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INTRODUCCIÓ N 
Lis vacu uas ADN co n,.,iste n c11 la in troducció n d irecta de ADN p lasm íd ico que 

cod ifica una pro teín a antígénica. Ésta se ex prc'<1 de 11 tro de las cél u l<lS del o rg<m is rno. lo que 

co11 ducc a L1 ap<.1 rici ó11 ul' respuestas inmuno lóg icas i11 ten-;as fren te <t los microorganismos que 

produl·c·11 d icha prn teí11 a. La-; respuestas in rnu 11c s inc luye n no sólo la fo rmac ión de 

anti l'Lle rpos y L.i <1ct 1v<ic1ón Je cé lu las T con secreción de ci toc inJs. sino también l<t 

prod ucc ió11 de lin focitos T c itotóx. icos (CTLl. E nt re los distin to s lllé todos de inocul <1c ión ele 

ADN . el método de la p istola de ge nes t iene impo rt antes vent ajJs respec to a métodos 

tr<1d ic ionales de vacunac ión con ADN ( inoculac ión int ramusc ular , intrJdér rnica y subcutúnea) . 

<ii rL'que 1·i r u1 1J rnenoi cantidad de inócu lo. Sin embJrgo. las condic iones de inoculJc ión 

dependen de v¡11· ios factores. enlre otros . c l g rn so 1· el e la piel del anilllal , e l cu al puede l '<lri<11 

enlre espec ies v entre razas. Según la b ibl iog rafía rec iente, se hJ ap licado la pisto la de genes 

con éxito en e l 111unclo vegeta l ( 1) y c rn pie1.a a ampliarsL' su uso <l anim<1il's de 

cx 11eri 111entaci(ÍI\ (?.) y especies ~an;1dc r<1s (>l. A lgu11<1s de las ven tajas de esta n1ctodu log í;1 

son bs de st'r de ap lic1ci(>n r;1p id<1 ) vcrs;itil: ser i1 1llcpc nd íc: 11lc del t ipo de cé lula d iana: ,;cr 

t1t il para e xprl' Sión t 1;111-; ito 1·i¡1 y h j;i: necesiur pcqueíias u nt idades de ADN: prescindi r de 

t1·•111s1x>rt<1do rcs de A D N: re que 1·ir u11 bajo 11 C1111ero de cé lulas: admitir alro s 11ivelc s de 
co transfo rmación: poder transferir grandes frag mentos de A DN : transportar A D N ele fo rn1a 

d1 rec t;1 i11t1·ace lular a muchas células e11 el <Í rca di<ma: sc 1· aplicable a tran sforlllación i11 1·i1m e 

in 1·/rn: y no tr;111sportJr ge nes o pro teín Js ext rJñas. El pro pós ito de cs tJ in vestigac ión es el 

desarrnll o de la mctocl o log í.1 de la utilizac ión de la pisto la de genes para prngrJ111<1 s ele 

i11111un iz;1c ió 11 con el viru s Maecl i V isna (V M V) ov i110 en OVCJJS Rasa A ragonesa. 

l\IATEIUAl ,ES Y M ÉTODOS 
f'ri11ci¡Jio d e /u /(;cnicu. El A D N se preci pita sobre p<1 1·tícu .l<.1s ele oro. que su 11 

~K c' l cra cl ; 1 s utili ó 11close gas helio para su pro pul sió 11 a ve loc id<1d sulic iente COl1lO para pc 11et rar 

en las cé lul<1s d ia11 a ele la cpiderrni-;. U lili zando d icho 111ét odo en este estu dio . los ant ígenos 

cod ilic 1dos po r e l A D N pl as lllíclico cont eniendo una reg ió n genómica de l VM V fuero n 

expuestos ¡¡I tc iido linfoide <1soc 1ado <t ]¡¡ pie l, rico en cé lul as de L 111ge1foms prescnta c.l orns ele 

a11tígenos. 1:1 procccl in1íento de 1nlllun1zac ió n se basó en el ap licado en la U nive rsidad de 

l· d i111b111·go tD r Craig Watkins . comu11icac i<rn personal ). 

