TEMA:
INMUNIZACIONES. RESPUESTA
INMUNE FRENTE A VACUNAS.
TIPOS DE VACUNAS. MECANIS-
MOS QUE PROMUEVEN Y MAN-
TIENEN A LAS CELULAS T DE

MEMORIA.

Dr. Librado Ortiz-Ortiz



INMUNIZACION

* Constituye el mecanismo de
defensa mas efectivo contra las
Infecciones microbianas.



INMUNIZACION

Activa: infeccion o vacunacion.

Pasiva: madre a feto, antisueros.



VACUNACION:
HISTORIA

-Descripcion de viruela: siglo IV A.C.

-Vacunacion: siglo X A.C., con fluido de
pustulas, o costras secas de las
lesiones.



VIRUELA
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VACUNAS

» Exito en el pasado

* Posibilidades para el futuro



VACUNACION: HISTORIA

» Lady Mary Wortley Montagu
promociono la variolizacion en el
Reino Unido (1718).



Viruela

- Variolizacion
disminuyo mortalidad
sInmunidad duradera

* UK: 1700’s
* China 1950

» Pakistan/Afganistan/Etiopia
1970




VACUNACION: HISTORIA

 Edward Jenner, fue el primero en
probar la Inmunidad (1796).
Inoculdo a James Phipps con el liguido
de las pustulas de la viruela bovina.



VACUNACION: HISTORIA

« Guerra Franco-Prusiana (1870-1871)
- Epidemia de viruela

- La armada francesa no estaba
vacunada: 23,400 murieron

e - La armada alemana estaba vacunada: 278
murieron
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VIRUELA

Vacunacion: Jenner 1796
* 1800°’s Vacunacion de ninos obligatoria

« 1930’s Ultimo caso de viruela natural
en UK

« 1940’s Ultimo caso de viruela natural
en US

« 1958 Programa de la WHO

» October 1977: Ultimo caso (Somalia)




VIRUELA

ULTIMO CASO:

ALI MAOW
MAALIN,

MERKA, SOMALIA
OCTUBRE 26,1977




VIRUELA

* NO existe un reservorio
animal

 Inmunidad duradera

» Casos subclinicos raros
« Un serotipo de Viruela

* Vacuna efectiva

« Compromiso de
gobiernos
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VACUNACION: HISTORIA

 Pasteur vacuno aves de corral frente
al colera y borregos en contra del
antrax, denominando a este proceso
como vacunacion en honor de Jenner.



VACUNAS: HISTORIA

» Pasteur atenuo el virus de un perro con
rabia, por inyeccion en el cerebro de
conejo. La infeccion seriada en conejos
condujo a una cepa viral que era mas
virulenta en el conejo, pero menos en
perros (y humanos).
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VACUNACION: HISTORIA

Pasteur vacuno en contra de la
rabla, a Joseph Meister, quien
habia sido mordido por un perro
rabido.



VACUNACION: HISTORIA

» Otra de las primeras vacunas fue
la del BCG, que mostré ser
efectiva en la prevencion de la TB
miliar y meningea.



VACUNACION: HISTORIA

* von Behring y Kitasato
descubrieron los anticuerpos en
1890, y aplicaron estos
conocimientos en la prevencion de
la difteria y el tetanos.



VACUNACION: HISTORIA

* Inicialmente, en la prevencion de
la difterla y el tétanos, las
antitoxinas se usaban mezcladas
con la toxina cruda de los
sobrenadantes de cultivo.



VACUNACION: HISTORIA

* La revolucion en la preparacion
de vacunas fue causada por el
advenimiento de las técnicas de
cultivo de tejidos.



VACUNACION: HISTORIA

1961, vacuna atenuada de POLIO
(Sabin).
1967, vacuna de las PAPERAS.
1969, vacuna triple de SARAMPION,
PAPERAS Y RUBEOLA.



VACUNACION: OBJETIVO

» Estimular la respuesta iInmune, sin
someter a una persona al riesgo
de padecer la infeccion por el
microorganismo inmunizante.



VACUNAS: MECANISMOS

* Formacion de anticuerpos
» Células T de ayuda de tipo1 0 2

« T CD8"



CELULAS T: PRESENTACION
DE Ag

Immature Antigen

Antigen
Presenting
Cell

L
®
e S
Mature helper Mature cytotoxic
T cell T cell




VACUNAS: COMPOSICION

 LOS microorganismos poseen una
gran variedad de antigenos; sin
embargo, solo algunos son relevantes
en proteccion.



INMUNIZACION

» Las CDs atrapan a los antigenos y
los llevan a los ganglios linfaticos
regionales, donde se los presentan
a las células T inocentes.



INMUNIZACION

elas células T — «ceélulas T
efectoras y de memoria, que
ayudan a las células B en GLs
—a Sitios Infectados, donde
secretan citocinas.



CELULA T:
PRESENTACION
DE Ag

1. Activacion de la
celula T por Ag

2. Diferenciacion de
células Taceéelulas T
efectoras

3. Algunas de las
células T forman
células T de
memoria
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INMUNIZACION
« MEMORIA INMUNOLOGICA

Esencial en la Rl adquirida después
de Infecciones naturales o
vacunhacion.



MEMORIA INMUNOLOGICA

* Celulas T o B de Memoria son células
especializadas que son generadas en el
curso de una RI primaria a un Ag
extrano, y que permiten una RI rapida
cuando se expone nuevamente al
mismo 0 a un Ag estructuralmente
relacionado.
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MEMORIA INMUNOLOGICA

Durante una RI se distinguen 4 eventos:
-- Fase de iniciacion

-- Fase de expansion clonal

-- Fase de contraccion

-- Generacion de celulas T de memoria
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MEMORIA INMUNOLOGICA:
CELULASB

« Son de larga vida y proliferan rapidamente en
respuesta al Ag que estimulo su produccion.

