Excmo. Sr. Director
Excmas Sras. Académicas
Excmos Sres. Académicos
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Don Angel Vian Ortuiio,
Dona Maria Cascales Angosto y
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que, con entusiasmo, suscribieron y apoyaron mi candidatura. Al profesor Vi-
llantia tengo que agradecer ademds, el haber dedicado concentracidn y tiempo
de su descanso veraniego con su familia, a la preparacién del Discurso de Con-
testacién, que, como es costumbre en él, ha sido una labor minuciosa de estu-
dio del tema que sobre investigacién de vacunas, tengo el honor de desarrollar
en este Acto Académico.

No debo pasar por alto la gratitud y estima que me une a los Profesores
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ga Carro y Portolés Alonso, Director y Secretario respectivamente de esta Cor-
poracion; Rodriguez-Villanueva, Cabezas Fernandez del Campo, de quienes
tanto he aprendido y mucho afecto he recibido.

Quiero expresar mi buena amistad y simpatia hacia don Eduardo Rodri-
ouez-Rovira Presidente de SmithKline Beecham, que tantas veces me ha esti-
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fart, Presidente de la Sociedad Espanola de Medicina Preventiva, Salud Pablica
¢ Higiene, que me ha distinguido y mencionado en ocasiones memorables; Don
Juan del Rey Calero, Catedritico de Medicina Preventiva y Social, que ha pro-
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PRESENTACION

En el estudio que presentamos a continuacién, se encuentra una primera
parte dedicada a la investigacién del proceso etiopatogénico®. Es en esta fase
en la que debe basarse el desarrollo de las nuevas vacunas. Le sigue una se-
gunda parte de consideraciones bésicas sobre las investigaciones del sistema
inmunitario v de sus respuestas protectoras. A continuacién, se establecen las
condiciones minimas que deben cumplir las vacunas que se investigan; se es-
tudian los métodos de identificacion y de anilisis de antigenos de las vacunas,
y los procedimientos actuales mis eficientes de investigacién y de desarrollo
de nuevas vacunas.

Indudablemente, aqui no se pueden contener todos los avances que en in-
munologia v en el desarrollo de vacunas se estin realizando durante los alti-
mos diez afios, pero la mayor aspiracién del estudio consiste en fundamentar,
cientifica y técnicamente, grandes esperanzas en que en un futuro préximo se
dispondrd, al menos, de vacunas mis seguras y eficaces, que prevengan, con-
trolen y probablemente, erradiquen algunas enfermedades transmisibles?. Dada
la situacién de la investigacion del sistema inmunitario y de las posibilidades
de actuar y de modular las respuestas, las aspiraciones llegan, al menos, a con-
seguir algunas vacunas terapéuticas o curativas destinadas 2 sanar de algunas
infecciones crénicas’,

* Field BN, (1994) AIDS: Time to turn to basic science. Nature, 369:93.

2 The Jordan Report. Accelerated Development of vaccines 1996. Status of vaccines under deve-
lopmment, 1996, pag. 63-69).

* Maizels RM, Bundy DA, Selkirk ME, Smith DF, and Anderson RM. (1993) Immunological mo-
dulation and evasion by helminth parasites in human population. Nature, 363:797.
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LAS NUEVAS VACUNAS
INVESTIGACION Y DESARROLLO

Por el Excmo. St. D. Davib Martin HERNANDEZ

EL MONUMENTO MAS MARAVIILLOSO, LA
OBRA [E ARTE MAS TRASCENDENTAL, VALE
MENQGS QUE UNA VIDA HUMANA.

FeperICO MAYOR ZARAGOZA

INTRODUCCION

Las vacunas constituyen uno de los logros mds importantes de la inmuno-
logia y de la biomedicina.

En la introduccién histérica del discurso de ingreso en Mayo de 19924 se
hizo un breve recorrido sobre los antecedentes de las vacunas; se tratd de re-
cordar los hechos acontecidos a través de los tiempos, y se consideraba enton-
ces que, cuando se habia dispuesto de una vacuna segura y eficaz, y se habia
facilitado su utilizacién en Salud Publica, generalmente, se habian conseguido
resultados muy positivos en la lucha contra la infeccidn °,

La vacuna del virus vaccinia, empleada por primera vez por Jenner, quicn
en 1796 inicié con ella® el empleo de esta clase de agentes inmunizantes para
combatir la viruela, y predijo la desaparicién de esta enfermedad mediante su
utilizacién, inicié un camino de impacto transcendental sobre los programas
sanitarios en todo el mundo”.

¥ Martin Herndndez, David Discurso de Ingreso en Real Academia Farmacia Instituto de Espafia
Introduccién Historica. pdg. 9-18.

? WHO, 1996.The State of the World’s vaccines and immunization. Word Heulth Organization.
United Nations Children’s Fund. Geneva, 1996.

® Jenner E. An inquiry into the causes and effects of the variolae vaccinae, a disease discovered
in some of the wester counties of england, particularly Gloucestershire, and known by the name of
the cow pox. London, 1798. Reprinted in Camac CNB de. Classics of medicine and sutgery. New
York:Dover, 1959:213-240.

" Fenner F, Henderson DA, Arita 1, Jezk Z, Ladnyo-D. {1988). Smallpox and its
erradication. WHO, Geneve, pdg. 1-1460.
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El objetivo de hacer desaparecer una enfermedad de la faz de la Tierra se
cumplié, y el 9 de diciembre de 1979 se firmé el acta oficial de la O.M.S. cer-
tificando su erradicacion global (fig.1)

Defunciones por enfermedad

Eg;ecci = adses_ '-:;mniﬁda‘s por alimentos,

17,3 millones gusy el sgelo

34,6 miliones

Es grande la deuda que Espafia, América y Filipinas tiene con Francisco
Javier de Balmis, “c/ Jener espariol”, director de la expedicién llena de peligros
y de incesantes desvelos para transportar desde Espana al Nuevo Mundo el vi-
rus de la viruela preservado en nifios en disposicién de obtenerlo, de brazo a
brazo, para vacunar durante largos viajes. De esta forma, se consiguié en la
Amerlca Espanola y en las Islas Filipinas, la profilaxis antivaridlica (flg 2)%, As
mismo, debemos a ]alme Ferran que, en su afan investigador, aun sin dispo-
ner de los medios minimos necesarios, en un ambiente hostil muy alto que le
atacaba para desmoralizarlo y despectwamente le apodaba como “el bacteri-
logo de Tortosa”, lograra utilizar, aunque prematuramente, la primera vacuna
contra una enfermedad epidémica bacteriana tan grave como el célera.

Se pueden citar numerosos ejemplos de éxitos magnificos en el control de
varias enfermedades infecciosas y de millones de vidas salvadas, especialmente
de nifos, atribuibles a las inmunizaciones frente a las infecciones. Cuando se
comparan las grificas epidemioldgicas correspondientes a las tasas de morbili-
dad y de mortalidad, ocasionadas por enfermedades tales como el tétanos, po-

¥ De Historia de la Medicina Espafiola por Anastasio Chinchilla.
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Las 10 infecciones mds mortiferas
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liomielitis, difteria, rubéola, sarampion y otras, antes y después de disponer de
una vacuna segura y eficaz, se evidencia el extraordinario beneficio que la va-
cunacion ha supuesto para el estado de salud de las poblaciones que han teni-
do acceso a este medio tan eficaz de medicina preventiva.

Los programas de inmunizacién promovidos por la Organizacién Mundial
de la Salud, y por otras organizaciones sanitarias y humanitarias internaciona-
les o nacionales, en los paises en desarrollo, significan un ahorro inmenso de
vidas y una disminucién notable de individuos discapacitados.

Las vacunas existentes, en el momento en que se efectiia este estudio, con-
sisten, mayoritariamente, en agentes microbianos muertos o atenuados, o
algunos de sus componentes, desprovistos de acciones patégenas. Con su uti-
lizacién se ha logrado disminuir la incidencia de las morbilidades y de las mot-
talidades de un considerable nimero de enfermedades transmisibles. Pero es-
tas vacunas presentan algunos inconvenientes tales como que, a veces, no se
puede comprobar que los gérmenes que contienen estdn completamente inac-
tivados, o muertos, o suficientemente atenuados, asi como la dificultad que su-
pone resolver el problema de estabilizacion de las mutaciones genéticas, espe-
cialmente en el caso de los virus de genoma RNA.

La necesidad de disponer de vacunas mejoradas, cada vez mds seguras, mas
eficaces, de costos econdomicos mis reducidos, de aplicaciones mas sencillas -
por ejemplo las de administracién por viz oral- es esencial. Cada dia aparecen,
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con mayor frecuencia, resistencias a los antibiéticos que habian sido eficaces
para combatir muchas infecciones. Algunas veces, las vacunas llegan a conver-
tirse en el dnico medio para resolver los problemas de salud que plantean las
mencionadas resistencias. Ademads, como consecuencia de los cambios de las
condiciones de vida, las alteraciones climaticas, el estado atmosférico, la intro-
duccién de téenicas agricolas innovadoras que perturban el habitat natural, y
de otros factores, surgen nuevas enfermedades transmisibles.

Aparte del objetivo principal de la prevencién de procesos infecciosos cau-
sados por bacterias y virus, o de infestaciones por parasitos, que tradicional-
mente cubre ]a utilizacién de las vacunas preventivas o profilacticas, han sur-
gido otras posibles aplicaciones de esta herramienta de inmunizacién. Se trata
de la posibilidad de llegar a disponer de vacunas terapéuticas®, es decir de es-
timulos suficientes del sistema inmunitario para eliminar las infecciones e in-
festaciones ya establecidas. Esta propiedad facilitaria la lucha frente a ciertas
cronicidades, y haria menos dificil la erradicacién de enfermedades mediante
la eliminacion de los agentes causantes. También, de la misma manera que con
una vacuna tipica se puede aumentar la respuesta inmunitaria frente a un an-
tigeno, o a una variedad de epitopos de un antigeno, en los casos de enferme-
dades autoinmunes *, existira en el futuro la posibilidad de disminuir la res-
puesta a los epitopos que causan o agravan estas afecciones . FEs posible la
mmunizacion frente a células neoplasicas, en experimentacién con modelos de
cancer murino: la vacunacién con antigenos adecuados, ha prevenido la me-
tastasis tumoral, v se ha conseguido prolongar la vida del animal afectado.

Estas y otras oportunidades que ofrecen en estos momentos los avances lo-
grados en el campo de la investigacién inmunolégica, si son enfrentadas a la
intranquilidad que produce la presencia de brotes epidémicos tales como los
de difteria -que recientemente se han producido en el Norte de Europa, rela-
cionado con las inestabilidades y relajamiento de ciertas politicas sanitarias, o
con los cambios de las condiciones socioeconémicas de algunas sociedades e
instituciones-, y a la aparicién de nuevos agentes patégenos exéticos, que han
permanecido escondidos en animales portadores durante siglos ', constituyen
en conjunto factores importantes que explican que se haya atendido mds a la
aplicacién de los calendarios vacunales, y de las coberturas de las vacunacio-
nes consideradas como universales.

* Cohen IR, (1992). The cognitive paradigm and the immunological homunculus. frmnol Today
13:490-494.

Y Cohen I R,(1992)The cognitive pricipal challanges clonal selection.mmunel today 13: 441-444,

¥ Sela M, and arnon R, (1992) Synthetic approaches to vaccins for infection and autoimmuse di-
seases. Vaccine, 10:991-999.

U Rojo JM.A1996) Linfocitos T autorreactivos. Autoinmunidad: Algunos aspectos bisicos. Mono-
grafia, Real Academia de Farmacia, pag. 100-104.

2 Department of Health and Human Services.(1992). U.S. Report of Task Force on Microbiology
and Infection diseasce.Public Health Service National lnstitutes of Health, Bethesda, MD.
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También, se ha despertado un mayor interés en disponer de nuevas vacu-
nas frente a los patégenos aiin descontrolados inmunolégicamente, y contra
aquellos que, aunque se han considerado controlados, van adquiriendo mayo-
res virulencias y resistencias a los tratamientos medicamentosos. Desafortuna-
damente, a(n no existe la vacuna ideal, que seria la que reuniera las condicio-
nes de: segura, estable, totalmente eficaz, que se pueda administrar por via
oral, en una sola dosis en el momento de nacer, que proporcionara proteccion
para toda la vida, y a un precio razonable. La investigacién avanza hacia el lo-
gro de muchos de esos importantes objetivos y, como el profesor Portolés **
presenté en esta Real Academia de Farmacia, contintia vigente sus sabias pa-
labras: «un conocimiento perfecto de la complejidad de las respuestas inmunita-
rias, asf como de sus posibilidades de modulacion, constituyen un gran reto para
la investigacion biomédica actual, que intenta cumplir con el objetivo de salud in-
tegral para el arno 2000».

