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Introduccion

La sifilis es una enfermedad de importancia en la salud
publica, el agente causal es el Treponema pallidum (T. pa-
llidum) un microorganismo en forma de espiral y tiene como
huésped natural al ser humano. La sifilis es adquirida por
contacto directo, usualmente por la via sexual, causando
lesiones primarias (chancro sifilitico), lesiones secundarias
(mucocutdneas) y complicaciones serias en la etapa tercia-
ria. La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS) ha estima-
do 12 millones de casos por afio, la gran mayoria presentes
en paises en vias de desarrollo. Es notable esta enfermedad
en los paises de Europa Oriental a partir de la disolucién de
la Unién Soviética. La sifilis congénita tiene gran presencia
en las naciones en vias de desarrollo, debido a la falta de
exdmenes prenatales y el tratamiento con antibidticos a las
mujeres gestantes. La infeccion congénita provoca abortos,
muerte neonatal, y secuelas en los nifios. La sifilis facilita la
transmision del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH).
Todo esto permite considerar a la sifilis como problema glo-
bal de salud publica al inicio del nuevo milenio. Hasta el
momento no existe una vacuna para prevenir esta enferme-
dad.

Microbiologia

T. pallidum es una espiroqueta Gram negativa, pertenece
a la familia Treponemataceae que agrupa a tres géneros:
Leptospira, Borrelia, y Treponema. Otros treponemas pato-
genos son 7. pallidum subespecie pertenue, el agente cau-
sal de la frambesia o pian, T. pallidum subespecie endemi-
cum €l causante de la sifilis endémica (una forma no-vené-
rea, llamada Bejel en el medio oriente) y T. carateum con el
pinto.! Los treponemas son morfolégicamente idénticos con
alto grado de homologia en su DNA, relacionados antigéni-
camente, difieren en su distribucion geografica y especifici-
dad a tejidos del huésped. T. pallidum es de los pocos pat6-
genos del hombre que no puede ser cultivado in vitro, aun-
que se ha logrado una multiplicacién limitada en sistemas
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de cultivo de tejidos del laboratorio.? T. pallidum presenta
un tiempo de duplicacién inusualmente lento de 30 a 33
horas. Presenta flagelos en uno de sus extremos para su mo-
vilidad que mantiene incluso en ambientes viscosos y mo-
vilidad en los fluidos biolégicos.

Respuesta inmune

La sifilis venérea despierta una fuerte respuesta inmune
humoral y celular. Las pruebas serolégicas demuestran la
presencia de anticuerpos a T. pallidum al inicio de la infec-
cién y permanecen durante la evolucién de la enfermedad.
Las manifestaciones primarias y secundarias de la sifilis co-
rrelacionan con el desarrollo de la respuesta inmune celular,
esto sucede en humanos infectados y en el modelo de expe-
rimentacion (por infeccién intratesticular en conejo). Sin un
tratamiento médico 7. pallidum es capaz de sobrevivir en el
huésped por décadas y transmitirse a otro individuo. En el
modelo animal de conejo los anticuerpos IgM e IgG son
detectados en los primeros 6 dias de infeccién y se mantie-
nen por mucho tiempo mads, ello sugiere que las células B
estdn continuamente estimuladas. La IgG en el humano per-
siste atin en la etapa latente. Sin embargo, la reaccién humo-
ral no es por si sola suficiente para eliminar a este patégeno,
la inmunidad celular tiene el papel clave.>* Durante las eta-
pas de la enfermedad las lesiones sifiliticas estan caracteri-
zadas por infiltrados celulares locales de linfocitos, macré-
fago y células plasmadticas. En el chancro primario las célu-
las CD4+ y los macréfagos predominan. En las lesiones de
sifilis secundaria se presenta una mayoria de células CD8+
(esto resulta sorprendente para un patégeno extracelular).
Lesiones de sifilis primaria y secundaria en animales de ex-
perimentacion se incrementa la expresion de citocinas THI,
IL-2, e IFN-a. Los linfocitos T circulantes responden a anti-
genos del treponema y pueden ser detectados en la etapa
final de la sifilis primaria. Esta respuesta es mediada por
células y tiene su pico de mayor intensidad en la etapa se-
cundaria. Se observa también un incremento en la apoptosis
de linfocitos de sangre periférica y CD4+ en la ruta mediada
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por Fas en pacientes con sifilis secundaria y conlleva a la
parcial desaparicién de 7. pallidum en estas lesiones, con el
desarrollo de la lesién crénica.>%