« Generan rapidamente una poblacion de
células plasmaticas productoras de Ac
cuando se exponen nuevamente al Ag que
las origind.
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MEMORIA INMUNOLOGICA:
CELULASB

» Se distinguen de las células B
Inocentes por la expresion
diferencial de marcadores de
superficie (CD27, IgD-)
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Figure 10-31 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




MEMORIA INMUNOLOGICA:
CELULAS T

e Lainmunidad de células T se
conoce como Inmunidad Celular, en
la que participan dos subtipos:

- Células T de ayuda (CD4")
- Celulas T citotoxicas (CD8")
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Generacion de
células T de
Memoria

El encuentro con
Ag estimula a las
células T inocentes
a dividirse y
diferenciarse en
células T de
memoria efectoras
y de larga vida

N= i.\re o I oel_ls

Naive T =11
erncounters antigen

VMiosTt activated
T cells becorrme
effector celils

NMany esffector ceills
are short lived =rmd
die by apoptosis
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Generacion de
Células T de
Memoria

Activacion de
células T
Inocentes

Naive T cells
require survival
signals from
self VIHC
+ self peptide

Figure 10-34 part 1 of 3 Immunobiology, 6/e. (© Garland Scie



Generacion de
Células T de
Memoria

La células T
activadas se
transforman en
células T efectoras
de vida corta que
mueren por
apoptosis y en
células de memoria
de larga vida

Some activated
and/or effector cells
become long-lived
memory cells

Most activated
T cells become
effector cells

Many effector cells| |Cytokines IL-7 and
are short lived and| | IL-15 are required
die by apoptosis for survival
A
v A
v 1 4

A cytokines

Figure 10-34 part 2 of 3 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



Generacion de
Células T de

Memoria Memory T cells can
proliferate in
Las ceélulas T de response to self

memoria pueden MHC + self peptide
proliferar en
respuesta a
complejos
formados por el
MHC y péptidos
propios

Figure 10-34 part 3 of 3 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)



MEMORIA INMUNOLOGICA:
CELULAS T

« CD8+ Ag especificas expanden en:

- T centrales de memoria o Tcm, expresan
receptores de arraigo hacia GLs (CD62L,
CCRY7)

- T efectoras de memoria o0 Tem, se
localizan en sitios efectores (integrinas 1 y
B2, CCR1, CCR3y CCR5)(CD62-,CCR7-)
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MEMORIA INMUNOLOGICA

* Después de la re-exposicion a un
Ag las células Tcm presentan una
mayor capacidad para expanderse,
y en algunos modelos son mas
eficientes en conferir proteccion.
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MEMORIA INMUNOLOGICA

» Células Tem, predominan en
tejido periférico y sitios de
inflamacion.

» Exhiben una funcion efectora
rapida

44



VACUNAS

« Las vacunas actualmente en uso
iInducen respuestas de anticuerpo,
capaces de proteger por largo tiempo
contra virus liticos como el de
Influenza y viruela.



VACUNAS

 Vacunas contra patdgenos
cronicos que requieren de IMC
para controlar la infeccion, no
se encuentran disponibles o0 no
son eficaces.



VACUNAS

« Para lograr una vacuna exitosa es necesario
conocer por donde penetra el virus:

-Mucosas del tracto respiratorio y Gl

-Mucosas seguido de difusion sanguinea y/o
neuronas, hacia organos blanco

-A traves de jeringas o piguetes de insecto,
seguido de difusion a érganos blanco.
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VACUNAS

* ES necesario conocer:
- Ags virales que inducen Ac neutralizante

- Ags de la superficie celular que inducen Ac
neutralizante

- El sitio de replicacion del virus
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VACUNAS: PROBLEMAS

Virus diferentes pueden causar
enfermedades similares

Cambios antigenicos

Un gran numero de reservorios animales
Integracion del ADN viral

Transmision célula:célula via sincitial

Recombinacion y mutacion del virus
atenuado

49



ENFERMEDADES PREVISIBLES

POR VACUNACION
Difteria................ 1921: 206,939 ... |1992: 4
Sarampion......... 1941: 894,134 ...... |........ 2,237
Paperas .............. 1968: 152,209... |........ 2,572
Pertussis ...cuveeees. 1934: 265,269 ..... |........ 4,083
Polio (paralitica)... |{1952: 21,269 ..... |............. 4
Rubéola............... 1969: 57,686..... |........... 160
Tétanos ............... 1923: 1,560 ..... |.cvrennnnnn. 45
H. influenzae ....... 1984: 20,000..... |......... 1,412
Hepatitis B .......... 1985: 26,611 ..... |........ 16,126
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VACUNAS: CLASIFICACION

- -Gérmenes muertos
-Gérmenes atenuados
-Antitoxinas
-Subunidades
-Vectores
-Acidos nucleicos
-Comestibles



VACUNAS: Gérmenes muertos

* Son preparaciones del virus patogénico
(tipo silvestre) infeccioso, que se ha
vuelto no patogénico, usualmente por
tratamiento gquimico, como formalina
gue entrecruza las proteinas virales.
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VACUNAS: Géermenes
muertos

* Requieren refuerzo, debido
a que el germen no se
multiplica (Polio, Hepatitis A,
Influenza, Tifica).



VACUNAS: Gérmenes muertos,
ventajas

* Proporciona suficiente inmunidad
humoral si se dan refuerzos

 NO se presentan mutaciones o
reversiones

» Se pueden usar en pacientes
Inmunodeficientes
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VACUNAS: Gérmenes muertos,
desventajas

Muchas vacunas no elevan la inmunidad
Se requieren refuerzos

No se observa inmunidad local

Costo elevado
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VIRUS DE LA POLIOMIELITIS




NINOS CON POLIOMIELITIS
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VACUNAS

e Gérmenes atenuados:

- Eficacia de = 90%, ya que el
organismo se multiplica y crea un
estimulo antigénico similar al de
una infeccion.



VACUNAS: Géermenes atenuados
ventajas

» Activa todas las fases del Sl

* Eleva RI a todos los Ags protectores

* Inmunidad mas durable; reactividad cruzada
* Bajo costo

* Inmunidad rapida

e Puede causar la eliminacion del virus
silvestre en la comunidad
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VACUNAS: Gérmenes atenuados
desventajas

« Mutacion: reversion a virulencia

« Se extiende a contactos de vacunados gque
No quieren ser vacunados

e La vacuna gue se difunde puede mutar
* Problemas en pacientes inmunodeficientes
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ANTITOXINAS

» La toxina tetanica y diftérica se inactivan
con formaldehido.