¥ Portolés A, Nuevos horizontes en Biomedicina y Farmacot erapia, 1986, 1: pdg. 29-106.
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CAPTTULO I

1. BREVE HISTORIA DE LAS VACUNAS

En este apartado se desea dar una mirada muy breve a las raices histé-
ricas de las vacunas, de las vacunaciones y de lo que constituye actualmen-
te la disciplina, o ciencia inmunoldgica aplicada a la prevencién de las in-
fecciones.

Desde siempre, las enfermedades infecciosas han sido acompafiadas por su-
frimientos fisicos, por los trastornos biolégicos ocasionados al individuo y por-
que la sociedad ha penalizado, a veces cruelmente, a los infectados e infeccio-
sos. Frecuentemente se les ha aplicado penalidades psiquicas, como separatles
de sus familiares, compafieros y amigos, alejarles de a sociedad, encerrarles en
lazaretos, en barcos inmovilizados v anclados, lejos del acceso de los demis.
Frente a ellos se han tomado inumerables medidas cautelares que, para preve-
nir el posible contagio de los sanos, les ha discriminado y aumentado sus su-
frimientos.

Por otra parte, desde la mds remota antigiiedad los humanos hemos veni-
do observando que aquellos individuos que sobrevivian a una enfermedad, que-
daban protegidos y gencralmente no volvian a experimentatla, al menos de una
forma tan virulenta. Sobre este hecho confirmado, generacién tras generacion,
se desarroll6 el intento de aprovechar y aplicar el conocimiento adquirido, a la
evitacion o atenuacion del sufrimiento y del riesgo de morir siendo victima de
algo que podia ser prevenido.

1.1, Los primeros datos conocidos sobre la variolizacién

Las repetidas exposiciones al virus de la viruela aumentaron la probabi-
lidad de poder confirmar el principio arriba mencionado y aplicable a esta
dolencia, hasta que, deliberadamente, algunos individuos se provocaban
la induccién de la enfermedad, con la esperanzaza de librarse de males ma-
yores.
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Algtin autor sosticne que en el Atharva Veda, un texto religioso pre-Hin-
di de hace unos 1000 afios a.C., ya hay una descripcién de la variolizacién,
pero no existen pruebas cientificas que lo avalen 7.

Hacia el afio 590 a.C., parece que en China, mediante la inoculacién intranasal
de materiales procedentes de las puastulas de un enfermo, y en India, por inocula-
cién mediante escarificacion dérmica de pequenias cantidades de linfa, pus o costra
de un paciente, se efectuaron las primeras inmunizaciones frente a la viruela.

Todos los datos histéricos confirman que en el siglo VI, la variolizacion se
origin6 en China y en India, de forma simultinca apreciablemente. Desde esas
zonas geogrificas, el procedimiento se fue extendiendo hacia las regiones mas
occidentales del mundo conocido.

Se sabe que, un siglo antes de que Jenner iniciara la variolizacion en Ber-
keley, un pueblo del sudeste de Inglaterra, los chinos preparaban unas pildo-
ras con macerados de pulgas de vacas blancas que empleaban como preven-
cién de la viruela por via oral. Probablemente, se trate del primer intento de
utilizacién de una vacuna por la mencionada via de administracién .

Los monjes budistas practicaban y recomendaban la variolizacion ' duran-
te el reinado de Jen Tsung en los afios de 1022 a 1063.

Los chinos sospechaban que la prictica de la variolizacion que ellos em-
pleaban, tenfa un origen indio o persa .

También hay constancia de que en ¢l siglo VII, los budistas de India inge-
rian veneno de serpiente con la idea de protegerse frente a los efectos tdxicos
de la mordida por ¢l reptil. Se puede considerar como un antecedente de bus-
queda de una inmunizacién inducida por una sustancia parecida a la de la va-
cuna de toxoide **.

1.2. La era jenneriana y sus antecedentes

En los siglos XVII y XVIII, era una creencia popular en Europa que la in-
feccién sufrida por los ordefiadores de las vacas que posefan pastulas en las
ubres, originaba la viruela, pero de una forma muy benigna, si era el caso, li-
brandose de la muerte.

Y Majorn RH. {1954). A History of Medicine. Springfield. Thomas CC.(ed).

¥ Wong KC, Wa LT.(1932). History of Chinese Medicine. Tientsin, Tientsin Press.

% Hume EH. (194Q). The chinese Way in Medicine. Baltimore, Johns Hopkins Press.

¥ Huard PA, Wong K.(1968). Chinese Medicine. New York, McGraw-Hill.

B DeBary WT. (ed). (1972).The Buddkbistn Tradition in India, China and Japon. New York Vinta-
ge Books.
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En Inglaterra en 1721, Lady Mary Montagu, que habia adquirido alguna
informacién en Constantinopla, realizé algunos intentos de proteger a sus con-
ciudadanos de la viruela variolizindolos con pus desecado procedente de pas-
tulas de pacientes. De esta forma, ella logré algunos éxitos, pero se sabe que,

al mismo tiempo, cultivé algunos fracasos .

En 1774, Benjamin Jesty, granjero de Yetminster, después de haber con-
traido y curado de la viruela, vacuné deliberadamente a su mujer y a sus dos
hijos para evitarles sufrir la epidemia.

Indudablemente, Jenner, como todo investigador, vivié algunos afios de in-
certidumbre, de euforia y de gloria, pero también tuvo tiempo para darse cuen-
ta de que, en algunos casos de variolizacién, su método no era tan eficaz, y se
requeria revacunar, es decir, reforzar la proteccién lograda con la primera do-
sis. Asi mismo, con posterioridad, se fue desarrollando la idea de la atenuacién
de los gérmenes mediante el paso a través de distintas especies animales, o por
las acciones de algunos agentes quimicos, o del envejecimiento de cultivos, he-
cho que él no desconocié.

Era evidente que la infeccién con la linfa de las pustulas de las ubres de las
vacas producia una sintomatologia mas benigna que la vacunacién con el ma-
terial de procedencia humana, pero no se sabia todavia que, aunque pertene-
cientes a la misma familia de Poxviridae y género Orthopoxvirus, el virus vac-
cinia era distinto del virus variola.

No cabe ninguna duda de que el mérito de la primera variolizacién por un
método cientifico recae en Edward Jenner %, quien, en 1796, tras informarse
bien sobre ¢l tema, mucho titubear, y realizar mltiples ensayos consigo mis-
mo, inoculd por escarificacion dérmica la linfa de una pistula de la mano de
la ordefiadora Sarah Nelmes, al joven james Phipps. El pequefio no enfermé
de gravedad trds la inoculacién y, en cambio, resistié perfectamente [a poste-
rior contaminacién con pus de viruela humana. Pasados dos afios de la prime-
ra experiencia, y habiendo reunido muchos datos mas, comunicé su descubri-
miento a la Real Sociedad Cientifica de Londres que, en primera instancia,
rechazé de plano la exposicién del médico inglés, hijo de vicario protestante
de Berkeley, por considerar insuficientes las pruebas.

Esto no constituyd ningin obsticulo para que, siguiendo el método de Jen-
ner, ya en ¢l afio de 1801 se habian vacunado mas de cien mil curopeos. Jen-
ner *' predijo la erradicacién de la viruela. Pero la vacunacion tenfa muchos

** Parish HJ. (1965). A History of immunization. London, E and $ Livingstone,

* Jenner E. (1798). An inquire into the Causes and effects of the Variolae Vaccinae. London
Low.

2 TJenner E.(1801). The Origen of The Vaccine Innoculation. London.
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detractores, oponentes y recibia numerosas criticas. Algunos de cuyos proble-
mas fueron corrigiéndose en los tiempo que siguicron.

También en Espaiia, la viruela constituia un problema sanitario importante,
pero atin mas podria serlo en algunas posesiones espafiolas de ultramar, que nun-
ca habian sufrido esta enfermedad v los conquistadores la difundieron entre los
indigenas de los pueblos descubiertos. Para propagar el uso de la variolizacién
en esas zonas geograficas, se organizé una expedicién filantrépica dirigida por el
médico cirujano militar Don Francisco Javier de Balmis Berenguer® que, sufra-
gada por la Corona, y llevando a bordo veintidés nifos vacuniferos, partié el 30
de noviembre de 1803, llevando la vacuna que de brazo « brazo se mantenia siem-
pre disponible para realizar la variolizacién de los nifios de los continentes de
dominio espafiol, en donde no existia, en aquel entonces, mejor medio de pro-
ducir ni de conservar la vacuna. La expedicién recorrié mas de 100.000 kiléme-
tros de América Central, Filipinas etc. A Balmis se le ha llamado el Jenner es-
paiiol, por su gran contribuciéon a la prevencién de la morbilidad y de las altas
tasas de mortalidad que la viruela ocasionaba en el Nuevo Mundo.

La vacuna de la viruela obtenida segtin las directrices dadas por Jenner ofre-
cia, escasas garantias de seguridad y de eficacia. Para que demostrara la au-
sencia de peligros por otras infecciones y su verdadera potencia, era necesario
introducir algunos cambios. A mediados del siglo x1%, se unificaron los méto-
dos de preparacién, adoptando que la linfa se extrajera de terneras, que se em-
pleara glicerina como vehiculo y evitar asf las contaminaciones bacterianas.

En el afio de 1966 todavia la cifras de la viruela eran las siguientes:

Casos en el mundo: de 10 a 15 millones
Muertes por viruela/afio: 2 millones
Zonas con endemicidad: 31 paises

Las intervenciones de los representantes nacionales en las Asambleas de Salud
Mundial de la O.M.S. en favor de dedicar mas fondos y concentrar mis esfuerzos
para terminar con los casos de viruela en el mundo fueron muy eficaces*. Gracias
a ellas, el dia 19 de diciembre de 1979, los miembros de la Comision Mundial para
la Ceritficacion de la Erradicacidn de la Viruela, firmaron el acta corvespondiente, con-
firmando que ya no existia ningn caso de enfermedad por el virus®

Desde la aplicacién de la primera vacuna de Jenner en el afio 1796, se ori-
giné una gran inquietud e interés cientifico en pensamientos que daban lugar
a las mis dispares teorias interpretativas sobre el fendmeno de la vacunacion y
sobre los origenes de la enfermedad infecciosa.

2 Mazana CJ.(1996}. Francisco Xavier de Balmis y Berenguer(1753 1919). El Jenner Espaniol. Un
Capitulo en la Historia de la profilaxis antivaritlica.

2 19th World Health Organization (1967}, WHO.

# Global Eradication of Smallpox Final Report (198(4). WHO.

¥ WHO. (1979). Certification of Smallpox Eradication From the World.
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1.3. La era bacteriana

Transcurridos unos 80 afios sucedié que Robert Koch, trabajando en su la-
boratorio, en 1876, aprovechando los avances conseguidos en el cultivo de bac-
terias, logré cultivos puros del bacilo del antrax, aislarlo e inocularlo al ratén.
El ratén sufrié la enfermedad y el cientifico demostré la importancia de su tra-
bajo. Sobre esta base més sdlida, se desarrollaron nuevos medios de cultivos
bacterianos y se identificaron agentes causales de varias enfermedades. Robert
Koch demostrd que el bacilo del antrax posefa la capacidad de formar esporas
v de sobrevivir indefinidamente.

Roux y Yersin demostraron que los filtrados de algunos cultivos de gér-
menes libres de cuerpos bacterianos, propagaban enfermedades tales como la
difteria el téranos, la gangrena gaseosa, el botulismo, con lo que quedaba cla-
to que existian exotoxinas capaces de producir enfermedades.

1.4. La era de Pasteur

A finales del siglo x1x, se hizo patcnte el intento de aplicar los conocimientos
adquiridos a la obtencién de vacunas. El epigrama de Pasteur de “lz suerte fa-
vorece vnicamente a las mentes preparadas”, fue aplicado por excelencia al de-
sarrollo de vacunas.

Surgieron grandes estudiosos de la ciencia biolégica, y Louis Pasteur, im-
portante cientifico francés, tomé buena nota de los descubrimiento de la épo-
ca, tales como los de los cultivos bacterianos. Tuvo un gran prestigio que le per-
miti¢ crear una escuela de investigacidn. Pasteur, gracias a los descubrimientos
de Koch sobre las posibilidades de cultivar gérmenes en lugar de utilizarlos com-
pletamente vivos para vacunas, traté de inocular suspensiones de gérmenes que
habia debilitado progresivamente. Demostré que el agente infeccioso del céle-
ra aviar en cultivos expuestos al aire durante un fin de semana perdia virulen-
cia, y servian como vacuna sin el riesgo de producir la enfermedad. Emple6 el
virus salvaje de la rabia, lo cultivé varias veces intracerebralmente en conejo
hasta conseguir un virus fijade, como él lo llamé, Entonces desecé al aire la mé-
" dula espinal de conejo que habia sido inoculado con el virus, y de cse material
prepard diversas suspensiones que constituian su vacuna antirrabica.

La historia de las vacunas es digna de ser relatada detenidamente, v es re-
comendable informarse a través de una obra especializada.