L>escripc/1)11 de /u 1n110/ug ía d1'.wrml/odo. Se utili zaro n p lásmidos de expres ión 

cu c;mót icc1 prnduc idos cn el CNB ele lVL1drid tCSIC. eL1uipo del D1. M. Esteban). que 

con tenía n el gen cnv del \' Íru s VMV (plás n1ido-en v) y . co mo co ntro l. plúsrn id os sin el gCll 
c1n del V iVI V (pl:i s111 idu - l<1cZl. Par<1 11rep <11·ar L1 sus ¡1e 11s1ó11 de ADN y o rn. se aiiadíó a 20 111g 

tk oro (0.'í 111g de L> ro/célu la diana) 100 µI de cspe r1111d ina 0.05 M y ~1 e.stJ mezc la. 200 µg de 

A[ J'-1 1c rn1L· c1 1Ll'~1c i ó n li1u l de A DN 10 pgimg rk 0 10 . ) ~t g/cl i sparn) P<1 ra pc rniitir l<I 

prcc ip it Jc i<.>n de l ADN sohrc el oro. se aiiadió 100 µI ele c lo ru ro d lc ico 1 M y se lavó cuatrn 

YL'Cc :. co n et<1 11ol. pa1·;1 quccb r el scdilllcnto <t i 1·i11 ;1 I re suspenclido en 2.4 m i (co ntcnicnclo 
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r o li vinilp i11olido 11<1 (PVP ) dis uelta en etano l a una concentració n fina l ele O.OS n1g/rn l). 
Durante 1 ~1 rrcpa ración de la 111uestra. se int rodujo e l tubo de l que se obtend rían los futu ros 
ca rtuchos en la Tub ing Pt-ep Statio n (instru mento donde se prq J<1 1·;.in los ca1·tu chos) y se secó 
pur :1cc ión de u11 fl ujo de Nitróge no dur:1 11te 30 mi m1tos. Utili z;.i ndo un ~1 bomlx1 de vac ío. se 
in ocu l(l 1:1 muest ra por aspiració n en e l tu bo y:1 seco y t1·as :1sp irar e l so lw nt c de 1:1 rni sm~i. se 
klgró un depós it o de part ícul as de oro homogéneamente d is tr ibuidas en las p:iredes del tu bo 
111edi:1nt e suces ivas rnt ac iones de éste co n y sin !lu jo de ni1 1·óge 110 Tras co rtar e l tubo <:'11 
c:11·tu cl10s de idé nticas d i111c11.siones. és tos se al1 nacenarnn :1 4ºC con u11 desecado r dur:11Hc 
va1·i<1 s sc111a 11 as li :1sta el in ic io de las i n111uniz ~1cio ne s . 

RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
P:11:1 '1Ve ri ::: u:i 1· si el ;.\DN h~1b í: 1 prec ipitado .-;o bre el oro de rnaner:i co 1Tccta y si junto 

rn 11 e l oru h<1b ía sido bien d ist ri buído pm los c1 rt uchos. se dete rminó su absorbancia en un 
espect rofo tó metro util izanclo c 1rt uc ho.s co111ro l. Pa ra ello . se a1iad ió T RIS-EDT A (T E) por el 
in te rior de los c1 rtuclio' _\ l'eees . y tras .suce.s iva.s cent rifugac iones se recogió e l so brenada nt e 
que co111t: 111:1 el ADN. Se mid ió 1:1 ;1bsod1<111c1<1 de c;1d <1 nrnes 11·<1 dilui d~1 a 1 :J ). detallJndosl· 
lu s res ultadu.s en la TabLi 1 

Tab l:1 1. Abso rba1K ié1 el e la s muestras obtcnicl a.s a part ir de los cartuchos y co ncentració 11 ti na ! 
ele ADI\ pur can uc ho . 

A2oo A2<>0/ A2so Concentración 
( ~L g ADN/cartucho ) 

Canuchus plcis111 iuo lacZ 0,1 2 1,020 6 
C1r1uchos pl,ís1 11 idu-1'111 · 0, 11 1 5.5 
Pl;is111idu JacZ 0,% 1,9 1.2 
Pl;ísmido-e111 · 0,16 l ,l) tU 

Según es tos 1·esult <1dos . l<1 propo rción A2¡,1¡/A2xo en e l co ntenido de los c 1rt uc hos se encuc1111·a 
ce rca na a 1. Est:1 proporci ó n se considera ace ptab le en el caso de los cartuchos. debid o a 1:1 
pre.se ncia en J;1 muest ra ele res tos ele PVP y csper111id i11a utili zad os pa ra la prcp;1rac ió11 de lns 
cart uchos . . si bien CL111trasta co n la proporc ión obse n'ada c 11 el AD N o rig inal (pro porc 1(J11 
A:~1,11IA 2x11 c11trc 1. :) y 1.9) 