 La enterotoxina de Escherichia coll,
genéticamente privada de su toxicidad ha
mostrado eficacia.



VACUNAS: SUBUNIDADES

« Componentes purificados del virus o
bacteria:

- Hib o PRP; polisacarido de la capsula-
proteina.

- Tetanospasmina
- Pertussis acelular
- HBSAQ

- Toxolides



VACUNAS: SUBUNIDADES

» La vacuna meningococica contiene
polisacaridos de cuatro serotipos

 La vacuna antineumocaocica
contiene polisacaridos de 23 tipos
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VACUNAS RECOMBINANTES

Un microorganismo inofensivo actua
como vector de genes de antigenos de
patdgenos.

El genoma del virus de la vaccinia
permite  Introducir varios genes de
antigenos.



AL STUNEAST CONSULT

VACUNA RECOMBINANTE

Generation of recombinant vaccinia virus
expression of a foreign gene

vaccinia TK
gene sequences

transfer 1 foreign

< vaccinia
~ \ ene =
vector g wiras

mammalian homologous
cell recombination
in vivo

progeny virus
(wild-type and
recombinants
with foreign
gene)

agarose
D —— = overliay

~ TK-deficient
cell monolayer
and progeny
wvitTus

recombinant plagues
wvirus plagues

> Elsevier. Male et al.: Immunology 7e - www._studentocom

SRS L es el on 3 November 2009 12:28 AM)
© 2005 Elsevier



VACUNAS RECOMBINANTES

» Ratones sin timo gque reciben una
vacuna recombinante que expresa
ademas la IL-2, resuelven Ia
iInfeccion viral rapidamente.



VACUNA RECOMBINANTE

* [Inmunizacidén con virus de la vaccinia,
cepa Ankara, que porta los genes
para env/gag/pol del SIV, protege
macacos en contra del reto por el SIV.



VACUNA RECOMBINANTE

 Monos Inmunizados con el virus de la
iInfluenza, cepa Ankara, que expresa el
antigeno tumoral lacZ, se retaron con un
numero letal de ceélulas tumorales. Los
animales no presentaron metastasis

tumoral.



VACUNAS CON ACIDOS NUCLEICOS

* VVacunas constituidas por piezas circulares
pequenas de ADN Dbacteriano, es decir,
plasmidos, que han sido disenados
genéticamente para producir una o dos
proteinas especificas de un
microorganismo.



VACUNAS CON ADN

« ADN Recombinante

Un solo gen (subunidad)

MARNM
antigeno S

ADNC

Plasmido de
expresion

/3



VACUNAS CON ADN

e Se han denominado la Tercera
Generacion de Vacunas

* Ventajas: inducen respuesta de
células T citotdoxicas protectoras, asi
como células Th e inmunidad
humoral
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VACUNAS CON ADN

* Se Inyectan directamente en el musculo
por medio de una “pistola genetica® que
usa gas presurizado.

* Inducen Inmunidad celular y humoral
duradera en animales de experimentacion.



Vacunas de ADN

Gen del
antigen

Célula muscular

e

|_| P
La célula muscular
expresa la proteina —
formacidon de Ac

plasmido

Respuesta de CTL
76



VACUNA DE ADN

 El ADN Inoculado i.m. penetra el citoplasma
y después el nucleo del miocito, pero no se
iIntegra al genoma.

 El blanco del ADN son las células dendriticas
y las musculares.

* No se puede descartar una integracion al
azar.



VACUNA DE ADN

Los mioblastos transfieren el Ag a las
CPAs de tal forma que les permite ser
procesados por la via del MHC de clase | y
Il, generando CTLs e inmunidad humoral.

Las CDs que han captado al Ag migran
hacia los GLs.



VACUNAS DE ADN

 La persistencia del Ag obvia la
necesidad de Inyecciones de

refuerzo.

* Con pequenas cantidades de ADN
(nanogramos) se logra un excelente
compromiso de los CTLSs.



VACUNAS CON ADN

 ADN de la influenza aviaria, es inyectado
en la capa epidérmica de la piel, donde
entra a las células de la red inmune,
creando Inmunidad y facilitando la
prevencion de la enfermedad.



VACUNAS CON ADN

Clone gene for influenza
hemagglutinin in a plasmid

Inject cloned gene into
muscle tissue

magglutinin

b
Ca”

" e

a of 2 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005




VACUNAS CON ADN

Infect mice

with influenza virus Measure virus titer

Virus

o> B "

uninjected mice
(control)

mice
injected
with DNA

"R

Figure 14-28 part 2 of 2 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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VACUNAS DE ADN

* Monos Rhesus vacunados con ADN
de |la cubierta y gag-pol-nef del VIH-
1, responden formando CTLs vy
anticuerpos gue protegen a monos
en contra del desafio con el VIH-1
patogeno.



VACUNAS DE ADN

* En este tipo de vacunas se han
incluido citocinas Yy  moléculas
coestimuladoras gque modulan vy
aumentan la Rl. Se han usado CDS8O,
citocinas Thl y Th2 proinflamatorias,

entre otras.



VACUNAS DE ADN

* No han tenido la aplicacion esperada,
ya que existen posibilidades de
carcinogénesis, autoinmunidad al
ADN, y tolerancia hacia el antigeno
iInvolucrado.



VACUNA ANTI-IDIOTIPO

* |diotipo es el epitopo propio de una moléecula
perteneciente a un clon en particular.

- forma parte o esta muy proximo al lugar de
reconocimiento del Ag.

- situado en la porcidon variable Fab.
En otras palabras es el paratopo.
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VACUNA ANTI-IDIOTIPO

\WA(S
-
anticuerpo
Anticuerpo
con epitopo
en sitio de

enlace
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Vacuna Anti-idiotipo cont.