En esta breve descripcién, unicamente se resume y deja constancia crono-
légica de lo que, con posterioridad a estas fechas tan memorables e importan-
tes para la iniciacién de las vacunaciones, se ha venido produciendo en el cam-
po de los productos inmunolégicos.
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En el afio 1918 ya se disponia de la vacuna antitifoidea, en 1924 del to-
xoide antidiftérico, posteriormente en 1927 la vacuna BCG antituberculosis,
que actualmente estd mejorandose, para aumentarle su inmunogenicidad; en
1925 se dispuso del primer toxoide antitetanico; en 1940 de la vacuna con-
tra el célera; en 1945 de [a vacuna anti-tosferina; en 1947 de la V. antigripal;
en 1948 la V. anti-fiebre amarilla; en 1948 de la V. antipoliomielilica Salk in-
yectable; en 1957 de la V. antipolio Sabin oral; en 1959 de la V. antisaram-
pidn; en 1964 de la V. antiparotiditis (virus atenuados); en 1967 la V. anti-
rrubéola; en 1970 la V. antimeningocdcica (polisacaridos capsulares A+C);
en 1974 la V. antineumocdcica; en 1982 la V. antihepatitis B obtenida por in-
genieria genética; en 1983 la vacuna antivaricela (virus atenuados); en 1984
la V. antihemofillus influenzae b; en ano de 1990, la primera vacuna frente a
la hepatitis A.

1.5. El presente

Como ha podido observarse, a partir del afio de 1988, después del éxito
del empleo de la ingenieria genética, la mayor parte de las vacunas se desarro-
llan empleando tecnologias nuevas que ofrecen productos mis seguros y mds
eficaces.

Hasta aquellos afios, las estrategias de investigacién de vacunas eran muy
limitadas. En las Gltimas décadas, las opciones para estudiar estructuras mole-
culares inmunégenas, para construirlas y para obtenerlas industrialmente, han
mejorado radicalmente. La reciente tecnologia del DNA-recombinante, la apli-
cacién de los métodos de elonacién molecular, los procedimiento bioquimicos
de purificacion, y la ayuda que proporcionan los conocimientos de la inmuno-
logia basica de la vacunacién, facilitan la disponibilidad de entidades molecu-
lares puras con propiedades inmundgenas que pueden exaltarse o aumentarse
mediante el empleo de vehiculos adecuados, de vectores bacterianos y viricos,
pero también de un grupo cada vez mayor y més eficaz de adyuvantes que es-
timulan, refuerzan y modulan las respuestas inmunitarias para acercarlas al pun-
to Optimo deseado.

Las principales direcciones hacia donde se encamina la investigacién de
nuevas vacunas en el momento en que se escribe este estudio, se podrian re-
sumir en los siguientes grupos:

a) Vacunas de Acidos Nucleicos.

b) Vacunas de Antigenos Sintéticos y anti-idiotipos.

¢ Vacunas de Neoglicoconjugados.

d) Vacunas de compenentes purificados.

e) Vacunas de Cepas Geneticamente modificadas.

f) Vacunas con componentes novedosos de liberacién de antigenos.
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Es de esperar que progresivamente se vayan asignando prioridades a los
proyectos cuyo datos de experimentacién vayan ofreciendo mejores oportuni-
dades de desarrollo.



CAPITULO 1I

2. INVESTIGACION DEL PROCESO ETIOPATOGENICO

2.1, Breves consideraciones sobre los gérmenes causantes
de las enfermedades

Debido al desarrollo de la genética molecular que se basa, en gran parte,
en el estudio de los mutantes microbianos, las enfermedades infecciosas no con-
tituyen el tnico puente entre la microbiologia y la medicina.

A continuacion se realiza una breve consideracién sobre los gérmenes cau-
santes de las enfermedades:

e VIRUS » PARASITOS
e BACTERIAS e« HONGOS

Por otra parte, se recoge una tabla con el escenario simplificado de los prin-
cipales microorganismos que son objeto de este estudio.

2.1.1. Los virus

Los virus son las estructuras biolégicas mds sencillas, metabélicamente iner-
tes. No pueden crecer o replicarse en medios de cultivo artificiales sino que,
obligatoriamente han de utilizar el metabolismo de las células vivas. La parti-
cula viral nunca crece, ni sufre divisién binaria. Su reproduccién corresponde
solamente a la de su 4cido nucleico, y su desarrollo es endocelular o dentro del
mismo ntcleo de la célula huésped. Las investigaciones sobre virus se realizan,
principalmente, en cultivos celulares, en embriones y en animales de laborato-
rio. Las dimensiones de las particulas virales maduras o viriones, son demasia-
do pequeftas y comprendidas entre las 20 v las 350 milimicras (una micra la
millonésima parte del metro).
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Los bacteriéfagos son virus bacterianos. Por su facilidad de manejo en el
laboratorio, han servido como prototipos para investigar la naturaleza de ellos,
aunque no sean exactamente comparables a los virus de los animales, ni a los
de las plantas .

Los virus presentan una especificidad extraordinaria para causar la enfer-
medad. Frecuentemente, el diagnéstico de laboratorio de las infecciones vira-
les se basa, en la demostraciéon de las respuestas inmunitarias especificas. Es-
tas se producen como consecuencia de la infeccién aguda, o del estimulo del
sistema mediante la vacunacién.

El desarollo de la inmunologia celular ayudara mucho a la investigacién de
vacunas”’ -

Los antigenos de superficie de los virus son los mds importantes por sus
correspondientes especificidades de tipo, subtipo y hasta de cepa. Los anti-
cuerpos producidos después de la infeccién o de la vacunacién, producen en
general su neutralizacién. Son anticuerpos neutralizantes inducidos como con-
secuencia de la inmunidad adquirida.

Los antigenos de la cipsida de los virus son de naturaleza proteica. En al-
gunos virus pueden formar varias capas. Los correspondientes a la envoltura
son también de naturaleza proteica, asociada a moléculas de glacidos o de li-
pidos.

Los antigenos profundos de los virus, son proteinas internas del virién
como la proteina matriz, o proteina-M, de los ortomixovirus, También pue-
den encontrarse numerosas proteinas no estructurales con propiedades an-
tigénicze;s y antigenos solubles constituidos por fracciones proteicas muy di-
versas *°,

2.1.2.  Las Bacterias

Las Bacterias son grupos muy diversos de microorganismos unicelulares,
capaces de vivir, crecer y reproducirse por si mismas. Las dimensiones de las
bacterias estin comprendidas entre las 0.4 y 1.0 (m (micras) de didmetro. Mor-
folégicamente se distinguen las esféricas o cocos, con algunas desviaciones
como la forma lanceolada de los neumococos; forma de grano de café, como

% MeMichel, A. (1993) Natural selection at work on the surface of virus-infected cells. Science,
260:1771.

7 Harper DR, (1994) Molecular Virology. BIOS Scientific Publishers, Oxford).

* Bertoletti A, Chisari FV, Penna A, Levrero M, de Caril M, Flaccadori F and Ferrarri C, (1994}
Natural Variants of cytotoxic epitopes are T- cell receptor antagonists for antiviral eytotoxic T cells. Na-
ture, 369:407.
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los gonococos y meningococos; las alargadas o bacilos, y las formas espirales,
de las cuales son subgrupos los vibriones, espirilos y espitoquetas. Los cocos
se separan completamenete después de su division celular. Cuando permane-
cen aislados, se denominan micrococos. Pueden presentarse también aparea-
dos (diplococos), en cadenas (estreptococos), agrupados irregularmente (esta-
filococos) . Cualquiera que sea la forma o el tamafio de la bacteria; todas tienen
algunos aspectos estructurales comunes: son estructuras muy primitivas cono-
cidas como células procariéticas. Consiste en una masa gelatinosa, citoplasma,
dentro de una membrana, que generalmente la envuelve, una pared celular, ri-
gida y porosa, a cuyo través pasa el agua y los nutrientes, y salen los materia-
les de desecho.

La membrana citoplasmatica esta formada por dos capas de lipidos y pro-
teinas que actian como batreras hacia el mundo externo.

Dentro del citoplasma bacteriano, se encuentra una madeja de doble en-
tramado constituida por el 4cido desoxirribonucleico 0 DNA: es el cromo-
soma de la bacteria, que contiene toda la informacién genética necesaria para
su supervivencia celular. Es como si fuera su programa de ordenador, que
contiene todas las instrucciones para [a sintesis de las proteinas. El cromo-
soma, tiene la capacidad de replicarse por si mismo, y pasa a las células des-
cendientes. Estd unido al citoplasma a través de una estructura llamada me-
sosoma.

Entre las otras estructuras del citoplasma se encuentran los ribosomas,
constituidos por 4cido ribonucleico o RNA, que son los responsables de fa-
bricar las proteinas celulares bajo la direccién del cromosoma bacteriano.

De vez en cuando, la célula bacteriana puede contener pequefios frag-
mentos circulares de DNA que flotan libremente en el citoplasma: son plas-
midos, que no intervienen en los procesos vitales celulares, sino en los de de-
fensa frente al medio. Se desarrollan y reproducen independientemente del
niicleo, y frecuentemente actiian como antigenos, que disparan los mecanis-
mos de defensa frente a [a infeccién. Estos mecanismos son las capsulas, ma-
teriales viscosos segregados por ciertas bacterias para defenderse de las con-
diciones adversas, los flagelos, filamentos protefcos que permiten realizar
algin movimiento dentro de los medios liquidos, y el pelo o fimbria, estruc-
tura proteica pilosa, que le permite adheritse a las superficies celulares que
ataca.

Se conoce con el nombre de citosol, a todos los componentes solubles ce-
lulares.

*# Jakatz E, Melnick JL, Adelberg, Brooks DF, Butel ]S, and Omston LN. (1991) Medrcal micro-
biology. Prentice-Hall, Princeton, NJ.).
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Los componentes antigénicos de las bacterias

El ingreso de las bacterias en el organismo humano durante la infeccion,
origina la formacién de una serie de anticuerpos que, en general, aglutinan
a los cuerpos bacterianos. No todos estos anticuerpos son protectores {ren-
te al gérmen, ni sus titulos guardan relacién con el grado de proteccidon. No
obstante, son marcadores muy importantes para el diagnéstico de la enfer-

medad.

Las estructuras bacterianas poseen, especialmente en sus correspondientes
superficies o paredes, epitopos que encajan en los receptores del sistema in-
munitario, y que son los que podrian dar lugar a las respuestas de proteccién
del individuo infectado.

Algunos antigenos bacterianos son heterogenéticos, que coinciden con los
A, B, y H de Forssman de los hematies humanos que, ademis, se pueden en-
contrar en numerosas células. Otro m4s es el hapteno de Wassermann, pre-
sente en muchos tejidos, v en Treponena pallidum. La presencia de antigenos
de grupo especifico, permite clasificar a determinados géneros. Como las com-
posiciones quimicas de las bacterias gram-positivas son distintas de Jas gram-
negativas, también se diferencian por sus constituyentes antigénicos.

En las bacterias gram-positivas, los antigenos capsulares ticnen, en gene-
ral, mayor importancia antigénica que la de los flagelos; por el contrario, los
flagelos de las gram-negativas son proteinas fibrosas muy antigénicas denomi-
nados antigenos H, que son en general muy especificos.

El peptidoglicano de la pared celular juega solamente un papel adyuvante
del mosaico antigénico de los antigenos de superficie de las bacterias gram-po-
sitivas. La inoculacién al animal, d4 lugar al desencadenamiento de reacciones
anilogas a las de las endotoxinas de los gérmenes gram-negatvos. Los dcidos
lipoteicoicos, constituidos por cadenas largas de 4cidos teicoicos enlazados por
un glicolipido, actian como mediadores de adherencia de los estreptococos a
las células epiteliales de las mucosas del individuo. La proteina A de superfi-
cie, parece estar implicada en la virulencia de los neumococos*, en el animal
de experimentacién, desarrolla respuesta inmunitaria protectora y es objeto de
estudio de varios proyectos de investigacién de vacunas. El polisaciride C,
constituido por 4cidos teicoicos, come polimeros de fosfato de ribinol, conte-
niendo colina y galactosamina-6-fosfato, que se unen a los peptidoglicanos de
la superficie externa de la pared celular. En las bacterias gram-negativas, se pue-
den encontrar antigenos superficiales exteriores, o productos de secrecion, sin
estructura fisica, denominados antigenos K.

* Briles DE, Yother ], McDaniel LS. {1988). Role of pneumococcal surface protein A, in the vi-
rulence of Streptococcus preunomiae. Rev infect Dis 10 (supl 2): 5372-5374.
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2.1.3. Los Pardsitos

A los efectos de este estudio, se encuadran dentro del grupo de parasitos
patdgenos a todos los agentes animales que producen enfermedades tan evi-
dentes como anemias, disenterias, encefalitis, neumonia, y sintomas mis ocul-
tos, como reacciones de hipersensibilidad o de alergias en el hombre.