Genoma de Treponema pallidum

El genoma de T. pallidum subs.. pallidum cepa Nichols
fue secuenciado por los grupos del Instituto de Investiga-
cién Gendémica (TIGR) y la Universidad de Houston en Texas
(EUA) su trabajo fue publicado en la Revista Science en
1998.7 Se trata de un genoma circular, relativamente peque-
flo de 1.14 megabases (Mb), codifica a 1,041 proteinas, no
contiene elementos extracromosomales. Unicamente el 52%
de los genes tiene funciones asignadas, el 27% funciones
desconocidas y el 17% presenta similaridad con otras espe-
cies de bacterias. La informacién basica del genoma y las
secuencias de nucledtidos de los genes se encuentra en ba-
ses de datos de Internet como el TIGR-CMR (http://
cmr.tigr.org/tigr-scripts/CMR /CmrHome Page.cgi). En esta
base de datos los genes se muestran en locus, anotados como
TP0001 hasta TP1041 acompaifiados de su secuencia de nu-
cleétidos y con frecuencia con una descripcién de su fun-
cioén bioldgica. La secuencia completa de este genoma se
encuentra depositada en el GenBank con el niimero de acce-
so AE000520.

Con la secuenciacién se confirma mucha de la informa-
cién experimental anterior a la era genémica. T. pallidum es
un organismo heterotréfico, obligado a obtener muchos de
sus nutrientes del huésped, presenta serias limitaciones en
sus capacidades metabdlicas. La informacién genémica
muestra que tiene un amplio repertorio de proteinas de trans-
porte, con alta especificidad de sustrato, principalmente en
aminodcidos. Posee transportadores especificos de cationes,
el mejor conocido es el cassette de enlace de ATP (transpor-
tadores ABC) codificados por el operén tro. Como ejemplo,
la proteina TroA (alternativamente llamada TROMP1) in-
volucra el enlace del complejo fro y enlaza al zinc y al
manganeso.®

La bacteria es capaz de llevar a cabo la glucdlisis, aun-
que faltan enzimas de ciclo de los acidos tricarboxilicos y
del transporte de electrones. Carece de rutas bioquimicas
para fuentes alternativas de carbono y energia, falta la sinte-
sis de novo de enzimas para cofactores y nucledtidos. No
estan presentes las rutas de sintesis de aminoacidos y acidos
grasos, si requiere de macromoléculas las toma del huésped
y utiliza rutas bioquimicas de interconversion. Y explica
porqué T. pallidum no puede ser cultivado in vitro o en los
medios de cultivo comunes a otras bacterias y depende de la
glucdlisis para generar energia con la sintesis de ATP (tri-
fosfato de adenosina). La sensibilidad de 7. pallidum al oxi-
geno ambiental es debido a la limitacion de genes para enzi-
mas protectoras contra este elemento, como la catalasa y la
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oxidasa, ambas enzimas estan involucradas en la desintoxi-
cacion de especies reactivas oxigenadas.

Adicionalmente, una redoxina (tp0823) convierte el su-
peréxido a per6xido.”!0 T. pallidum tiene una vida limitada
bajo el estrés térmico, la sobrevivencia en otras bacterias es
regulado por el factor sigma (¢ 32) faltante en esta espiro-
queta. 7. pallidum cepa Nichols inicamente tiene genes de
22 proteinas de superficie, comparado con mds de 105 en
Borrelia burdorferi, en otros términos, la membrana externa
de T. pallidum presenta un nimero bajo de proteinas de
superficie.!! Un aspecto a considerar son los factores de vi-
rulencia. El genoma de T. pallidum revela la falta de genes
de lipopolisacdridos como sucede con la endotoxina clasi-
cade la membrana externa en bacterias Gram negativas, que
son causa de fiebre e inflamacién. Aunque T. pallidum pro-
duce una lipoproteina con cualidades de inducir la expre-
sién de mediadores de inflamacién por la via de receptores
tipo Toll (TLR2). De la informacién del genoma se conoce
de la ausencia de genes para enzimas citoliticas u otras cito-
toxinas, aunque presenta genes homoélogos para hemolisi-
nas, estudios de enzimas recombinantes han demostrado
hasta el momento que la espiroqueta no tiene gran capaci-
dad hemolitica y la funcién biolégica de sus hemolisinas
todavia estd en duda.