. Hacer Ac contra el
Id del Ac

Anticuerpo anti-
idiotipo mimetiza al
epitopo
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Anticuerpo anti-idiotipo cont.

Usar Ac anti-idiotipo como vacuna
Inyectable

h Usar como
vacuna

— Enlazay
O,

neutraliza el virus
AcC contra

Ac anti-idiotipo
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VACUNAS COMESTIBLES

* El proceso implica la clonacion del gen o los
genes de interes a partir del germen patogeno.

« SU Introduccibn en otro organismo O
transformacion, donde pueda expresarse para
Su posterior purificacion y administracion en
humanos.



VACUNAS COMESTIBLES

 Las plantas transgénicas representan una
alternativa eficaz y econdmica para Ila
produccidon de vacunas.

« Se ha demostrado que tienen una gran
capacidad para producir anticuerpos, gue son
utiizados en el diagnostico y tratamiento de

varias enfermedades.



VACUNAS COMESTIBLES

- Las plantas de tabaco, papa,
alfalfa, soya, y arroz han sido

transformadas para producir
grandes cantidades de anticuerpos



VACUNAS COMESTIBLES

« La generacion de plantas transgénicas
oroductoras de la proteina recombinante, evita
a purificacion e inyeccion de la mencionada
sustancia.

* La ingesta oral de |la planta transgénica permite
la absorcion intestinal y la posterior estimulacion
del Sl del individuo.




VACUNAS COMESTIBLES

Aumentan la posibilidad de adquirir
Inmunidad en mucosas contra agentes
Infecciosos que invaden al organismo
a través de una superficie mucosa.



VACUNAS COMESTIBLES: Problemas
por resolver

* Proteinas pueden ser rapidamente
degradadas en el tracto digestivo.
» Dosis puede ser dificil de controlar.

* Los antigenos administrados por via oral
generalmente Iinducen tolerancia en lugar
de inmunidad.



VACUNAS COMESTIBLES

* La bioencapsulacion de la subunidad
B de |la toxina labil de Escherichia coli
en maiz transgenico, indujo una RI
fuerte en animales de laboratorio.



VACUNAS COMESTIBLES

Se han expresado en plantas transgénicas de:
Papa, la subunidad B de la toxina del colera.

Tabaco, la proteina de superficie del VHB, y del
virus de Norwalk.

Tomate, la glicoproteina del virus de la rabia.



VACUNAS COMESTIBLES

» Las vacunas genéticamente
modificadas poseen potenciales
Impactos ecoldgicos y ambientales.

 La ingenieria genetica no controla que
el vector transgénico se cologue en un
sitio especifico del genoma del
organismo huesped.
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ADYUVANTES

» Son substancias y formulaciones
gue tienen la capacidad de
aumentar la Rl a un antigeno.



ADYUVANTES

 Precipitacion de antigenos solubles

* Complejos inmunoestimulantes o
ISCOMS

* Liposomas
* VIrosomas



ADYUVANTES

e Sales de aluminio: fosfato e hidréxido; actuan:

- Formacion de un depadsito con liberacion lenta
del Ag

- Particulas mas facilmente fagocitadas

- Estimulacion directa del Sl con liberacidon de
citocinas

- Desestabilizacion de la estructura proteica



ADYUVANTES: ISCOMSs

« Particulas submicrosomales de saponina,
colesterol, fosfolipido e inmunogeno (proteina).

» Capacidad de inducir una RI fuerte.

 Promueven la Rl de anticuerpos y células T,
gque Incluye la secrecibn de citocinas Yy
activacion de CTLs.




ADYUVANTES: ISCOMSs

AN P2l

N 7 "
/ cytosol
igure 14-27 part 1 of 2 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)




ADYUVANTES: ISCOMSs

MHC class l:peptide complex
can be recognized by CD8
T cells on the cell surface

Peptide transport
into endoplasmic reticulum

"

APC

.
D‘Z.‘ o
ey

Figure 14-27 part 2 of 2 Immunobiology, 6/e. (© Garland Science 2005)
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ADYUVANTES: ISCOMSs

« Actuan sobre APCs, favoreciendo la captacion y
presentacion de antigeno.

« Aumentan la expresion de MHC de clase | sobre

APC, vy el blanco de los antigenos hacia los
GLs.

* Activan Th a secretar citocinas de tipo Thl: IL-
2, IFNy



ADYUVANTES: ISCOMSs

 Con niveles reducidos de Ag Inducen
formacion elevada de anticuerpos, IMC,
estimulacion de ceélulas Thl,Th2 vy
CTLs.

« Actualmente, se usan en vacunas
veterinarias contra la influenza equina.



ADYUVANTES: ISCOMS

 Se han utilizado con:
- Virus: VHS-1, CMV, EBV, hepatitis B, rabia e
Influenza.

- Bacterias: Neisseria gonorrhoeae, Escherichia
coli, Brucella abortus.

- Parasitos: Toxoplasma gondii, Plasmodium
falciparum, Leishmania major.



ADYUVANTES: LIPOSOMAS

* Vesiculas esféricas extremadamente
pequenas compuestas principalmente
de fosfolipidos organizados en bicapas.

« Se utllizan para transportar los
principios activos de una manera lo mas
selectiva posible.



ADYUVANTES:LIPOSOMAS

* E| Ag se puede Incorporar dentro del
liposoma (hidrofilico) o en la bicapa
liposomal (lipofilico).

 Aumenta la eficacia y prolonga el efecto,

debido a una mejor adsorcion, penetracion
y difusion.



ADYUVANTES: LIPOSOMAS

« Se han usado en vacunas, para acarrear
peptidos, proteinas, ADN.

* La preparacion consiste en deshidratacion e
hidratacion de la mezcla de liposomas y la
vacuna .

« Se han usado en vacunas tumorales para
estimular la Rl humoral y celular.



ADYUVANTES: VIROSOMAS

e Son vesiculas formadas de una
bicapa unilamelar de fosfolipidos de
150 nm.

* Esencialmente representan cublertas
del virus de la Influenza vacios,
desprovistos del nucleocapsido.



ADYUVANTES: VIROSOMAS

* No replican.