Se incluye desde los grandes Helmintos, cuyas dimensiones pueden alcan-
zar metros, como los cestodos (Diphyllbotrium y Echinococcus), hasta los Pro-
tozoarios intracelulares de dimensiones micrométricas !,

Los antigenos parasitarios constituyen un grupo muy complejo de hetero-
antigenos, de naturalezas proteicas, glicoproteinas, y polisacaridos, con pro-
piedades inmunégenas para el huesped humano.

Muchas de las enfermedades parasitarias son causantes de morbilidades
v de mortalidades importantes en todo el mundo

A la consecucién de vacunas frente a estas enfermedades parasitarias, se
han dedicado grandes esfuerzos durante més de 20 afios y logrado muy pocos
resultados.

Los parisitos patdgenos poseen muchas més posibilidades de superviven-
cia y ciclos vitales muy complejos . Por la presentacion de multitud de epito-
pos distintos, es muy dificil inmunizarse frente a éllos, aunque las nuevas va-
cunas ofrecen algunas esperanzas de futuro %,

Los antigenos parasitarios son muy diversos, como corresponde a [a diversi-
dad de los parisitos patégenos. Exiten mosaicos antigénicos que solamente se li-
beran con la muerte del parasito. La inmunogenicidad de los antigenos para el
hombre depende, en gran parte, del grado de adaptacién del parisito. Los para-
sitos pueden inducir inmunidad celular y humoral, pero frecuentemente se adap-
tan y se convierten en especies comensales, como en el caso de la Entanioeba coli.

2.1.4. Hongos

Los hongos y actinomicetos patégenos contribuyen al aumento de la mor-
bilidad y mortalidad humanas.

' (WHO, 1995) Tropical Disease Research. (1995} Twelfth Programme Report. UNDP/World
Bank WO Special Programme for Research and training in Tropical Disease, Ginebra, pg.11¢. (Leish-
maniosis dog vaccine trials in Brazil. (1994) TDR News 46:4:).

* McGuire W, Hill AVS, Allsopp CEM, Grennwood BM and Kwijatkowski D, (1994) Varéation
in the TNF-( promoter region assoctaled with susceptibility to cerebral malaria. Nature, 371: 797.
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Las barreras naturales inespecificas y los mecanismos especificos adquiri-
dos, pueden jugar un papel importante en la defensa frente a la infeccién por
hongos oportunistas; los macréfagos alveolares o peritonales, la fraccién C, del
complemento, se moviliza en los casos de parasitosis. Se considera que, en ge-
neral, las defensas mediadas por linfocitos T son dificiles de encontrar frente
a este tipo de infeccién.

2.2. La interpretacion de Ia biologia del agente patégeno. La investigacion
del proceso etiopatogénico >’

Para investigar una nueva vacuna que Sea segura, eficaz y que proteja frente
a la infeccién y a la enfermedad, es preciso conocer, entender e interpretar ade-
cuadamente la biologia del agente patdgeno que se estudia™, asi como la respuesta
inmunitaria innata e inducida que puede provocarse en el hospedador humano*

El paradigma Th, /Th,, proporciona un modelo util para comprender la pa-
togénesis de muchas enfermedades infecciosas y ayuda en la investigacion de
nuevas estratégias en el desarrollo de vacunas’®

Es conveniente prestar atencion a las siguientes circunstancias:

@) Las caracteristicas de la enfermedad causada: como se replica y divide
el germen patdgeno, su grado de patogenicidad varfa entre margenes
muy amplios. La patogénesis, o acontecimientos que dan lugar a los
signos y sintomas clinicos, constituye un cuerpo de informacién que,
conjugado con todos los demds datos, orienta sobre el lugar donde,
probablemente, se produzca una respuesta inmunitaria protectora y
donde se podrian encontrar rastros moleculares que podrian servir de
apoyo al proyecto de investigacion,

b) Hay probabilidades de encontrar respuesta inmunitaria constituida por
IgA en las mucosas, puerta de entrada del germen y por IgG en la
sangre, casi inmediatamente después de que se produce el contacto
contagioso. Es dificil detectar marcadores de infeccién en el caso de
patégeno endocelular. Se podria encontrar la presencia de toxinas cir-
culantes, cuando el germen fuera productor de ella.

En el origen y en el desarrollo de la enfermedad, el término virulencia cuan-
tifica la magnitud del dafio que el patdgeno puede causar en los tejidos y en

» Relman DA, and Falkow S. molecular perspective of microbial pathegenicity. Cell, 103:19-29.

* Marrack P and Kappler | (1994} Subversion of the immune system by pathogens. Cell 76:323.
# Playfair AM {1993). ] Infection and immunity. Oxford University Press.

* Romagnani S. {1997) The Th1 / Th2 paradigma. Immunol Today, 18:263-266.

32



los érganos del hospedador humano, asi como la capacidad para invadir que
posee ¢l germen y la rapidez de multiplicarse; la facilidad de adherirse al epi-
telio superficial; la viabilidad de penetrar las distintas barreras y de dirigirse
hacia los tejidos u 6rganos, por los cuales tiene mayores apetencias y condi-
ciones para sobrevivir y reproducirse,

La virulencia de un microorganismo, es un término de valor relativo; mu-
chos gérmenes cuyas virulencias habitualmente son bajas, pueden dar lugar a
enfermedades graves en hospedadores con inmunidades deprimidas. Este es el
caso de los microorganismos oportunistas:

Los microorganismos colonizan, proliferan, se multiplican, se replican y
producen citotoxicidad directa. Las toxinas y las disgregaciones tisulares; des-
truyen los tejidos del individuo invadido, por los factores de virulencia que les
sON Propios.

El tamafio de la dosis infectante del germen es un factor que es, muchas
veces, decisivo para que la infeccidén prospere. La penetracién del microorga-
nismo puede verse facilitada por la secrecién de enzimas adecuados para ejer-
cer esa funcién. El microorganismo también puede adherirse a un epitelio o a
otro tejido.

Las adhesinas microbianas, moléculas que se fijan a los distintos recepto-
res tisulares, pueden jugar un papel importante en la enfermedad. Estas molé-
culas, en las bacterias, estan habitualmente situadas sobre estructuras filamen-
tosas (fimbrias, pili}, muestran afinidad por receptores especificos, como son
los ganglidsidos y glicoproteinas de superficie. En algunas cepas patdgenas de
Escherichia coli o de Neisseria gonorrboeae, se ha demostrado que esos fila-
mentos pilosos aumentan su virulencia y permiten a esos microorganismos la
facil unién a los uroepitelios, manteniéndolos alli a contracorriente de la ori-
na, que no los puede arrastrar para eliminarlos. El dextrano producido por de-
terminadas cepas de Streptococcus viridans, les permite adherirse a la superfi-
ciec de los dientes, y provocan enfermedades en las encias. Los polisaciridos
capsulares de algunas bacterias, pueden poseer propiedades analogas. Los com-
plejos viscosos segregados por Staphylococcus epidermidis, frecuentemente se
adhieren a las piezas protésicas, constituyéndose en fuentes de infecciones. El
virus de la gripe se adhiere a los radicales del acido N-acetil neuraminico de
los epitelios respiratorios, mediante la proteina hemoaglutinante existente en la
cubierta viral.

En la investigacion de la patogenia de la infeccién por el virus VIH, se en-
contré que la penetracién en la célula humana | se realizaba a través del re-
ceptor CD4 de los linfocitos Th helper, o de otras células que expresan este re-
ceptor, aunque con posterioridad se demostré que el virus podia utilizar ademas
otros mecanismos de penetracion a través de los receptores Fc de inmunoglo-

]
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bulinas, o también de receptores de complemento. La molécula del glicopro-
teico gpl20, entra en contacto con el receptor CD4 y facilita que la molécula
gp41 se junte al factor de fusién de la membrana celular. A partir de aqui, se
origina la introduccion del genoma viral. Entonces, el agente patégeno puede
pasar a una fase de latencia, o de replicacién controlada o rapida. El descu-
brimiento del funcionamiento minucioso de los factores que intervienen en uno
u otro de estos acontecimientos puede proporcionar la clave de la patogenia
de la enfermedad. Se conoce algo sobre el estimulo antigénico y sobre algunos
factores que van a influir en la activacién del VIH, asi como sobre las tres ca-
racteristicas fundamentales de alta variabilidad genética (errores cometidos por
la polimerasa viral al incorporar los nucledtidos). El tropismeo, el cambio de un
tinico aminoacido en la molécula gpl20 de Ia envoltura, afectaria a la capaci-
dad de unién al receptor CD4, pudiendo convertirlo en, al menos, menos in-
feccioso; también, otros cambios en la mencionada molécula de glicoproteina
no afectarfan a la unidn al receptor, pero si a su tropismo, que sélo podri in-
fectar a linfocitos, y no a monocitos, v virus defectuosos (particulas con geno-
mas incompletos).

Los retrovirus con genoma de DNA, estin integrados por una transcripia-
sa inversa y una integrasa dentro del genoma del hospedador humano, en don-
de pueden permanecer sin expresarse, en un periodo de latencia. La latencia
es una forma muy eficaz para que el virus escape de la accién del sistema in-
munitario, persistiendo su infecciosidad durante prolongados periodos de tiem-
po. Otros ejemplos lo constituyen ¢l virus de Epstein-Barr (VEB) v los her-
pesvirus. Los linfocitos B infectados por’ el VEB, solamente expresan una
proteina EBNA-1 que, en general, no son reconocidas, al menos, por los lin-
focitos citotdxicos de algunas personas. Parece que la repeticién de la secuen-
cia Gly-Ala de los aminodcidos de la mencionada proteina, emite signos inhi-

bidores que interfieren con el procesamiento del antigeno y con la presentacién
del MHC-clase-T restringido *.

La investigacion y el desarrollo de una vacuna requiere establecer una pla-
nificacién que comprenda la participacién del mayor nimero posible de es-
pecialistas que aporien los conocimientos especificos aplicables al trabajo que
se va a realizar. Exige la coordinacién de esfuerzos que se inicien en el co-
nocimiento preciso del proceso etiopatogénico, en la biologia molecular del
agente causal, asi como en las caracteristicas de las respuestas inmunitarias
humoral y celular. Supone la realizacién de numerosos estudios preclinicos
«in vitro» y en sistemas de modelos animales que mas se asemejen —en sin-
tomas, signos y respuesta inmunitaria— a la infeccién y a Ia enfermedad en
humanos.

" Levitskaya J. Coram M, Levisky V et al, 1995 Inhibition of antigen processing by the internal-
repeat region of the EBV nuclear antigen-1. Nature 375:685-687.
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2.5. Gérmenes causantes de infecciones*®** %
VIRUS INFECCIONES
Adenovirus Infecciones respiratorias
Citomegalovirus Mononucleosis
Coronavirus Infecciones respiratorias y entéricas
Dengue Fiebre de dengue, sindrome de choque

Epstein-Barr

Mononucleosis,linfoma de Burkitt

Fiebre amarilla

Ictericia, fallo renal y hepitico

Hepatitis A, B, 0 C

Hepatitis

Herpes simplex tipo 1

Encefalitis, estomatitis

Herpes simplex tipo 2

Lesiones genitales

Herpes virus 6 (humano)

Desconocido, posiblemente sarcoma de Kaposi

Influenza A, B,y C

Infeecion tespiratoria, gripe

Inmuno deficiencia humana

Sindrome de inmunodeficiencia

tipos 1y 2 humana adquirida

Papilomavirus Verrugas, carcinoma cervical

Parotiditis,virus Meningitis, encefalitis, parotiditis

Parvovirus Infeccién respiratoria, anemia

Poliomavirus JC Leucoencefalopatia multifocal

Poliomavirus BK Cistitis hemorrigica
Paralisis
Rabia Rabia, disfuncién nerviosa
Respiratorio sincitial

Poliomielitis

Infeccion respiratoria

Rinovirus Resfriado comiin

Rotavirus Diarrea infantil

Rubéola Exantema, malformaciones natales
Sarampién Exantema, panencefalitis esclerosante subaguda
Sida (VIH) Inm.def. humana adquirida

Varicela-zoster Exantematica

Vaccinda, virus Infeccién generalizada

*® Mandell, Douglas and Bennett’s. Principles and Practice of infectious diseases, 4th Edition.