El genoma de T. pallidum también clarifica aspectos de
la patogénesis de la sifilis y cémo invade a ciertos 6érganos.
T. pallidum tiene capacidad de adherencia via interacciones
adhesina - ligando e integrinas, existen proteinas con capa-
cidad de unién a fibronectina. En este aspecto Cameron y
col.'? mediante un anélisis de computadora buscaron candi-
datos de adhesinas y encontraron a los genes tpO155 y
tp0483, después fueron clonados en el laboratorio y obtu-
vieron proteinas con caracteristicas de enlace a fibronecti-
na. La motilidad es otro factor de virulencia de muchas bac-
terias patégenas, 7. pallidum es altamente movil, tiene el
cldsico movimiento de sacacorchos que es tipico de las es-
piroquetas. La microscopia electrénica revela la presencia
de filamentos axiales o endoflagelos. Estos inducen una in-
tensa respuesta celular y humoral, las principales proteinas
que han sido reconocidas por anticuerpos de conejos y hu-
manos infectados, son tres FlaB1 (TP0868), FlaB2 (TP0792)
FlaB3 (TP0870) que se integran por subunidades. La qui-
miotaxis ayuda en la diseminacién del Treponema, cuatro
genes de este tipo son reconocidos en el genoma, mcpl
(TP0040), mcp2-1 (TP0488), mcp2-2 (TP0639) mcp2-3
(TP0640). Con la inflamacién T. pallidum induce en cultivo
de fibroblastos de la dermis la produccién de una colagena-
sa (metaloproteina-1, MMP-1) que favorece la penetracion
de T. pallidum a tejidos.'3 También se induce la expresién
de moléculas de adhesién ICAM-1, VCAM-1 y la E-selecti-
na, activadas por la proteina de 47kDa (TpN47) y activa una
serie de proteinas como TNF-a, IL-f, IL-6, IL-8 e IL-12. Con
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estas caracteristicas, células endoteliales, macr6fagos y cé-
lulas dendriticas, con sus receptores tipo Toll reconocen a
estructuras del Treponema, como las lipoproteinas e inician
una respuesta inflamatoria.'#

Con la secuenciacién del genoma de 7. pallidum cepa
Nichols, se ha identificado a una familia de genes polimorfi-
cos, son 12 genes clasificados como genes repetidos de T.
pallidum (tpr) e identificados en serie (de la A a L) codifican
a proteinas de membrana externa, y se asocian a posibles fac-
tores de virulencia del tipo adhesinas y porinas que fueron
deducidas con programas de computo por multialineamien-
tos con las secuencias del genoma de 7. denticola que presen-
ta factores de virulencia de este tipo. Es notable que un orga-
nismo con muy limitada capacidad biosintética, dedique el
2% de su genoma a esta familia #pr, lo que sugiere la gran
importancia que tiene esta familia de genes y sus productos
de expresion para la espiroqueta. Las proteinas que codifican
para estos genes (las Tpr’s) presentan una gran respuesta in-
mune en sifilis experimental. Se han observado grandes dife-
rencias en la respuesta inmune humoral hacia la proteina TprK
de T. pallidum cepa Nichols con diversos pases en conejos y
de estudios en diferentes laboratorios de investigacién.!>:10
Estas diferencias se deben a las secuencias de nucleétidos de
tprK localizadas en siete regiones variables «V» que promue-
ven la variacién antigénica en esa proteina, y por lo tanto
presenta restricciones como vacuna.

Estrategias de investigacion en vacunas

Para el desarrollo de una vacuna contra la sifilis es nece-
sario ubicar la investigacién en un contexto genémico e
inmunolégico. La identificacién de proteinas en la superfi-
cie de T. pallidum es de gran relevancia, como son las pro-
teinas de membrana externa (cuadro 1).

Las estrategias de investigacion derivadas de la gendmi-
cay a considerarse se detallan a continuacidn.

Analisis in silico o computacional
del genoma de T. pallidum

Las lipoproteinas son exportadas a la membrana externa
de las bacterias y son de especial importancia para interac-
cionar con su microambiente. Utilizadas por la bacteria para
facilitar la invasion o adhesion al huésped y sirven de blan-
co antigénico para el sistema inmune. Con el andlisis in
silico Haake y cols.!” obtuvieron predicciones para determi-
nar nuevas lipoproteinas de espiroquetas. Se trata del algo-
ritmo SpLip que tiene una mayor sensibilidad y especifici-
dad a este tipo de proteinas, mejor a otros programas de
computo, incluso mejor a los usados en las anotaciones de
genoma de 7. pallidum en 1998, que identific6 a 22 lipopro-
teinas. Con SpLip se identificaron a 46 proteinas de esta
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clase. El método SpLip se basa en el andlisis de la caja Lipo
o «LipoBox» una regién en la estructura quimica de las
lipoproteinas que presenta una diversidad en la secuencia
de aminodcidos en espiroquetas. Este método de algoritmos
es de gran ayuda para la bisqueda de nuevos factores de
virulencia (p.ej. genes vag) nuevos candidatos a vacunas y
sitios blanco para terapia antimicrobiana en T. pallidum.'8