» Contienen glicoproteinas de la cubierta
viral funcionales.

« El Ag se Incorpora al virosoma por
adsorcion a su superficie, o integrado en la
membrana lipidica.



ADYUVANTES: VIROSOMAS

* Interactuan con ceélulas dendriticas y activan
células T.

* Inducen una respuesta fuerte de Thl.

e Como resultado de la fusiébn con la membrana
del endosoma, acceden a la via de presentacion
del MHC clase |, favoreciendo la actividad de

los CTLSs.




ADYUVANTES: VIROSOMAS

 Vacuna con el virus de Newcastle.

* Dos vacunas registradas: hepatitis A e
iInfluenza.

* Ventaja: adecuadas para Infantes y
personas inmunosuprimidas.



ADYUVANTES: EMULSIONES

* Las emulsiones de agua en aceite consisten de
pequenisimas gotas de agua estabilizadas por
medio de un agente surfactante, en una fase
continua de aceite mineral u otro aceite, como el
escualeno, donde se Incorpora el antigeno
soluble en agua.



ADYUVANTES: EMULSIONES

 Forman un depodsito que favorece la
liberacion lenta del antigeno, y Ila
estimulacion de celulas plasmaticas

formadoras de anticuerpo, o DTH.

* Freund completo e incompleto, adyuvante
65, Lipovant y Montanide.



ADYUVANTES: MONTANIDE

 Forma un depdsito en el sitio de
iInoculacion.

 Contiene un aceite natural metabolizable

y un emulsionante (octadecanato
deanhidromanitol).

* En individuos vacunados con este
adyuvante , fue bien tolerado, con dolor
transitorio en el sitio de inyeccion.



ADYUVANTES: MONTANIDE

 Montanide se ha usado en ensayos
clinicos de fase | y Il, con VIH, malaria,

CMV y cancer.

* Sujetos Inmunizados con el CS de P.
falciparum, formaron anticuerpos y sus
linfocitos produjeron IL-2 e IFN-y cuando
se estimularon con el Ag.



ADYUVANTES: 65

« Contiene el Ag en aceite de cacahuate
(86%), Arlacel A (10%) como surfactante, y
monoestearato de Al como estabilizador de
la emulsion.

« Se debe tener cuidado, porque cilertas
especies de esta planta pueden contener
aflatoxina B1, compuesto con propiedades
carcinogénicas.



ADYUVANTES: DERIVADOS
BACTERIANOS

« Constituyen una fuente principal de adyuvantes.

* LPS (lipido A), potente pero muy toxico.

« MPL, Lipido A destoxificado quimicamente,
Interactta con TLR4 sobre macréfagos,

liberando citocinas proinflamatorias (TNF; IL-2,

IFNy) que promueven la generacion de
respuestas Thl.



ADYUVANTES:DERIVADOS
BACTERIANOS

« MPL: en humanos se ha usado en vacunas
contra el cancer , enfermedades infecciosas, y

alergias.

« En Canada el MPL se aprobo en una vacuna
frente al melanoma; en Europa, vacuna frente al
VHB para pacientes en hemodialisis, y en
Australia una vs el VPH.



ADYUVANTES: DERIVADOS
BACTERIANOS

« ADN Dbacteriano: efecto Inmunoestimulante
debido a dinucleodtidos CpG no metilados.

« Mediado por receptores TLR9 presentes en
células humanas B y dendriticas; promueve
liberacion de citocinas inflamatorias, y orienta
respuesta hacia Thl e induccion de CTL.




ADYUVANTES: DERIVADOS
BACTERIANOS

« CpG

-Limitaciones: sintomas de Flu, cefalea, por
la activacion del TLR9 que excita el NK-
KB, un inductor de citocinas inflamatorias,
como TNF-a.



ADYUVANTES: CITOCINAS

» Citocinas: son factores solubles que no
muestran especificidad alguna por el
antigeno

* Producidas ante todo por leucocitos;
Intervienen en la regulacion del Sl y en los
procesos inflamatorios.



ADYUVANTES: CITOCINAS

» Actuan sobre receptores especificos de
membrana y contribuyen a la activacion,
blastogénesis y/o diferenciacion de
células efectoras, regulando procesos
de apoptosis, adquisicion de capacidad
citotoxica y la recirculacion de los
leucocitos.



ADYUVANTES: CITOCINAS

 Regulan la funcion de las células que las producen
(autocrinas).

 Responsables de Ila comunicacion intercelular
(paracrinas).

* Inducen activacion de receptores especificos de
membrana, proliferacion y diferenciacion celular,
guimiotaxia, crecimiento y modulacion de la secrecidn
de Igs.



ADYUVANTES: CITOCINAS

* Proinflamatorias: IL-1, IL-6, IL-8
IL-1: pirdgeno
IL-6: pir0geno, sintesis de Igs, activacion
de la sintesis de proteinas de fase aguda.

IL-8: factor quimiotactico y activador de
neutrofilos.



ADYUVANTES: CITOCINAS

* Antiinflamatorias: antagonista
del RIL-1, IL4, IL-6, IL-10, IL-11,
e IL-13.



ESTIMULACION DE LA MUCOSA

IMPORTANCIA:

» La superficie de la mucosa es el principal puerto
de entrada de patdgenos.

* La mucosa contiene la concentracibn mas alta
de linfocitos : 6 X 1019 AFC en MALT versus 2.5
X 10'° linfocitos en organos linfoides.