T r;1s 1:1 e labo rac ión de los ca rt uchos. se quiso dete rmin ar a l ni ve l histo lógicu l:1s 
consecuencias tic: la in 111unizac iú11 con pisto la de genes a lo largo de l tiempo . Para e llo . se 
elig ieron dos u1·cj:1.s. ;1 una de las rn~ilcs (cu11t rn l) se le inoc uló pl :tsrnido- J;1cZ y :1 1:1 utr:i. 
pl:'ismidn-e11v. Se coloc11011 protec tores de l so nido en los oídos del perso nal qu e inte rvino y se 
i11 111ovil i1.;.u-0 11 los ;ini 111a lcs. A u >nri1111 ac ión. se r;1q1ró u1 1<1 stqlerfi c ic de unus 70 c 1112 de las 
palas y se dcs inft::c tó co n e tano l. Tras carga r los ca rtu chos c0 rres po ndícnt cs en su soporte . se 
Cllncctó la pis to la de ge nes con la bomba de Helio. cuya dl vul ;1 se <.ilxi ó h a ~: 1 :1 alc;.i11zar una 
prcsitin de 600 psi . A co ntin uación . se ap licó la pis to la de ge nes di1·ectJ111entc sobre J;i 
epidermis de l :111i 111:1l in tentando mantener un :rngulo ele 90º y se efec tu aro n los disparos. rudos 
el los a lrededor de la misma zon:i. 

En cada exlrL·rn idacl se dectuarun 5 disp;iros admini -, tr:t ndose por a11i111:il un to ta l de 
20 ~tg de f\D N po i· ex trcmiclacl (..+ ~t g de ADN/disp;1 rn). Las inocu l:1c io nes se 1·c ;Il iz:1ro11 7 cl í:1s. 
7'2 h. 24 h y 2 h an tes de la obtenc ión de cxpl:111t es ele piel Éstos se inc luye ron en un :1 
so lució n de formo l tarn ponaclo y poste rio rmente se inclu yci-011 en parafi na para .su e x:1 111c 11 
li is to lóg ico. T ras efectuar lo~ d isparos so bre l;1 cpidc rn1is de la o ve. ja. se obse rvó 
1mcroscópicamc 111e u11:1 lige ra ahras il·1 n ele L1 pie l causad a por e l gas a propulsión . 
\'l1crosc ópicame11 1e. e l estu dio histológ ico med iant e la tinc íón de he rnatox ilina-cos ina n::ve ló 
lcsiunes similares en ambos ~ 1 11 i111al es . Como se observa c11 1:1 Figura 1, el tejido obte nido a J;1s 
2 11 de n::;tli1.ar los di,1xiros prese 111 aba un :i ruc rtc hemo rr:1 g1 ~1 c 11 J;1 de rmi s su bcpidérrnica Cll ll 
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co11gcsllón y presencié! ele mici-otrombos en los Vélsos. A las 24 h había infiltración difusa 
11eutrofílica ele la epidnmis con formación de microabscesos observándose. asimismo. L111a 
dumatitis supei-ficial aguda que se relacionaba con la prcsc11cia de los microabscesos. En 
tocios los casos. las les iones se relacionaron con la prese ncia de 111icropartículas de oro ( ve1· 
tlcchas en Figura 1 ). L1 ep idermis fue rege nerándose él partir de las 72 h. ohservá11close la 
p1·esenci:i de rnicroab:;ccsos cacla vez más pequeños y ya en su capa 111ás superrlcial. 
Asimismo. la 1nflarnación dé rn1ica r'ue reso lviéndose y sólo se obse rva ban algunas 
1nicropartículas ele 01·0 en la dermis. A los 7 dí<lS de rca liLar los c.lisparns. la epidcr111is. ya sin 
111icrnabscesos. cst:1b:1 lige ra111e11te rn g ro sé! c.l:1 ( lc s ili11 co110cida co1110 hi pcrplasia epiclém1ic a l 
sólo en d lgu nos pun to s y se obser vab<1 u 11<1 ligerct de 1111at it is pni va se u la1·. La pre se ne ia de 
111icro p<1rtículas de oro era y:i rnuy li rni tad<i. 

Fig. t . Preparación histol<Ígirn de la epidermis 2 h (izqu ierda) , 72 h (derecha ) y 7 días (abajo! tras someter 
a l animal a la inmunización con pist ola de genes. !Oro:-•; absceso: a). 

E11 surn<i. las cwc.1as se rccu pera ro11 co n facilidad de la 1n 111u n1zaei(i11 con pisto la tk 
genes . Es te grnpo de t1·;1ha10 está e v:ilua11c.lo e11 1'1 <1ctualiclac.l u11a est rat eg ia de vacun ;1c ió11 con 
1\D N !ren te al V M V utilizdnclo b pisl Llla de genes. 
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