Vacunologia reversa aplicada contra la sifilis

Este término fue acufiado por Pizza y col.!® se fundamen-
ta en la deduccién de las propiedades antigénicas de las
proteinas codificadas del genoma de un agente patégeno
mediante un intenso andlisis de computadora o bioinforma-
tico, basado en programas de algoritmos (p.ej. Epimatrix,
Vaccine CAD, Pepscan) con ellos ha sido posible seleccio-
nar a nuevos candidatos de vacunas. La bioinformética se ha
convertido en la herramienta de mayor importancia en el
proceso de disefio de nuevas vacunas. Los eventos principa-
les en vacunologia reversa son:

1. Disponer de la secuenciacién completa del genoma
del agente patégeno (p.ej. T. pallidum).

2. Seleccién in silico o por computadora de genes que
expresen proteinas de importancia inmunolégica.

3. Clonacién de los genes seleccionados y expresién de
las proteinas.

4. Purificacidon de las proteinas recombinantes.

5. Ensayos in vitro e in vivo apropiados.

El algoritmo Epimatrix fue desarrollado en la Universi-
dad de Brown (EUA), actualmente es propiedad de la com-
pafifa Epivax Inc. Analiza proteinas en segmentos de 8-9
aminodcidos y busca la afinidad con un panel de més de
100 diferentes alelos del Complejo Mayor de Histocompa-
tibilidad (MHC) clase I y clase II de los humanos. Final-
mente, realiza una seleccién en racimo de epitopes (se-
cuencias de aminoécidos con propiedades inmunoldgicas)
o candidatos a vacunas. Alternativamente, existe un pro-
grama mas afinado conocido como disefio de vacunas asis-
tido por computadora Vaccine CAD.?° Estos programas
estan en uso por las grandes firmas farmacéuticas y compa-
fias de biotecnologia en sus proyectos de investigacion y
desarrollo, sin embargo no se conoce de su aplicacion en la
investigacion de T. pallidum. Esta metodologia representa
una gran promesa para acelerar el desarrollo de una vacuna
contra la sifilis.

El inmunoproteoma

El grupo de Palzkill y cols.?! en los EUA investigaron
al 90% de las proteinas codificadas del genoma de 7. pa-
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Cuadro 1. Proteinas de membrana externa de T. pallidum de importancia para una vacuna contra la sifilis.

Locus Gene Funcion de la proteina
TP0O009 tprA Proteina A tpr, (frame shift)
TP0011 torB Proteina B tpr

TP0017 torC Proteina C tpr

TP0131 torD Proteina D tpr

TPO0313 torE Proteina E tpr

TP0316 torF Proteina F tpr, (frame shift)
TP0317 torG Proteina G tpr

TP0610 torH Proteina H tpr

TP0620 torl Proteina | tpr

TP0621 tord Proteina J tpr

TP0897 tork Proteina K tpr

TP1031 torL Proteina L tpr

TPO155 — Proteina hipotética conservada
TP0163 troA Transportador ABC, periplasmico
TP0257 glpQ Glicerolfosforildiéster fosfodiesterasa
TP0326 — Proteina de membrana externa
TP0453 — Proteina hipotética

TP0483 — Proteina hipotética

TP0663 — Proteina putativa de membrana externa
TPO751 — Proteina hipotética

Fuente: TIGR-CMR

llidum y de manera sistemdtica caracterizaron a las pro-
tefnas antigénicas totales de este organismo en base al
tiempo de respuesta inmune. Identificaron en conejos a
las proteinas que despiertan una respuesta inmune tem-
prana y mantienen su presencia durante la infeccién ex-
perimental. Emplearon un inmunoensayo complejo de
microarreglos de proteinas a codificadas por 1,039 genes,
882 fueron clonados y expresados como proteinas de fu-
sién con la glutation-S-transferasa. Las proteinas con re-
accion antigénica relevante fueron identificadas en este
estudio por quimioluminiscencia con anticuerpos de suero
de conejo anti-T. pallidum y la respuesta la correlaciona-
ron con la intensidad de la emisién de luz registrada. En
esa investigacion 106 antigenos fueron identificados, el
35% de las proteinas estaban asociadas a la envoltura
celular, el 69% presentd una alta reactividad a proteinas
con su secuencia de péptidos sefnal o hélice de transmem-
brana N-terminal, entre ellas la TPO139, una lipoproteina
de membrana, la CMPC o TP0971, un antigeno de mem-
brana TpD, Tp0574 una carbopeptidasa de 47kDa y
TP0684 un transportador ABC.