INMUNOLOGIA DE LAS MUCOSAS

* |nmunizacion de la mucosa:
- Inmunidad de |la mucosa
- iInmunidad sistémica
- previene infecciones
* |nmunizacion sistémica:
-no proporciona inmunidad de las mucosas

-resuelve infeccion antes que la enfermedad
desarrolle



SISTEMA INMUNE DE MUCOSAS

 Red Iintegrada de tejidos, celulas Ilinfoides vy
constitutivas, y moleculas efectoras que protegen
al huésped de infecciones en la superficie de las

membranas mucosas
 Distinto del sistema inmune periféerico (sistemico)
« Caracterizado por
-produccion de IgA
-respuestas de CD4 de tipo Thly Th2
-respuestas de CD8" CTL




SISTEMA
LINFOIDE

MALT: Agrupaciones
de tejido linfoide no
encapsulado situado
en la lamina propia y
areas submucosas del
tubo gastrointestinal
(GALT), vias
respiratorias (NALT,
BALT), glandulas
mamarias y tracto
reproductivo
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SISTEMA INMUNE DE LAS MUCOSAS

« La caracteristica del MALT organizado es la presencia
de foliculos linfoides (placas de Peyer)

 Los foliculos consisten de células B inmaduras,
centros germinales, y una red de células dendriticas
(CDs).

* Los foliculos estan flangueados por células T , CDs y
venulas endoteliales altas.
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RESPUESTA INMUNE DE LAS
MUCOSAS

« Fase inductiva
-Presentacion de Ag a linfocitos

-Migracion de linfocitos de los sitios de induccion en la
mucosa (placas de Peyer) hacia:

Ganglios linfaticos regionales
Circulacion sanguinea
Sitios efectores en la mucosa (lamina propia)



SISTEMA INMUNE DE LAS MUCOSAS

« Induccion Inmune en un sitio de la mucosa
resulta en una RI en sitios distantes de la
misma.

e Inmunizacidn de un sitio de la mucosa
puede inducir una Rl en todos los tejidos
efectores de la mucosa.



RESPUESTA INMUNE DE LA
MUCOSA

Fase efectora
-produccion de anticuerpos
predominantemente IgAs
se expresan todos los Isotipos de anticuerpos
Ceélulas T CD8 IMC (bolsa intraepitelial)
Ceélulas T CD4 produccion de citocinas
(lamina propia)




INMUNOLOGIA DE LAS MUCOSAS

Bordetella pertussis:
» Agente etiologico de la tos ferina.
 Enfermedad grave de la ninez.
» Coloniza la mucosa respiratoria.

-efectos sistemicos producidos por toxinas

-atagues severos de tos = convulsiones,
cianosis, dano neuroldgico, muerte.



INMUNOLOGIA DE LAS MUCOSAS

 Bordetella pertussis, vacunacion parenteral en
humanos:

-La inmunidad disminuye en la edad adulta temprana
-Se detecta solamente IgG en secreciones nasales
 Infeccidon natural/vacunacion en mucosas
-Infeccion natural = inmunidad por largo tiempo

-Titulos elevados de IgG e IgA especificos en
secrecion nasal



VACUNACION NASAL Y ORAL

Aumento maximo

Vacunacion Secrecion
NEEE:] Vaginal
IgA 119G IgA _ 1gG
NEEE] 9.3 56 5.7 {0

Oral 6.2 4.9 240



VACUNACION NASAL U ORAL

CONCLUSIONES:

La vacunacion oral no genera una respuesta de IgA en
secreciones nasales

La vacunacion oral y nasal generan respuestas de IgA
e IgG en secreciones vaginales

No todos los sitios de las mucosas responden igual a
la iInduccion en un sitio distante.



ESTRATEGIAS PARA INMUNIZACION
DE LAS MUCOSAS

» Adyuvantes de mucosas/sistemas de entrega a
células M

- toxina del célera (CTB), linfotoxina de E. coli
- microparticulas biodegradables

- bacterias atenuadas y vectores virales

- sitio de administracion de antigeno



VACUNA DPT

* Protege contra difteria, tos ferina y tétanos.
« Generalmente se administran 5 dosis entre los 2
meses y 5 anos de edad.

* Inmunidad prolongada para difteria y pertussis,
pero no para el tétanos, la cual debe repetirse
cada 8-10 anos para permanecer efectiva.



VACUNA DPT

Efectos secundarios:

 Dolor, hinchazon y eritema en el sitio
iInoculado

* Fiebre, mareos, pérdida de apetito
» Convulsiones
» Colapso



VACUNA DPaT

» Contiene: toxoide diftérico y tetanico, mas
3 antigenos de la B. pertussis (toxoide,
hemaglutinina filamentosa, y pertactina.

 Reacciones adversas son ligeras vy
aparecen las primeras 48 h

* Eficacia del 88%



VACUNA vs FIEBRE TIFOIDEA

» Parenteral
Bacteria total: proteina y polisacarido

- Inactivada con acetona y liofilizada (AKD)
Eficiencia 75-94%
- |nactivada con fenol y calor (H-P). Eficiencia,
61-77%
Polisacarido Vi de la capsula (VICP).
- Eficiencia, 49-87%



VACUNA vs FIEBRE TIFOIDEA

e QOral

« Atenuada Ty21a, capsulas (2-6 x 10°
CFU). Eficiencia 60-77%

» Se administran 4 capsulas cada tercer dia
- proporciona una inmunidad por ~ 5 anos



VACUNA vs Helicobacter pylori

« H. pylori Infecta a 2/3 partes de la poblacion
mundial, causa Ulceras, asociado con cancer de
estOmago y enfermedad cardiaca.

« Helivax, vacuna total, inactivada, y multivalente
para prevenir y tratar infecciones causadas por
H. pylori. Eficacia, 100% en modelos
experimentales




VACUNA vs H. pylori

» Existen patentes para la elaboracion de
126 vacunas:

-Polipeptido de la flagelina
-Ureasa
-Antigenos bacterianos: Vac A, HSP



VACUNA vs Haemophilus influenzae

* H. influenzae del tipo b causa neumonia, meningitis y
otros padecimientos, que afectan a ninos < 5 anos

* Vacuna:
-LPS de la capsula que induce solo IgM
-PRP, poliribosilribitol fosfato, eficaz en > 18 m

-PRP-acarreadores proteicos buena RI.




VACUNA vs H. Influenzae

» Vacunas conjugadas:
-PRP-D, con toxoide diftérico
-PRP-T, con el toxoide tetanico

-PRP-OMP, con I|la membrana
externa del meningococo



VACUNA vs Mycobacterium
tuberculosis

 Bacteria intracelular; desafia la eficacia de
la RI.