* A pubic-private handshake promises new vaceines for the world -CIV.- (WHO), FORUM,
Num.14, pg 9, June 1597,

* A global vaccine for a global disease.- An end ro rotavirus diarrhea?.-CV] Forum, Num.14 pg
2; June,1997. '
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BACTERIAS

INFECCIONES

Bacillus anthracis (aerobio,

Antrax (carbunco cutineo)

forma esporas)

Bordetella pertussis Tos ferina
Borrelia burgdoferi {espiroquetas Enfermedad de Lyme
de ficbres recurrentes)
Campylobacter jejun: Gastroenteritis
Clostridium botulinicum Botulismo
Corynebactertum diphteriae Difteria

Fscherichia coli

Inf.intestinales (diarreas), y/o urinarias

Haemophillus influenzac

Otitis media, neumonfa, meningitis

Helicobacter pilori

Gastritts, tlcera duodenal

Legionella pneumophila

Legionelosis, enfermedad del legionario

Listeria monocytogenes

Sepsis, meningitis

Mycobacterium leprae

Lepra

Mycobactersum tuberculosis

Tuberculosis, Tisis

Neisseria gonorrbea

Infeccién urinaria, gonorrea

Neisseria meningitidis
(meningococo)

Sepsis, meningitis

Pseudomonas aeruginosa

Infecciones hospitalarias

Ricketsia

Ricketsiosis, fiebre de las Montafias Rocosas

Salmonella

Gastroenteritis, fiebre tifoidea

Shigella (disenteriae, shigae,
frexneri)

Disenteria

Staphylococcus aurens

Impétigo, sindrome de choque téxico

Streptococcus preumontae

Otitis media, neurnonia

Streptococcus pyogenes

Faringitis, ficbre reumatica

Treponema pallidum

Sifilis, treponemasomiasis, espiroquetosis

Treponema pertenue

Pian, erupcién en extremidades y regiones genttales

Vibrio cholera

Colera

Yersina pestis

Peste bubdnica
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PARASITOS INFECCIONES
Entamoeba histolytica Ulcera intestinal, Disenteria amebiana
Giardia lamblia Diarrea entérica
Leishmania Dolores tropicales, lesiones del bazo
Plasmodium Paludismo, malaria
Microfilaria Filariasis
Schistosoma Esquistosomiasis
Toxoplasma gondii Toxoplasmosis
Trichomonas vaginalis Vaginitis
Tripancsoma africanum Tripanosomiasis
Tripanosoma cruzt Enfermadad de Chagas
Tripanosoma gambiense Enfermedad del suefio africano

HONGOS INFECCIONES

Candida albicans (levadura patégena)

Candidiasis, infecciones de mucosas

Dermatofitos comunes

Invaden pelos y foliculos pilosos

Histoplasma (dimérfico)

Histoplasmosis

Preumocystis carinii

Neumonia (en enfermos de sida)

Aspergillus fumigatis

Aspergilosis

Nota: Los virus pueden clasificarse en dos grandes grupos:

[.  Virus con genoma DNA,

II.  Virus con genoma RNA. Sin embargo, surgen algunos proble-
mas para clasificar a los viroides, a los priones, a los virus hi-
bridos, a los pseudoviriones y a los DNA-recombinantes *'.

“ Dimmmock NJ, and Prinrose SB. (1994). Introduction to Modern Virology. Blackwell Science,
Oxford.
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CAPITULO 11

3. INVESTIGACIONES SOBRE EL SISTEMA INMUNITARIO
Y SUS RESPUESTAS

3.1. La inmunidad innata

La palabra inmunidad comprende a todos los mecanismos que el cuerpo

utiliza para protegerse frente a los agentes del ambiente en que vive *.

Los invasores o agentes extrafios al individuo pueden ser microorganis-
mos, sus productos, polen, alimentos, medicamentos, sustancias quimicas
y todo lo que se distingue de su propio ser y se opone a su desarrollo
normal.

La inmunidad es un proceso discriminatorio, que separa todo lo que no le
es propio. «La complejidad funcional del sistema inmunitario es tan solo com-
parable a la correspondiente al sistema nervioso y, como este, aparece disper-
so ¢ implantado en la mayoria de los tejidos organicos, siendo capaz de me-
morizar y de responder adecuadamente a una enorme variedad de sciales

especificas. Pueden recibir y transmitir sefiales estimuladoras, moduladoras e
inhibidoras .

La comunicacién entre estos dos sistemas tan fundamentales para la vida,
parece que se pueda realizar a partir de intercomunicadores celulares, entre
los cuales el IFN-a puede ser el primero que actia en ambos de los sistemas
mencionados,

* Metchnikoff E. Lectures on the comparative pathology of inflamation.Keegan, Paul, Trench,
Trubner, London (Reprinted by Dover, NY, 1968}

* Portolés A, Inmunofarmacologia. Nuevos horizontes en Biomedicina y Farmacoterapia. 1986,
pg-12.
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3.2. Mecanismos de defensa

3.2.1. Las puertas de entrada de los agentes patégenos

La mayoria de los organismos patdgenos (protozoos, hongos, bacterias y
virus), viven libremente en [os suelos, aguas o materiales de deshechos, ali-
mentandose de sustancias organicas en descomposicidn, y son lanzados al aire,
por circunstancias atmosféricas o de otra naturaleza. La generalidad de los
agentes patégenos, esta adaptada para vivir sobre un solo tipo de hospeda-
dor. Consecuentemente, la fuente mas frecuente de infecciones humanas, son
las propias personas. Los individuos afectados por una enfermedad conta-
giosa, pueden transmitirla con mayor facilidad a otras personas. La transmi-
sion podria efectuarse en las primeras etapas del desarrollo de la infeccion
en el infectante, y antes de que se le manifieste ningGn signo ni sintoma, o
una vez que la enfermedad se ha declarado abiertamente, o incluso durante
la convalecencia.

El cuerpo humano posee unas estructuras tisulares especificas, muchas ve-
ces protegidas por barreras, que le sirven para relacionarse con el exterior y
poder realizar sus funciones vitales. Los patdgenos utilizan estas zonas anaté-
micas como puertas de acceso para entrar en las distintas partes del hospeda-
dor. Ademds de estas vias de entrada permanentemente abiertas, aunque de-
fendidas por obsticulos fisicos, quimicos, y bioldgicos, el organismo humano
sufre, circunstancialmente, alteraciones de la integridad corporal. Las heridas
accidentales, picaduras de insectos, mordeduras de animales, proporcionan
oportunidades evidentes para la infeccién por inoculacién. Los instrumentos
quirargicos contaminados, las agujas hipodérmicas, las jeringillas y las solu-
ciones inyectables, pueden también facilitar la entrada de los patégenos. Es el
caso frecuente de las transmisiones de las enfermedades sexuales, aunque es-
tas infecciones podrian ser ocasionadas porque los liquidos bioldgicos conta-
giados, frecuentemente son vehiculos contagiosos para las personas sanas. Nu-
merosas infecciones de las vias respiratorias se contraen a través de la
inhalacién de goticulas de secreciones presentes en el aire, y procedentes de
estornudos o toses de infectados. Los gérmenes provenientes de materias fe-
cales y de materiales contaminados, pueden ser ingeridos por contacto direc-
to o indirecto entre boca y manos sucias, ademds de por las aguas o por los
alimentos contaminados.

Algunas infecciones pueden ser transmitidas verticalmente por contagio de
la madre gestante al feto; por ejemplo, por los virus de la rubéola (puede oca-
sionar malformaciones graves), de la hepatitis B (puede ser ocasién de que se
convierta en un portador crénico de este virus, con la trascendencia que le su-
pondria), por la bacteria Clostridium tetani (que podria ocasionar un tétanos
neonatal, extraordinariamente grave).
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3.2.2. Barreras que protegen frente a la infeccion

Es importante considerar los mecanismos desplegables por el hospedador
en su defensa, con el fin de poder conocer de que medios dispone y la forma
como establece la lucha frente al agente infeccioso.

Aunque el ambiente en que se desarrolla la vida humana esta rodeado de
organismos potencialmente patdgenos entre los cuales son frecuentes los gér-
menes infecciosos, el sistema de barreras de defensa evita que se sufran enfer-
medades de una forma permanente. Atin mds, los gérmenes patdgenos pueden
invadir y multiplicarse en el cuerpo humano, sin provocar una infecciéon que
llegue a ser enfermedad, porque el sistema defensivo e inmunitario, general-
mente estd en condiciones de evitar el acceso a los tejidos corporales y 6rga-
nos en donde podrian causar danos.
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3.3. Factores inespecificos de la resistencia

1.—Anticuerpos naturales y situaciones inmunitarias de proteccién cru-
zada ",
2.—Células -NK (natural killer o linfocitos asesinos),que se encuentran
en la sangre’y en tejido linfoide, aunque supone una poblacién re-
ducida de leucocitos *.
3.—Factores hormonales, produccién de estrégenos y de hormona adre-
nocortocotréficas, en fase aguda ¥,
4.—Factores genéticos ™.
5.—Fagocitosis *. La fagocitosis desencadena la produccién de citoqui-
nas,sustancias parecidas a las hormonas que regulan numerosas res-
puestas celulares ™!,
6.—Fibronectina. Se trata de una glicoproteina de alto peso molecular,
que cubre a los receptores de la superficie celular. De esta forma pue-
de bloquear la unién a muchos microorganismos, aunque puede fa-
cilitar la conjuncién con otros ™. Se piensa que la adherencia de los
neumococos a los epitelios de la nasofaringe, estd mediada por re-
ceptores de la fibronectina, y se sabe que las infecciones gripales pro-
porcionan un aumento del niimero de estos receptores, y favorecen
la adherencia del S. preumoniae al epitelio traqueal.
7.—Integridad morfolégica. Las neumolisinas alteran la motilidad de los
cilios.
8.—Microflora normal del hospedador.
9,—Nutricién, o estado nutricional. Edad .
10.—Respuesta inmunitaria no-especifica.
L1.—Excreciones normales y secreciones internas.

* Schneerson R, Robbins JB. (1995) Induction of serum haemophillus influenzae type b capsular
in adults volunteers fed cross reacting Escherichia coli-075, k-100:45. N Engl JM. 272:1093.

* Griffiss JM (1975) Bactericidal activity by [gA of lytic antibody in human convalescent sera. }
Immunol 114- [79.

* Tatenka ], Cebra JJ, Rubin DH. (1995} Characterization of cytotoxic cells from reovirus-infected
SCID wmice: activated cells express natural killer and lymphokine-activated killer-like activity, but fail to
clear infection. ] Virol 69: 3910. ’

Y Weinberg DE. (1984} Pregnancy-associated depresion of cell-mediated immunity. Rev Infect Dis
6: 814-31.

# Zander H, Gross-Wilder H, Kuntz B, et al. (1979), HLA-A, -B, and -D antigens in “paralytic po-
ltomyelitis. Tissue Antigens. 13: 310.

# Sullivan GW, Mandell Gl, The role of cytokines in infection. (1991) Curr Opin Infect Dis.4:
344-45,

*® Romagnani S. (1992) Induction of Th, and Th, responses: a key role for the nataral immune res-
ponse?. Immunol Today 13: 379-391.

* Minty A, Chalon P, Derocq M, et al. (1993) Interlenkine-13 is a new human lymiphokine regu-
lating inflamatory and immune responses. Nature 362:148-150.

# Vandaux P, Didier P, Haeberli A, et al.(1993) Fibronectin is more active than fibrin and fibri-
nagen in promoling S. aureus adberence to inserted intravascular catheters] Infect Dis. 167:633-41.

7 Powers DC, Belshe RB (1991). Effect of age in cytotoxic lymphocyte memory as well as serum
and local antibody responses elicited by inactivated influenza virus vacaine. ] Infect Dis. 167: 584-592.
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3.3.1. Las funciones de la piel y de las mucosas en la defensa frente
a la infeccion

La picl constituye una barrera fisica impermeable a la mayoria de los mi-
croorganismos. La acidez que proporciona al medio, y los enzimas que con-
tienen las secreciones de las glindulas sebiceas y sudoriparas de la piel, molé-
culas con acciones antibiéticas como las beta-defensinas-2>, en su conjunto,
son capaces de matar a numerosos microorganismos patégenos. El epitelio de
la piel posee dos caracteristicas inmunolégicas: la presencia de un tipo de cé-
lulas dendriticas, las células de Langerhans, y los llamados linfocitos intraepi-
teliales; esta clase de linfocitos T, posee cadenas de receptores gamma y delta,
a diferencia de las cadenas de receptores alfa y beta de la mayor parte de las
otras células. La funcidén de las células de Langerhans es la de recoger y trans-
portar hacia el nédulo linfoide de drenaje todo el material extrafio. En el né-
dulo se inicia la respuesta inmunitaria.

Las supetficies internas del cuerpo, estin protegidas por membranas mu-
cosas que tienen la facultad de atrapar numerosas particulas extranas. El mu-
cus secretado por las mucosas contiene, como las secreciones de la piel, sus-
tancias quimicas con propiedades germicidas. Los liquidos que bafian las
superficies de las mucosas, contienen IgA, un isotipo de inmunoglobulinas pro-
ducidas por un numeroso grupo de linfocitos B activados. Estas moléculas de
lgA cooperan con los otros mecanismos de inmunidad innata que funcionan a
nivel de las mucosas. Evitan que los microorganismos invadan el cuerpo y neu-
tralizan sus toxinas. Este proceso de exclusién, normalmente, no desencadena
ninguna inflamacién, pues no supone unién a complemento; la inflamacién en
estos vastos territorios tisulares, puede perjudicar mucho, dado el volumen de
materiales antigénicos que en ellos se contiene. La IgA puede también poten-
ciar los efectos antibacterianos de la lactoferrina y de la lactoperoxidasa®. Se
ha demostrado la presencia de linfocitos T citotéxicos en la mucosa vaginal de
los monos infectados por el VIS (virus de la inmunodeficiencia en simios), y
esto constituye un dato mis a favor de llegar a poder vacunar mucosas y epi-
telios *°. Se estd trabajando mucho en este campo de investigacion inmunolé-
gica, pero es evidente que aln se necesita avanzar mucho mds para, a través
de la vacunacién, optimar la multiplicacién y la activacién de las poblaciones
de linfocitos T que protejan las mucosas.

