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INTRODUCCION

Las vacunas ADN consisten en la introduccion directa de ADN plasmidico que
codifica una proteina antigénica. Esta sc expresa dentro de las células del organismo. lo que
conduce a la aparicidon de respuestas inmunoldgicas intensas frente a los microorganismos que
producen dicha proteina. Las respuestas inmunes incluyen no sélo la formacion  de
anticuerpos y la activacion de células T con secrecion de citocinas, sino  también  la
produccion de Infocitos T citotoxicos (CTL). Entre los distintos métodos de inoculacion de
ADN. el método de lu pistola de genes tiene importantes ventajas respecto a métodos
tradicionales de vacunacién con ADN (inoculacion intramuscular, intradérmica y subcutdnea).
al requerir una menor cantidad de indeulo. Sin embargo. las condiciones de inoculacion
dependen de varios factores. entre otros. ¢l grosor de la piel del animal, el cual puede variar
cnlre especies y entre razas. Segun la bibliografia reciente, se ha aplicado la pistola de genes
con ¢éxito en ¢l mundo vegetal (1) y empieza a ampliarse su o uso a animales  de
experimentacion (2) y especies ganaderas (3). Algunas de las ventajas de esta metodologia
son las der ser de aplicacion rapida vy versitil: ser independiente del tipo de célula diana: ser
utilh parac expresion transitoria y fija: necesitwr pequenas cantidades de ADN: prescindiv de
tansportadores de ADN: requeric un bujo namero de céluiasy admitic altos niveles de
colransformacion: poder transferiv grandes fragmentos de ADN: transportar ADN de forma
directa intracelular a muchas c¢élulas en el drea diana; ser aplicable a transformacion in vitro ¢
i vivo: y o lransportar genes o prolemas extraias. El proposito de esta investigacion es cl
desarrollo de la metodologia de la utilizacion de la pistola de genes para progrumas de
mmunizacién con el virus Maedi Visna (VMV) ovino en ovejas Rasa Aragonesa.

MATERIALES Y METODOS

Principio de la iéenica. EI ADN se precipita sobre particulas de oro, que son
aceleradas utilizandose gas helio para su propulsion a velocidad suficiente como para penetrar
en as células diana de fa epidermis. Utilizando dicho método en este estudio. fos antigenos
codificados por ¢l ADN plasmidico conteniendo una region gendmica del VMV fucron
expuestos al tejido linfoide asociado a la piel. rico en c¢élulas de Langerhans presentadoras de
antigenos. 121 procedimiento de inmunizacion se baséd en el aplicado en fa Universidad de
Ldimburgo (Dr. Craig Watkins, comunicacion personal).

Descripcion de la tecnologia desarrollada. Se utilizaton plasmidos de expresion
cucariotica producidos en ¢l CNB de Madrid (CSIC. equipo del Dr. M. Esteban). que
contenfan ¢! gen env del virus VMV (plismido-env) y. como control. pldsmidos sm el gen
env del VMV (plasmido-lacZ). Para preparar la suspension de ADN y oro. se afadio a 20 mg
de oro (0.5 mg de oro/célula diana)y 100 ul de espernuding 0.05 My a esta mezela, 200 pg de
ADN (concentracion final de ADN 10 pe/mg de oro. 5 ug/disparo). Para permitir la
precipitacion del ADN sobre el oro. se aiadio 100 b de cloruro cdlcico | My se lavé cuatro
veees con etanol. para quedar el sedimento al [inal resuspendido en 2.4 ml (conteniendo
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polivinilpirrolidona (PVP) disuelta en etanol a una concentracion final de 0.05 mg/ml).
Durante la preparacion de la muestra. sc introdujo el tubo del que se obtendrian los futuros
cartuchos en la Tubing Prep Station (instrumento donde se preparan los cartuchos) y se seco
por accion de un flujo de Nitrégeno durante 30 minutos. Utilizando una bomba de vacio. se
inoculd la muestra por aspiracion en el tubo ya seco y tras aspuar ¢l solvente de la misma, se
logro un depdsito de particulas de oro homogéneamente distribuidas en las paredes del tubo
mediante sucesivas rotaciones de ¢ste con y sin flujo de nitrégeno. Tras cortar el (ubo en
cartuchos de adénticas dimensiones, ¢stos se almacenaron a 4°C con un desecador durante
varias semanas hasta el inicio de las inmunizaciones.