 Prevencidbn descansa en l|la vacuna del
BCG.

-particularmente en TB pediatrica

-menos confiable contra la TB pulmonar
en adultos



VACUNA vs M. tuberculosis

Recombinante rBCG30, en estudio

ADN, (DNA-HSP) con quimioterapia, acelera
la desaparicion de la bacteria y protege
contra la reinfeccion. En estudio.

Virus de la vaccinia Ankara modificado,
MVAB85A, en fase II.

Subunidades: 2 proteinas recombinantes +
adyuvante.

Adenovirus recombinante, Ad35.



VACUNA vs Mycobacterium leprae

Extracto de M. leprae induce una DTH.
BCG ha mostrado cierta eficacia.
BCG+M. leprae muerto por calor confiere proteccion.

Un Ag de 35 kDa es reconocido por > 90% de
pacientes.

Una vacuna ADN-35 estimula celulas T y protege
contra el desafio experimental.



VACUNAS VIRALES: HEPATITIS A

e Se conocen 4 vacunas:

-Tres vacunas crecen el VHA en fibroblastos
humanos

-La cuarta crece al VHA en cultivos de celulas
diploides humanas, el cual se adsorbe a
vesiculas de fosfolipido, enriquecidas con la HA
y NA de influenza (virosoma)




VACUNA vs HEPATITIS A

e Se encuentra en el mercado una
vacuna combinada del VHA
Inactivada y una vacuna del VHB

recombinante para ninos mayores de
1 ano.



VACUNA vs HEPATITIS B

 VHB causa Iinfeccidon hepatica, que

con frecuencia da lugar a enfermedad
hepatica croénica, con riesgo elevado
de muerte por cirrosis y cancer
hepatico.



VACUNA vs HEPATITIS B

« Contiene una de las proteinas de
superficie del VHB, conocido como Ag de
superficie (HBsSAQ).

* Originalmente se prepard6 a partir del
plasma de portadores sanos, debido a que
el virus no crece en los medios habituales
de laboratorio.



VACUNA recombinante vs Hepatitis B

* El gen gque codifica por el HBsAg es clonado en
levaduras de Saccharomyces cerevisiae, Yy
cultivado.

- El Ag es cosechado y purificado de los
cultivos de fermentacion.

- La proteina purificada se complementa con un
adyuvante de aluminio.



VACUNA vs ROTAVIRUS

Rotavirus vivo atenuado RIX4414, de |la cepa
G1P

Oral, en dos dosis (6-17 semanas de edad)
Eficiencia 85%

Proporciona proteccion contra serotipos no G1,
gue contienen el antigeno P



VACUNA vs PAROTIDITIS

* Virus muerto, efecto corto.

 Virus vivo atenuado, mejores efectos,
parenteral.

» Cepa Jeryl Lynn, induce la formacion de Ac, que

no decaen después de 3 anos de la vacunacion.
Eficacia 94%.



VACUNA vs SARAMPION

* Virus atenuado, cepa Edmonston.

e Se administra entre 9-15 meses de
edad, con un refuerzo.



VACUNA vs RUBEOLA

Cepa muerta, 1963.
Cepa atenuada Cendehill, RA 27/3.

Los anticuerpos formados persisten por mas de
10-15 anos.

Actualmente se administra como vacuna triple,
junto a parotiditis y sarampion.



VACUNA TRIPLE: parotiditis,
sarampion y rubéola

* Virus atenuados, propagado en celulas.

* Via s.c. el primer ano de vida; se refuerza un
mes despues o a los 4-5 afnos.

 La cepa Urabe del virus de la parotiditis ha
presentado trastornos neuroldgicos, aunque

mayor eficacia, por lo que otros paises usan la
cepa Jeryl Lynn.



VACUNA CUADRUPLE: parotiditis,
sarampion, rubeéola, varicela-Zoster

« Se aplica a > 1 ano, con un refuerzo a los
4-6 anos

* El VVZ se prepara con la cepa OKA

» La iInmunidad dura de 10-20 anos



VACUNA vs VARICELA-ZOSTER

* Virus vivo atenuado de la cepa OKA, altamente
Inmunogeénica

e Se recomienda en nifios > 1 ano, con un
refuerzo entre los 4-6 anos

* No administrar salicilatos después de
vacunacion por al menos 6 semanas (sindrome
de Reye —encefalopatia aguda-)



VIRUS DE LA INFLUENZA




VIRUS DE LA INFLUENZA

* Virus ARN constituido por 3 géneros: A, B,y C

* Influenza A se subdivide en varios serotipos; los
responsables de las pandemias mas relevantes:

- HIN1, flu Espanol, 1918, y de la actual o “porcina”
- H2N2, en Asia en 1957
- H3N2, Hong Kong, 1968




VIRUS DE INFLUENZA: ESTRUCTURA
Y ORGANIZACION DEL GENOMA




VIRUS DE LA INFLUENZA

* El virus de la Influenza A tiene 8 genes
gue codifican 11 proteinas.

* La hemaglutinina (HA) y la neuraminidasa
(NA) son dos glicoproteinas que se
localizan en la parte externa del virus.



VIRUS DE LA INFLUENZA
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VIRUS DE LA INFLUEZA: HA

- Participa en la adsorcion y penetracion a la
célula.

- Estimula la fusion entre la membrana de la
célula huésped y la envoltura viral.

- Aglutina a los eritrocitos a través de la HAIL,
produciendo una reaccion de hemaglutinacion
visible.

- Induce la sintesis de Ac neutralizante.



VIRUS DE LA INFLUENZA: NA

- Transporta al virus a través de las mucinas y
destruye los receptores de la HA sobre la ceélula
huésped infectada, permitiendo la elucion de la
progenie viral.

- Previene la agregacion viral, protegiendo al
virus de su propia HA.

- Estimula la produccion de Ac inhibidores de la
NA.



VIRUS DE LA INFLUENZA A

« Se clasifican en subtipos basados en Ia
respuesta de Ac hacia la HA y NA.

 Se conocen varios subtipos, 16 de HA y 9 de
NA.