Las vias respiratorias, asi mismo, estan protegidas por mucosas que barren,
filtran, atrapan en el mucus y eliminan numerosos microorganismos que se en-

* (1997) Nature, 387:908-909

¥ (Kilian M, Mestecky J, Russell M. 1988, Defense mechanisms involving Fc-dependent func-
tion of immunoglobulin A and their subverston by immunoglobulin A proteases. Mictobiol Rev 52:225-
231).

* Lohman BL, Miller CJ, Mcchesney MB, 1995 Antiviral cytotoxic T lymphocytes en the vaginal
mucosa of simian immunodeficiency virus-infected rhesus macaques. J lmmunol 155:5855 - 586l).
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cuentran en el aire inspirado. El mucus con los cuerpos atrapados son impul-
sados a través de la garganta por los cilios que recubren la superficie interna
del conducto.

Los gérmenes deglutidos por el aparato digestivo son, generalmente, des-
truidos por los potentes dcidos de los jugos gastricos. Los que pudieran so-
brevivir, serdn posteriormente atacados por las sustancias alcalinas y los enzi-
mas del intestino delgado. Asi mismo, la flora bacteriana intestinal actiia como
mecanismo de defensa, limitando e inhibiendo la proliferacion de microorga-
nismos nocivos.

Para ¢l caso de que el agente patdgeno logre franquear las barreras protec-
toras y penetrar en el cuerpo, se ponen en funcionamiento otros mecanismos
adicionales de defensa inespecifica. El sistema inmunitario humano moviliza dos
lineas importantes de defensa: la inmunidad natural o innata, que proporciona
una respuesta rapida e inespecifica, y la inmunidad adquirida o inducida, cuya
respuesta aparece mds tarde, unos 3 a 5 dias siguientes a la infeccion.

3.4. Respuesta inmunitaria

Todas las respuestas inmunitarias se inician por el reconocimiento de los
gérmenes o particulas extrafias que ingresan en el individuo. A continuacion,
sigue la fase de activacién de los linfocitos que especificamente reconocen al
correspondiente antigeno, y finaliza con la fase efectora, para eliminar al ele-
mento extrafio.

La inmunidad natural o innata es la responsable de originar la respuesta
inicial del cuerpo ante una infeccién. Se pone en marcha tan pronto como el
germen invade los tejidos, en prevencién de que pueda ocasionar dafios en ellos.
Es inespecifica. No se aumenta ni disminuye cuando el germen se vuelve a po-
ner en contacto en otra ocasion con el hospedador. No genera memoria. Se ma-
nifiesta por la inmediata produccién de numerosos mediadores de inflamacién.
El principal iniciador de la respuesta inflamatoria es la citoquina TNFa, (que
incrementa el didmetro y la permeabilidad vascular; también estimula la ex-
presion de algunas moléculas de adherencia en el endotelio; la citoquina IL-8
origina la atraccion de los neutréfilos y de los linfocitos T, favoreciendo su lle-
gada a la zona de infeccidn. Los tres acontecimientos mas imporiantes que ocu-
rren durante esta respuesta inflamatoria son: a) Aumento de la afluencia de
sangre a la zona infectada; b) Incremento de la permeabilidad vascular, que
facilita que las moléculas y particulas de mayores dimensiones, puedan atrave-
sar el endotelio, y segregar en el sitio de la infeccién, los mediadores solubles
de la inmunidad. ¢) Los leucocitos, especialmente los neutréfilos polinuclea-
res, y los macréfagos en menor extension, se salen de los capilares e inmigran
hacia los tejidos que les rodean.,
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Por un proceso de quimiotaxis, son atraidos hacia el sitio de la infeccién.

Dos componentes toman parte activa en esta respuesta: factores solubles,
tales como los interferones que se producen en una gran variedad de células y
se van a unir y a afectar el comportamiento de las otras células, y la cascada
de complementos. El sistema de complementos es un grupo de unas treinta o
cuarenta moléculas de proteinas plasmaticas, cuya concentracion aumenta entre
dos y unas cien veces la cifra inicial, durante la infeccién. Su principal funcién
esta en controlar la inflamacion. La fiebre que generalmente se encuentra en
todas las infecciones agudas, estd producida por las citoquinas pirogenéticas
(citoquinas tales como la IL-1 y la IL-6; interferones, el factor de necrosis tu-
moral a, TNF-q, y las prostaglandinas, son factores pirogénicos endégenos; las
endotoxinas polisaciridos de las bacterias gram-negativas; productos de ne-
crosis de tejidos: algunas exotoxinas como las del Staphylococcus aureus; los
complejos moleculares de antigeno-anticuerpo, constituyen con otras molécu-
las, el grupo de sustancias pirogénicas exégenas).

En los humanos, la fiebre corresponde a una respuesta beneficiosa frente a
la infeccion. Durante la fase de inflamacién local aguda , producida por varios
agentes infecciosos, puede originarse la activacion del sistema clasico de com-
plementos, en ausencia de anticuerpos: aumentan rdpidamente las concentra-
ciones de determinadas proteinas plasmaticas en la llamada respuesta de fase
aguda. Aparece proteina-C reactiva, que forma complejos con los polisacari-
dos capsulares de bacterias y parasitos, etc.
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Cuando un microorganismo penetra la superficie epitelial, se encuentra con
las células fagocitarias del lingje de monocito/macréfago. Estas células son de
varios y de diferentes tipos, pero todos provienen de la médula. Engullen cual-
quier clase de particula, incluidos los agentes infecciosos que se encuentre a su
paso. Los fagocitan, y los destruyen.

Para este fin, estan colocados estratégicamente en los sitios de maxima po-
sibilidad de encuentro; por ejemplo, en las células de Kupffer del higado, en
los alvéolos pulmonares, nddulos linfiticos, corriente sanguinea, fagocitos san-
guineos, etc. Las células “Natural Killer” son leucocitos que reconocen los
cambios de la superficie de las células infectadas, o afectadas por un proceso
tumoral, se adhieren a ellas, las inactivan y las matan.

La lisozima es un enzima capaz de destruir la pared celular de algunas
bacterias. Se origina en las glandulas salivares , el tejido lacrimal, las mem-
branas mucosas de los conductos respiratorio y digestivo, el bazo, los nédu-
los linfiticos y en ciertos tejidos celulares especializados como son los ma-
crofagos.

3.5. La fagocitosis

I.a fagocitosis consiste en la ingestion e inclusion dentro del citoplasma de
los macréfagos o de los neutréfilos de los microorganismos que se han intro-
ducido en el cuerpo. Se forma asi un fagosoma, que se funde con el organe-
llo citoplasmatico, y forma el lisosoma. Los lisosomas contienen numerosos
enzimas degradativos, tales como lisozima, nucleasas, fosfatasas, coleagena-
sa y elastasa, etc. Segin Unanue ™, los macréfagos segregan los siguientes pro-
ductos: Proteinas implicadas en la inflamacion y en la defensa tales como los
complementos proteicos C2, C3, C4 y C5, la lisozima y la fibronectina. Los
factores de regulacién, diferenciacién y de crecimiento: G-CSF (factor esti-
mulador del crecimiento de colonias de granulocitos), M-CSI (factores esti-
muladores de colonias de monocitos}, GM-CSF (factores estimulantes de co-
lonias de granulocitos y de macréfagos); citoquinas, que regulan las respuestas
linfocitarias: como las TLI1, TL6, IL8, IL10, IL12, v el agonista del receptor
IL-1; y finalmente, los factores que promueven la reparacién de los tejidos da-
flados: factor de crecimiento derivado de las plaquetas, y factor de crecimiento
de los fibroblastos.

Los macrdfagos poseen otro mecanismo para la destruccién del artefacto
de residuos fagocitados: se basa en el éxido nitrico, téxico que se origina por
la accién de la 6xido-nitrico-sintetasa que actiia sobre la arginina.

" Unanue, (1993), en Paul WE, «Fundamental lmmunology», 32 ed de. 1993, Raven Press, Nue-
va York, pg 1lI-144).
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La liberacién de los restos degradados fagocitosomiales desde los fagocitos,
son sefiales de alerta que aumentan los fenémenos de quimiotaxis, y la respuesta
inflamatoria. Esta respuesta se amplifica posteriormente por los macréfagos acti-
vados y, durante la respuesta adaptativa, por los linfocitos antigénicamente esti-
mulados, a través de la liberacién de mediadores quimicos, lo que supone una
union importante entre la inmunidad innata o natural, y la inmunidad inducida.

3.6. Algunas de la funciones del interferon-gamma

La funcién principal de la citoquina denominada interferén-y, IFN-vy, con-
siste en la inmunomodulacién (de 100 a 10.000 veces mds activa que el IFN-q,
o que IFN-B), y en aumentar Ja expresién antigénica en el MHC-1 y el MHC-
IT en las células que normalmente no lo expresan, La mayor parte de las célu-
las tienen receptores para el IFN-vy, pero su objetivo prioritario estd en el lina-
je de células de los macréfagos, en los cuales estimula variadas actuaciones. Por
ejemplo: a) Promociona la diferenciacién de los precursores mieloides in-
maduros, para transformarlos en monocitos maduros; b) Estimula la capacidad,
como células presentadoras de antigenos de los macréfagos, mediante la regu-
lacién de la expresién del MHC-L, y la ampliacién de la transcripcién de algu-
nas moléculas auxiliares, como son las proteasas y los transportadores peptidi-
cos, que son los responsables del procesado del antigeno; ¢) Promueve la
expresion de otros antigenos de superficie celular, tales como los ICAMS (mo-
léculas de adhesién intercelular), que toman parte en las interacciones entre los
macréfagos y los linfocitos T; d) Mediante la produccién de moléculas tales como
oxigeno-reactivo ¢ intermedjarios nitrogenados v del TNF-o, estimulan la acti-
vidad citolitica no-especifica, frente a muchos parasitos, intra y extracelulares,
y hacia células neoplisicas; e) Promueve la resistencia de los macréfagos.

En experimentacion animal se ha demostrado que el I[FN-vy disminuye la
produccion y la secrecion de IgGl, IgG2b, IgG3 e IgE.

3.7. Leucocitos

Los leucocitos mas abundantes en la sangre (diariamente se producen unos
10 billones); son los neutrdfilos, conocidos también como granulocitos o leu-
cocitos polimorfonucleares.

Aproximadamente el 50% de las células originadas en la médula dsea son
neutréfilos y sus precursores. Su vida media estd comprendida entre 6 y 10 ho-
ras. Constituyen la vanguardia de las defensas del organismo humano, espe-
cialmente frente a las infecciones bacterianas y fingicas. Aparecen en unos po-
cos minutos en el foco infeccioso, mientras que los macréfagos tardan unas
horas.
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Los «natural killers» (leucocitos NK) representan a una pequefia pobla-
cién de leucocitos que se encuentra repartida en la sangre y en los tejidos lin-
foides periféricos. Segregan IFN-v, por estimulo de la interleukina-1, IL-1, y
del factor de necrosis tumoral o, TNF-a. La citotoxicidad de los leucocitos-
NK, se ve aumentada por las acciones de la IL-1, el TNF-a y el IFN-y. La fun-
cién principal de los leucocitos-NK consiste en inactivar o matar a determina-
das células tumorales, asi como a las células infectadas por virus, respetando
discriminadamente a las células normales homdlogas, pero enfrentindose a las
procedentes de transplantes. De forma diferencial, destruye también a las cé-
lulas que expresan débilmente a los marcadores de antigenos procesados por

el MHC-de clase T

Todo el linaje de células de monocitos y de macréfagos, desempeftan un
papel fundamental en el sistema defensivo frente a la infeccién. Los macréfa-
gos, indudablemente, se responsabilizan de su funcién desde el mismo mo-
mento de responder a la presencia del germen, hasta su total destruccién y de-
saparicién de todos sus restos, actuando entonces como células presentadoras

del antigeno. I.os monocitos y los macréfagos se pueden activar riapidamente
por accién del IL-1, del TNF-a, o del IFN-y .

Resumiendo, en la inmunidad natural o innata, actiian una serie de molé-
culas importantes: citoquinas de macréfagos, proteinas de fase aguda como son
los complementos e interferones, y un grupo de células, fagocitos de las series
de monocitos/macréfagos, vy leucocitos «natural killer».

% Afonso LCC, Sharrton TM, Vieira LQ, Wysocka M, Trinchieri G and Scott P. (1994) The ad-
juvant effect of interleukin-12 in a vaccine against Leishmaria major. Science,263:235-237.