Construccion de poliepitopos

Las vacunas DNA desarrolladas a partir de 1990 inducen
la expresion de proteinas antigénicas en miocitos cuando se
inyecta DNA plasmidico modificado por via intramuscular
en animales de experimentacién.?? Estas vacunas en forma
de secuencias de nucledtidos insertas en un pldsmido o vec-

tor viral codifican para segmentos de antigenos (proteinas)
con alta capacidad inmune previamente determinada. Va-
cunas DNA experimentales contra enfermedades infeccio-
sas han inducido una fuerte inmunidad humoral y celular
(cualidades requeridas en la vacuna contra la sifilis) con un
gran potencial de incrementar la respuesta inmune protecto-
ra a través de modificaciones al vector o con la incorpora-
cién de genes de citocinas como adyuvantes. En este senti-
do se han desarrollado vacunas experimentales contra el
parasito de la malaria y contra los virus de VIH, Epstein-Barr
y hepatitis B que requieren principalmente de una respuesta
de células CD8 y T- citotdxicas.?> Con frecuencia un solo
antigeno no es suficiente para garantizar una proteccion
inmune al humano, el empleo de vacunas multivalentes como
los «poliepitopos» puede superar este inconveniente. Los
poliepitopos estdn basados en una modalidad de vacunas
DNA experimentales y representan una promesa contra mu-
chos patégenos que desarrollan enfermedades crénicas, en
parasitos que tienen un complejo ciclo de vida. La varia-
cién antigénica y otros mecanismos de evasion del agente
patégeno son tomados en cuenta en el disefio de estas vacu-
nas (estas son cualidades para el desarrollo de una vacuna
contra la sifilis). Sin embargo, no existen reportes cientifi-
cos de vacunas contra la sifilis con estas caracteristicas. Tie-
nen una gran ventaja sobre las vacunas que estdn basadas en
subunidades (como los péptidos). La combinacién de diver-
sos péptidos en una vacuna multivalente pueden generar
interferencias bioquimicas o inmunoldgicas y la vacuna
perder su efectividad.

21



Enrique Meléndez-Herrada y cols.

Vacunas y patentes

En la actualidad la vacunacién contra la sifilis se ha lo-
grado con relativo éxito en animales de laboratorio con tre-
ponemas previamente irradiados. Una proteccidn parcial se
ha logrado con treponemas tratados con antifomina. También
se ha intentado la vacunacién con treponemas mantenidos a
4°C y la adicién de proteinas recombinantes o nativas de T.
pallidum subs. pallidum, como la proteina de 4kD, endofla-
gelos purificados, las proteinas recombinantes como TmpB,
TprK y la 6pd (glicerolfosfodiéster fosfodiesterasa).?#-2
La Organizacién Mundial de la Propiedad Intelectual y la
Oficina Canadiense de la Propiedad Intelectual registraron
la patente 2,325,576 con referencia a proteinas recombinan-
tes de T. pallidum como vacuna. Existe una patente para la
obtencién de antigenos DNA recombinantes de 7. pallidum
(nimero de publicacién internacional WO84/01961) los
genes de antigenos se empaquetan en un bacteriéfago como
fragmentos de DNA de T. pallidum y después se propagan en
E. coli obteniendo proteinas con aplicacién en serodiagnés-
tico y/o vacuna. Estos ejemplos de propiedad industrial no
fueron desarrollados como consecuencia de la informacién
gendmica y no han tenido aplicacién en poblaciones. El
Reporte Jordan una publicacién de los Institutos Naciona-
les de Salud (NIH) de los Estados Unidos?’ especializada en
el desarrollo de vacunas contra agentes infecciosos, men-
ciona como candidatos importantes contra la sifilis a las
lipoproteinas, como potentes activadores de la respuesta
inmune innata. Con el desarrollo de estrategias gendmicas
es posible esta vacuna.

Comentarios finales

La sifilis venérea tiene una elevada morbilidad a nivel
global, la aplicacién de medidas eficaces de salud publica
han fallado. El desarrollo de una vacuna es necesario para
mantener una proteccion humoral y celular. La genémica es
una buena opcién para este desarrollo, también la mejor
estrategia para entender la biologia basica de T. pallidum
debido a la dificultad que representa su cultivo en el labora-
torio. El desarrollo de una vacuna contra la sifilis y su im-
plementacién a escala global tendria un gran impacto en la
salud publica, principalmente en la sifilis congénita y la
reduccién de casos por el VIH que se encuentra frecuente-
mente asociado a la sifilis venérea.
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