* En el humano solo se han encontrado:
- H1, 2,y 3
- N1y ?2



VIRUS DE
INFLUENZA:
VARIANTES

INTERCAMBIO
GENETICO ENTRE
VIRUS DE
DIFERENTE
ESPECIE, CON
REORDENAMIENTO
DEL GENOMA'Y
GENERACION DE UN
NUEVO SUBTIPO
VIRAL




VACUNA vs INFLUENZA

« E| virus de |la vacuna contra la
Influenza se cultiva en huevos. Las
personas alérgicas al huevo no deben
recibir esta vacuna.



VACUNA vs INFLUENZA

* Dos tipo de vacuna:

- Con virus muertos, se inyecta en €|
musculo en > 6 meses

- Con virus atenuado, se aplica por
via nasal en > 2 anos



VACUNA vs VIH

Porgue necesitamos una vacuna
Donde se necesita mas

Que tipo de RI correlaciona con proteccion a
la infeccion

Como se puede inducir tal respuesta con una
vacuna

Que vacunas se han tratado y cuales son sus
exprectativas

180



VACUNA vs VIH

* 5.5 m de nuevas Infecciones por
ano

« =15, 000 por dia

* = 616 por hora

* = 10 por minuto



HACIA UNA VACUNA anti-HIV

(Que debe inducirla vacuna®?

Respuesta humoral Respuesta celular
Ac neutralizante Mate células infectadas
Mate virus libre Problemas de infeccién

celula-celula



HACIA UNA VACUNA ANTI-VIH

Fe en Acs neutralizantes basados en experimentos en chimpances

VIH [w Niveles elevados

Resiste desafio subsecuente con virus inyectado V. I!!!
Aungue no a través del recto o vagina

Ademas, los chimpanceés no presentan SIDA

183



HACIA UNA VACUNA anti-VIH

Los experimentos en chimpances disenados para el
éxito
* Los animales se desflaron con pequenas dosis de

virus cuando los niveles de anticuerpos eran
elevados

Desafio con la misma cepa viral que formo los Acs

* Ninguna vacuna hecha con una cepa viral ha
protegido chimpances desafiados con otra cepa
diferente

184



HACIA UNA VACUNA anti-VIH

En humanos la proteccion puede no ser llevada
a cabo por anticuerpos neutralizantes

En monos, la capacidad de formar Acs
neutralizantes no correlaciona con proteccion

IMC es la clave y también lo es en humanos

Gente expuesta al VIH, pero no infectada,
muestra signos de IMC

185



Rl EN PERSONAS EXPUESTAS
SERONEGATIVAS

-Respuesta inmune celular.

-T CD4+ que pueden producir citocinas.
-LTC CD8+ especificos presentes en la
sangre y superficies mucosas.
-Respuesta inmune humoral.

-Acs neutralizantes IgA en mucosas.

186



OBJETIVO DE LA VACUNA vs VIH

- Inducir una Rl mediada por células, tanto de

LTC CD8+y Th CD4+, que reaccionen con un
diverso rango de cepas de HIV. Dirigida a Ags
conservados entre grupos.

- Inducir Rl en mucosas

- RI de larga duracion

- Facil de administrar y aceptable

- Sin toxicidad e inocua

- Barata

187



HACIA UNA VACUNA anti-VIH: PROBLEMAS

 El virus puede esconderse en células

* Transmision célula-ceélula
* Eticos
*No se tienen modelos en animales
*AzUcares inmunosilenciosos
* Polimorfismo/hipervariabilidad (DRIFT)
« Activacion de las mismas células que el virus infecta

 Inutil si las ceélulas T4 son eliminadas

Barrera hematoencefalica

Oncogenicidad
188



HACIA UNA VACUNA anti-VIH

Desde 1986: > 15 Vacunas de subunidades
Basadas en gpl160/gp120
Todas inocuas
Ninguna efectiva

Niveles bajos de Acs cepa especificos que desaparecen
rapidamente

Efectos efimeros de IMC
Todas preparadas con gp160/gp120 de virus inductores de
sincitio

Ninguna ensayada en grupos grandes de gente de alto riesgo
189



HACIA UNA VACUNA anti-VIH

Subunidad en vector
Pro

Potente IMC

190



HACIA UNA VACUNA anti-HIV

Humanos:

NEF mutante con delecion



HACIA UNA VACUNA anti-VIH

Problemas para todas las vacunas:
- Anticuerpo facilitador

- Vacuna puede ser iInmunosupre-
sora (anti-MHC)



CONCLUSIONES

» La vacunacion constituye la forma
de generar una RI que es
necesaria para la proteccidon en
contra de diversas infecciones.



CONCLUSIONES

* EN CONSECUENCIA, ES PRECISO
CONOCER COMO ACTUA UNA
VACUNA, LA Rl QUE INDUCE, Y

TENER LA CAPACIDAD PARA
MODULARLA.



CONCLUSIONES

 Desarrollo de nuevas tecnologias que
proporciones mejores vacunas, con Mmenos
efectos colaterales.

« La biologia molecular facilita la elaboracion
de vacunas mas puras, y la inmunologia nos
orienta en la forma en la cual estas
Interactdan en el Sl.



CONCLUSIONES

 EL USO DE VACUNAS INDICA QUE
ES POSIBLE NO SOLO PREVENIR,
SINO TAMBIEN ELIMINAR LAS
ENFERMEDADES CAUSADAS POR
AGENTES INFECCIOSOS.



CONCLUSIONES

* PARA LOGRAR ESTOS OBJETIVOS, ES
NECESARIO NO SOLAMENTE CONTAR CON
UNA VACUNA EFECTIVA Y QUE EN LA
BIOSFERA NO EXISTA UN ANIMAL U OTRO
RESERVORIQO, SINO ADEMAS UN
COMPROMISO GENUINO DE TODO EL
MUNDO, EN PARTICULAR DE LOS
GOBIERNOS, PARA CONSEGUIRLO.



CONCLUSIONES

* LA VACUNACION HA SIDO
UNO DE LOS SUCESOS
MAS IMPORTANTES DE LA
BIOLOGIA