** Engelhard VH. (1994). Structure of peptides associated with class I and class [ MHC. Ann
Rev Immurol., 12:181.
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CAPITULO IV

4. INVESTIGACIONES SOBRE LA INMUNIDAD ESPECIFICA
O ADQUIRIDA

Se presentan problemas cuando los fagocitos son incapaces de reconocer al
agente infeccioso, bien sea porque les falta un receptor para ello, o porque el
germen no llega a activar el sistema de complementos. Entonces, por dificulta-
des de acercamiento, a través del receptor C3b, no se produce la fagocitosis.
Imaginativamente, todo se resolveria disponiendo de un adaptador flexible que,

por un extremo sc uniera al microorganismo, y por el otro al fagocito ®.

El sistema inmunitario humano produce varios millones de anticuerpos, o
de moléculas con series de numerosas formas capaces de reconocer una am-
plia variedad de superficies marcadoras de distintos agentes patdgenos, como
respuesta inmunitaria humoral. Estos anticuerpos, producidos por las células
plasmaticas linfoides estimuladas por citoquinas, captan, se adhieren con es-
pecificidad y se unen al receptor de una bacteria, o de una particula viral, para
inmovilizarlas, neutralizar sus efectos patégenos y prepararlas para que sean
destruidas, promueven la fagocitosis por opsenizacién, y activan la actuacion
del complemento .

Paradéjicamente, en alguna circunstancia especial, podria ocurrir que un
alto nivel de anticuerpos condujera a una ausencia de respuesta inmunitaria,
probablemente debido a bloqueo periférico de la cobertura de los receptores
antigénicos a nivel aferente de células citotéxicas ®. Se sabe desde la antigite-
dad, que los individuos que sobreviven a ciertas enfermedades infecciosas, no
son propensos a contracrlas nuevamente. Han adquirido inmunidad . Tres
propiedades importantes caracterizan a la respuesta inmunitaria adaptativa o

® Clark EA, Ledbetter JA (1994). How B and T cells talk o each other.Nature, 367:425.

® Hamblin AS. (1993) Cytokines and Cytokines Receptors. IRL Press, Oxford.

¢ Kaliss N, (1958}. Immunological enhacement of tumor homograft in mice-A review.Cancer res,
18: 992-1003

* Plotkin SL, Plotkin SA. (1994) A short kistory of vaccination. En Plotkin SA,
MortimerEA, eds. Vaccines, 2nd de. Saunder WB, Philadelphia, pg.1-12.
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adquirida: especificidad, selectividad y memoria. La respuesta inmunitaria es
especifica, pues los anticuerpos circulantes reconocen las formas o conforma-
ciones de las moléculas marcadoras de los antigenos, v en la respuesta inmu-
nitaria celular los linfocitos especializados detectan las estructuras primarias.
Es selectiva porque distingue entre los componentes del huésped y los del hos-
pedador. Ademas guarda memoria del primer contacto con el antigeno, v en
el futuro, en caso de nuevo contacto, marcard su presencia,

4.1. Investigaciones sobre los linfocitos responsables de la respuesta
de inmunidad adquirida

Los resposables sanguineos de la respuesta inmunitaria adquirida son los
linfocitos mononucleares. Los linfocitos se originan en la médula ésea, algu-
nos de ellos emigran hacia el timo antes de llegar a madurar; en este 6rgano,
son procesados, consiguen el grado de madurez adecuado y son lanzados al to-
rrente sanguineo. Son los linfocitos T los que se responsabilizan de la inmuni-
dad celular, o respuesta inmunitaria mediada por células. Los linfocitos T dis-
ponen de un receptor de membrana (TCR), identificador de antigenos, que es
muy especifico.

Se trata de estructuras anlogas a las inmunoglobulinas. Los linfocitos Te
(citoliticos), mayoritariamente expresan la estructura molecular CDB, mientras
que los cooperadores o «helpers (Th)», tipos Th, y Th,, segregan I1.-3, TNF-a
y factor estimulante de formacién de colonias de granulocito/macréfago (GM-
CSF). Se derivan del precursor comtin Thp, a través de la poblacién de linfo-
citos Thy, que expresan grupos variables de citoquinas. Algunas de las funcio-
nes diferenciadoras de los linfocitos Th, y Th, %, respectivamente, se pueden
deducir de los diferentes efectos originados por las citoquinas que producen.
Los linfocitos Thl, generalmente expresan estructuras moleculares de CD4.
Los linfocitos Th,-CD4+ activados, segregan 1L-2, diferenciadose en Tht(for-
mados por el estimulo del IFN-( y la IL-12), en que modulan la respuesta in-
munitaria cefular a través de la sintesis de IL-2, IFN-y v | TNF- betalinfotoxi-
na, dando lugar a linfocitos T-CD8+, y a linfocitos T-citotéxicos. Por otra parte,
los linfocitos Th, son los responsables de la regulacién y coordinacién de la
respuesta inmunitaria humoral, a través de la sintesis de las IL-4, IL-5, IL-6,
IL-10, e IL-13, dando lugar a la proliferacién y diferenciacién de los linfocitos
B. El resto de los linfocitos que permanecen en la médula, y que son procesa-
dos y maduran alli, son también linfocitos B, que participan en la respuesta in-
munitaria humoral, o respuesta mediada por anticuerpos. Su funcién principal
consiste en producir moléculas de inmunoglobulinas (lg), de los cinco isotipos
principales (IgG, IgM, IgA, IgD e IgE). Los linfocitos B circulantes en el to-

¢ Prete G. and Romagnani S. (1994). Ability of HIV to promote a Th, to Th, cells. Science,
265:244
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rrente sanguineo, llevan expresados en sus respectivas membranas plamaticas,
las 1gM e IgD) que producen y vierten a la sangre y a los espacios extracelula-
res. Generalmente, estdn en la médula ésea, el bazo y los distintos ganglios
linfaticos.

La respuesta de los linfocitos B frente a la mayoria de los antigenos, esta
dirigida por linfocitos T, mediante la actuacién equilibradora de los linfocitos
T cooperadores (Th}, y los linfocitos T supresores, que producen factores de
Tausing y Tada®. La integracién de los distintos elementos, y las complejida-
des de los fenémenos que se originan, como consecuencia de las interacciones
celulares-moleculares de los fenémenos, de la regulacién inmunitaria, es obje-
to de estudios y de investigaciones de magnitudes inagotables.

Un gran namero de los distintos tipos de linfocitos circulan por el torren-
te circulatorio sanguineo (un millon de millones de linfocitos), pasando por el
interior de los nédulos linfaticos, los vasos linfaticos, se introducen en otros
tejidos linfoides, atraviesan el bazo, y continuamente estin circulando y reci-
clando, drenando los tejidos corporales, y buscando el contacto rapido con los
antigenos, en cuanto estos ingresan en el cuerpo.

Los linfocitos reaccionan frente a los antigenos, siempre que esos antigenos
hayan sido procesados, y las estructuras de ese procesado, sean presentadas por
los complejos de histocompatibilidad de los macréfagos u otras células, Cuan-
do el marcador del antigeno se combina con el receptor, se estimula su repro-
duccién, formandose verdaderas colonias de un clono de descendientes. Cada
clono es idéntico a la célula original (la misma especificidad y sclectividad).
Cuando la célula original es un linfocito T, las células de la colonia neutralizan
al antigeno por respuesta inmunitaria mediada por células, pero si se trata de
un linfocito B, se desencadena una respuesta inmunitaria a través de anticuer-
pos. En uno y en otro caso, otras células de las colonias respectivas, desarro-
llaran una reaccién amnésica o de memoria, que protegeran al cuerpo frente a
una repeticiéon de contacto futuro con el mismo germen.

4.2. Investigaciones sobre los complejos moleculares principales
de histocompatibilidad

Un complejo principal de histocompatibilidad es una region de genes alta-
mente polimérficos, cuyos productos se expresan sobre las superficies de una

gran vatiedad de células, como moléculas proteicas, denominadas moléculas
MHC.

® Tausing, MJ, Munro, AJ y Luzzati, AL. l-region gene products in cell cooperation.- The role of
the products of the histocompatibility gene complex in immune response. De Katz, DH and Benace-
rraf, B, Acad Press, 1976, NY.
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En su origen se reconocié por su gran influencia en los rechazos en los
transplantes de 6rganos. Posteriormente, se dedico gran atencién a su estudio,
y ahora se sabe que las moléculas codificadas tienen la funcién de reconocer a
las moléculas de los antigenos o epitopos, adicionalmente a las funciones de
los receptores especificos de los linfocitos B y de los linfocitos T.

El sistema MHC constituye el mecanismo predominante del propio recono-
cimiento y mantiene la defensa inmunitaria frente a todo lo extrafno al propio in-
dividuo. En este aspecto, son responsables también, de la defensa contra la en-
fermedad infecciosa, de la vigilancia antitumoral, y de otras interacciones posibles,
como sucede en la viviparidad ®, la madre distingue que se trata de un nuevo in-
dividuo al que ella estd dando el ser, y no de un injerto convencional».

Los genes de la respuesta inmunitaria, controlan la activacién de los linfo-
citos Th necesarios para que se desencadenen los fenémenos correspondientes
a las acciones de las defensas.

A finales de la década de los anos 70, un grupo de investigadores *,de-
mostrd que los linfocitos T antigeno-especifico, no reconocen a estos inmu-

“ Portolés A. (1986). Inmunofarmacologia. Nuevos horizontes en Biomedicina y Farmacoterapia.
pg 38-48.

" Benoist, C y Mathis, D, «Regulation of MHC dass IT; genes X, Y and other letters of the alp-
habet. Annual Review of immunology, 8: 681-715, 1990).
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noégenos en sus formas [ibres ni solubles. Solamente les indentifican cuando han
sido previamente procesados, y algunas de sus porciones proteicas, unidas no-
covalentemente, a las moléculas del MHC de una o otra clase (clase I o clase
II), y mostradas sobre las superficies de las membranas celulares. Ademads, en
cada individuo, los receptores de los linfocitos T maduros para los antigenos
proteicos extrafios,.son especificos para formar complejos con las moléculas de
los MHC correspondientes. Las moléculas de los MHC se constituyen en com-
ponentes integrales de los ligandos que el linfocito T puede identificar.

En contraste con los anticuerpos, que funcionan en [a misma circulacién
sanguinea, captando y uniéndose a los antigenos solubles para neutralizar sus
acciones patdgenas de forma directa, los linfocitos T dnicamente pueden re-
conocer a los antigenos extraiios, cuando se adhieren fisicamente a las super-
ficies de las células presentadoras. Las moléculas del MHC son formaciones
asociadas y fijadas a la membrana celular y no se encuentran libres ni se se-
gregan.

Indudablemente, este hecho limita la activacién de estos linfocitos T, que
sin embargo, interactian con la mayor efectividad con las ¢élulas que llevan en
sus membranas celulares, moleculas del MHC que realizan la funcién de pre-
sentar al antigeno. El reconocimiento del mencionado inmunégeno sobre la su-
perticie celular, sirve también para localizar las funciones efectoras del linfoci-
to T activado al sitio anatémico en que se ha detectado.

Los modelos de asociacién del antigeno con las moléculas de los MHC de
la clases I y de la clase II determinan los tipos de linfocitos que son estimula-
dos por las diferentes formas estructurales. Generalmente, los fragmentos pro-
teicos de las proteinas extracelulares se unen a las moléculas del MHC clase
II, mientras que los péptidos sintetizados por via endégena, se asocian a las
moléculas del MHC de la clase I. Por esta razén, las protefnas sintetizadas por
via exdgena y enddgena, en su mayoria son reconocidas por poblaciones de lin-
focitos T que funcionalmente son distintos.

La respuesta inmunitaria a una proteina extrana esta condicionada a la pre-
sencia, o a la ausencia, de moléculas del MHC que puedan unirse y presentar
fragmentos de esa proteina a los linfocitos T. Como se ha establecido en varias
ocasiones, los genes del MHC son muy polimérficos; existen numerosos alelos
diferentes dentro de su poblacién, y esas diferencias se traducen en sus distin-
tas capacidades de unirse, y de presentar diversos determinantes antigénicos.
Este es uno de los caminos a través de los cuales los genes del MHC contro-
lan la respuesta frente a los antigenos proteicos.

En cualquier individuo, los linfocitos T maduros reconocen y responden a
los antigenos peptidicos extrafios, pero no responden, como es natural, a los
" estimulos de las proteinas propias de la misma persona.
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El programa de reconocimiento del antigeno estd en la conformacién es-
tructural de los linfocitos T especificos para el antigeno extrafio desde el mis-
mo momento de su desarrollo. Se basa en la capacidad de reconocimiento de
las moléculas propias del MHC, con o sin la necesidad de que estén unidos a
los antigenos peptidicos. Por eso se puede considerar que una segunda via para
que los genes del MHC puedan influir en las respuestas inmunitarias a un an-
tigeno particular es a través del papel que desempenan las moléculas del MHC
en datle formas determinadas a la programacion de la actuacién de los linfo-
citos T maduros.

