección rebalse el músculo, pero
¿qué células se transfectan? Y ¿cuál es el mecanismo de
transfección? La piel aparece como un tejido determinan-
te pero, por una parte no está claro cuál es la célula que
determina la respuesta, y por otra parte se hace difícil
explicar el experimento (que se dio en llamar "de Van
Gogh") en que la remoción de la oreja del ratón inmedia-
tamente después de inmunizada con la pistola neumáti-
ca, no modifica la respuesta inmune del animal49.

Finalmente, en el bazo no hay miocitos ni queratino-
citos, pero por inyección del plásmido, aparecen células
que pueden dar origen a hibridomas específicos. Toda-
vía no tenemos información sobre la respuesta en
anticuerpos circulantes o células citotóxicas o la respues-
ta al desafío en una inmunización intraesplénica.

No cabe ninguna duda que las vacunas de ADN cons-
tituyen un avance fundamental para la prevención de
enfermedad. Los adelantos, tanto en el terreno teórico
como en el práctico son importantes. También son im-
portantes las nuevas preguntas que se plantean. Resol-
ver el mecanismo de transfección del ADN y la participa-
ción de cada tipo celular en una respuesta eficaz y dura-
dera es de vital importancia para la construcción de me-
jores vacunas.

Las vacunas de ADN constituyen un avance funda-
mental para la prevención de enfermedades infecto-con-
tagiosas.
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