RESULTADOS Y DISCUSION
Para averiguar si el ADN habia precipitado sobre el oro de manera correcta y si junto
con el oro habia sido bien distribuido por los cartuchos. se determiné su absorbancia en un
espectrofotdmetro utilizando cartuchos control. Para cllo. se anadio TRIS-EDTA (TE) por el
nterior de los cartuchos 3 veces, y tras sucesivas centrifugaciones se recogio el sobrenadante
que contenia ) ADN. Se midio la absorbancia de cada muestra diluida a [:35, detallindose
los resultados en la Tabla 1.

Tabla 1. Absorbancia de las muestras obtenidas a partiv de los cartuchos y concentracién final
de ADN por cactucho.

Aseo Azso/Aaso Concentracion
(g ADN/cartucho)
Cartuchos plismido lacZ 0,12 1,020 6
Cartuchos plasmido-eny 0,11 | 5.8
Plismido lacZ 0,96 1.9 1,2
Plismido-eny 0,16 1.5 0.3

Scetn estos resultados, la proporcion Asq/Asgg en el contenido de los cartuchos se encuentra
cercana a [, Esta proporcidn se considera aceptable en el caso de los cartuchos, debido a la
presencia en la muestra de restos de PVP y espermidina utilizados para la preparacion de los
cartuchos. si bien contrasta con la proporcion observada en el ADN original (proporcion
Anpo/Asgy entre 1.8y 1,9).

Tras la claboracion de los cartuchos. se quiso determinar al nivel histoldégico las
consecuencias de la inmunizacion con pistola de genes a lo largo del tiempo. Para ello, se
cligicron dos ovejas, a una de las cuales (control) se le inoculd plasmido-lacZ y a la otra,
plismido-env. Se colocaron protectores del sonido en los oidos del personal que intervino y se
inmovilizaron los animales. A continnacion, se rasurd una superficie de unos 70 ¢cm’ de las
patas y se desinfectd con etanol. Tras cargar los cartuchos correspondicntes en su soporte, se
conecto fa pistola de genes con la bomba de Helio, cuva vilvula se abrié hasta alcanzar una
presion de 600 psi. A continuacion, se aplico la pistola de genes directamente sobre la
epidermis del animal intentando mantener un dngulo de 90° v se efectuaron los disparos, todos
ellos alrededor de la misma zona.

En cada extremidad se efectuaron 5 disparos administrandose por animal un total de
20 ng de ADN por extremidad (4 pg de ADN/disparo). Las inoculaciones se realizaron 7 dias.
72 h. 24 h y 2 h antes de la obtencion de explantes de picl. Estos se incluyeron en una
solucion de formol tamponado y - posteriormente se incluyeron en paratina para su examen
histoldgico. Tras electuar los disparos sobre la epidermis de la oveja, se observo
macroscopicamente una ligera abrasion de la piel causada por el gas a propulsion.
Microscopicamente. ¢l estudio histologico mediante la tincion de hematoxilina-cosina revelo
lesiones similares en ambos animales. Como se observa en la Figura 1, el tejido obtenido a las
2 v de realizar los disparos presentaba una fuerte hemorragia en la dermis subepidérmica con
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congestion y presencia de microtrombos en los vasos. A las 24 h habia mfiltracion difusa
neutrofilica de la epidermis con formacion de microabscesos observandose. asimismo. una
dermatitis superficial acuda que se relacionaba con la presencia de los microabscesos. En
todos los casos, las lesiones se relacionaron con la presencia de microparticulas de oro (ver
flechas en Figura 1). La epidermis fue regenerdndose a partir de las 72 h. observindose la
presencia de microabscesos cada vez mds pequefos y ya en su capa mds superficidl,
Asimismo,  la inflamacidn  dermica fue resolviéndose vy sélo se  observaban algunas
microparticulas de oro en la dermis. A los 7 dias de realizar los disparos. la epidermis. yu sin
microabscesos, estaba ligeramente engrosada (lesion conocida como hiperplasia epidérmica)
gera dermatitis perivascular. La presencia de

solo en algunos puntos y se observaba una i
microparticulas de oro era yi muy limitada.
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Fig. 1. Preparacién histologica de la epidermis 2 h (izquierda), 72 h (derecha) y 7 dias (abajo) tras someter
al animal a la inmunizacién con pistola de genes. (Oro: —; absceso: a).

En suma. las ovejas se recuperaron con facilidad de la nmunizacion con pistola de
genes. Este grupo de trabajo estd evaluando en la actualidad una estrategia de vacunacion con
ADN frente al VMV utilizando la pistola de genes.
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