4.2.1.  Investigaciones sobre las estructuras de las moléculas de los MHC

Desde el momento en que se descubrié la importancia del papel que las
moléculas del MHC desempenan en el reconocimiento de los antigenos prote-
icos por los linfocitos T, se desplegaron grandes esfuerzos de investigacién para
descubrir las posibles estructuras de esas moléculas . Sobre las bases estruc-
turales encontradas, se sabe que:

a) La naturaleza de [a unién del MHC con los antigenos peptidicos ex-
trafios, y la contribucién que el polimorfismo genético de las molécu-
las del MHC presta a la especificidad de la unién peptidica mencio-
nada.

#) Los distintivos diferenciales de las estructuras de las moléculas del
MHC de la clase, que sirven de base a la especificidad de los linfoci-
tos T.CD8+, y cuiles son los que explican el mismo fenémeno en los
linfocitos T.CD4+, para las moléculas del MHC de la clase II.

422, Las wmoléculas del MHC de la clase |

Las moléculas del MHC de la clase I se disponen en cuatro regiones sepa-
radas virtualmente entre si. Dichas regiones son las siguientes:

a) La regién de unién a los péptidos extrafios con un N-aminodcido ter-
minal, que tapiza la superficie extracelular de la membrana;

&) Una zona o regién extracelular con semejanza a las inmunuglobulinas;

¢) Una regién transmembranal de separacion;

d) La zona citoplasmitica.

# Strominger, J.L., Engelhard, VH., Fuk, A. Guild, B.C..y otros, Biochemical znalysis of products
of the MHC, en M-E- Derf editor. The role of the MHC in immunology, Garland STPM Press, New
York, 1981, pg 11 7-172,
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El conjunto de las moléculas del MHC de la clase I, esta formado por dos
cadenas polipeptidicas: a) Una cadena pesada (cadena o), de unos 44 kilodal-
tones (kD), y b) una cadena ligera (cadena B), de 12 kD. La cadena ( est4 for-
mada por nicleo o «core» polipeptidico, con un N-unido a un polisacirido de
unos 40 kD .Cada cadena ( se orienta de forma que, unas tres cuartas partes
del polipéptido contenicndo el aminoécido terminal, y el grupo oligosacirido,
se extiendan y tapicen parte de la superficie externa de la membrana extrace-
lular. Un segmento cotto e hidrofébico de la molécula polipeptidica taladra las
regiones transmembrana y membranosa, para implantar en el citoplasma ¢l ra-
dical de unos treinta aminoacidos, con el terminal carboxilico. La cadena B in-
teractiia de forma no-covalente con la porcién de la cadena pesada y no posee
ninguna ligazdn directa con la célula.

Caracteristicas de las moléculas del MCH de Ta Clase |

La funcién principal de las moléculas de los MHC consiste en encadenar
fragmentos caracteristicos de las proteinas extrafias. De esa forma, los com-
plejos superficiales de las membranas celulares son reconocidas por los linfo-
citos T. La fraccién molecular del MHC clase I que realiza esta funcién, es una
cadena alfa de unos 180 aminodcidos, con un grupo N-terminal-oligosacirido,
en las cercanias de las regiones a-1 y a2,

En la estructura cristalina de las moléculas proteicas del MHC de la clase
I, se ha demostrado que existe una conformacién estructural tnica. Las cade-
nas a-1 y a-2, interactuan y dan lugar a una plataforma de entramados de ami-
nodcidos. Estos entramados poseen una fisura en forma de libro semiabierto
que se supone que sirve para que las porciones de los péptidos extrafios del
antigeno procesado queden adheridos y, de esta forma, se realice la presenta-
cién a las células T.

Por distintos métodos analiticos, se han confirmado estos hechos del com-
portamiento de las moléculas del MHC de la clase I, que se resume en lo si-
guiente:

a) Cada molécula del MHC posee un tnico sitio de unién al péptido, por
lo que cada uno de los péptidos estimulan la respuesta inmunolégica
del linfocito T en el mismo sitio.

5)  La activacion de los linfocitos B frente a los antigenos para producir
los anticuerpos, se realiza principalmente a través de un proceso mis
bien libre. Consiste en mutaciones adaptativas que producen los re-
ceptores que bloquean estructuras antigénicas. En los receptores de los
linfocitos T, la especificidad se determina tinicamente por un proceso
de recombinacién de DNA dependiente del alelo del MHC heredado
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por via germinativa. El polimorfismo estructural del sitio de unién hace
suponer que las distintas formas alélicas de las moléculas del MHC po-
drian diferir en sus respectivas capacidades para pegarse estructural-
mente a los distintos antigenos peptidicos.

-

¢) La seleccién natural positiva de cada una de las especies ha desarro-
llado el extraordinario polimorfismo de las moléculas del MHC, de
forma que las especies expresen los numerosos alelos capaces de unir-
se a los distintos péptidos extrafios. Cuando se da ¢l caso de que el ni-
mero de moléculas variantes del MHC est4 limitado, un germen pue-
de simplemente mutar sus antigenos, para conseguir estructuras que
pasen desapercibidas al reconocimiento de los linfocitos T,

423, Las moléculas del MCH de la clase IT

De las moléculas del MHC de la clase II se conocen las secuencias de ami-
noacidos y de nucledtidos, asi como sus estructuras. Se ha confirmado que exis-
ten grandes similitudes con las correspondientes a las moléculas del MHC cla-
se I; asi, paralelamente a lo que ocurre con aquellas, [as moléculas del MHC
de la clase II, estin dispuestas en cuatro regiones virtualmente separadas entre
si: a) Zona o regién de unidn a péptidos; b) Zona similar a una inmunoglobu-
lina; ¢) Regi6én transmembranal , y finalmente, d) Regién citoplasmatica.

En conjunto, las moléculas del MHC de la clase II estdn formadas por dos
cadenas polipeptidicas asociadas, similares entre si. La cadena (, de unos 32 a 34
kD es algo mayor que la cadena (, de unos 29 a 32 kD, como consecuencia de
una extensa glicosilacidn. Aqui, las dos cadenas mencionadas contienen grupos
funcionales N-oligosacaridos; dos N-amino terminales que tapizan la superficie
de la membrana extracelular , y dos funciones carboxilo terminales en la regién
citoplasmitica. En el MHC de la clase 11, més de las dos terceras partes de la
cadenas, se extiende por la superficie extracelular. Cada una de las cadenas esta
codificada por genes distintos, y la mayor parte de ellas, son polimérficas.

En las moléculas expresadas por el MHC de la clase 11, la regién de unién
a los péptidos estd mantenida por una interaccion de ambas cadenas, com-
prendiendo los segmentos a-1 y B-1. La fisura de encadenamiento a los pépti-
dos es, pues, responsabilidad de ambas cadenas, mientras que, en las molécu-
las del MHC clase I lo es tnicamente de la cadena a-1. Tal como sucede con
las moléculas del MHC de la clase 1, el polimorfismo genético de las molécu-
las del MHC-clase 11, determina la superficie bioquimica de la fisura de libro
semiabierto, y constituye el determinante principal de la especificidad, de la
afinidad por la unién con el péptido extrafio y el reconocimiento por el re-
ceptor del linfocito T.
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Se requiere un alto nivel de polimorfismo para evitar el posible accidente

de que los péptidos del antigeno no encuentren estructuras a las que unirse en
las moléculas del MHC de la clase II.

4.3. Investigaciones sobre la memoria inmunitaria.
Aparicion y persistencia

Aunque, como consecuencia del primer contacto con el antigeno, se de-
sencadena la produccién de anticuerpos, y este fendmeno podtia terminar en
unas pocas semanas, sin embargo, el individuo queda con el recuerdo de esta
agresion antigénica, almacenada en sus células inmunitarias de memoria .

La capacidad anamneésica, junto con la especificidad, es precisamente una
de las caracteristicas principales del sistema inmunitario de los vertebrados.

Esta propiedad facilita la utilizacién de la vacunacién o inmunizacién como
mecanismo activador de los linfocitos B o de los linfocitos T,

La memoria inmunitaria aparece cuando se provoca su aparicién median-
te una segunda dosis, o una dosis de recuerdo, del mismo antigeno. El tiempo
de aparicién de la respuesta antigénica, en este caso, se hace considerablemente
mis breve del que habfa requerido la aparicién de la respuesta primaria. La ca-
lidad de la respuesta primaria es mejor en IgM, e IgG en la secundaria, pues
probablemente, por un proceso de seleccién, ha mejorado la afinidad o capa-
cidad de unirse a las moléculas del antigeno, y los niveles de concentracién son
mis altos. La persistencia de la proteccién puede durar varios afios, gracias a
la existencia de memoria inmunitaria.

No se conoce todavia el verdadero mecanismo de formacion de las células
de memoria. S¢ piensa que el precursor estd en la division rapida del linfocito
B, el centrocito, dentro de los centros germinales. Hay algunas hipétesis basa-
das en la propuesta de tres modelos

a) El precursor inmediato se convierte bien en una célula de memoria, o
bien en una célula plasmatica por division desigual.

b) Distintas linfoquinas, procedentes de otras células, producen la co-
rrespondiente diferenciacién, y

¢) Diferentes precursores de las series de los linfocitos B, son los origenes
de células plasmdticas, o de memoria.

¢ Bruce ], Symington FW, McKearn ], Sprent J. (1981). A monodoenal discriminating bebNeen
subsets o T cells.] Immunol 127:2446-2451.
" Gray D. (1993), bumunological memory.Ann Rev immunol, 11: 49-77
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Se cree que los linfocitos B de memoria, expresan niveles altos de linfo-
quinas que son importantes para la interaccién de los linfocitos T CD4+, por-
que se las estimula més ficilmente por los mecanismos circundantes diferen-
ciados, que con las otras células 7.

-

4.4. Antigeno e inmundgeno

Se denomina antigeno a cualquier sustancia que, especificamente, pueda
unirse a una molécula de anticuerpo. En cambio, inmunégeno s ¢l antigeno
que, ademds, es capaz de desencadenar una respuesta inmunitaria.

Cualquier molécula biolégica tal como simples metabolitos intermedios que
no provengan del individuo, aztcares, lipidos, autocoides y hormonas, asi como
macromoléculas de tipo de carbohidratos complejos, fosfolipidos, dcidos nu-
deicos, y proteinas, pueden ejercer como antigenos, pero solamente las ma-
cromoléculas pueden actuar como inmunégenos e iniciar la activacién de los
linfocitos para que se produzca la respuesta inmunitaria,

Se considera hapteno a las moléculares pequenas o sencillas que, por
sus estructuras particulares, poseen propiedades inmunogénicas, pero que
no pueden expresarlas libremente, por si solas, si no se unen a una macro-
molécula portadora. Las macromoléculas portadoras de haptenos son pro-
teinas extrafas al individuo. Hay haptenos que son reconocidos especifica-
mente por el sistema inmunitario, previamente inmunizado frente a ellos.
No tienen por si mismos capacidad de respuesta, es decir no son inmuné-
genos.

Se denomina determinante antigénico o epitopo, a la zona o estructura
que, especificamente se une o suelda a la molécula de anticuerpo. General-
mente, las macromoléculas tienen un volumen mucho mayor que la regién
que se une al anticuerpo. Podria considerarse que un hapteno es un deter-
minante exdgeno que estd pegado a la macromolécula . En muchos casos,
las macromoléculas contienen numerosos determinantes antigénicos que
pueden ser ocupados por moléculas de anticuerpos. En ciertos casos, las es-
tructuras espaciales de los determinantes antigénicos, estdn bien separadas
y pueden recibir dos moléculas consecutivas de anticuerpos, sin que exista
ninguna interferencia de una con la otra. Se trata de determinantes no-sola-
pantes,

" Johnson JG Jemmerson R, (1991) Relative frequency of secundary B cells activated by cognate
vs other mechanisms. Eur ] immunol 21: 951 a 958.

” Goodman JW, Immunogens and antigens.Basic and clinical immunology. (1994), De Preventi-
ve-Hall, International inc, pg 50-37.
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En otros casos, la primera molécula de anticuerpo que se adhiere, interfie-
re estéricamente con la segunda, considerindose que el determinante del anti-
geno es solapante. En ocasiones menos frecuentes, se observan efectos alosté-
ricos (del griego allos: diferente). Se trata de que la primera molécula que se
une, puede causar un cambio conformacional en la estructura del antigeno, in-
terfiriendo en la union de la segunda molécula, por estorbo o razones distin-
tas de las estéricas.

Existen dos tipos de antigenos inmunizantes. Los T-dependientes, que re-
quieren el concurso de los linfocitos Th, para activarse, mientras que los T-in-
dependientes no requierren la mencionada concurrencia para iniciar sus ac-
ciones efectoras.

En los fosfolipidos, y en las moléculas complejas de carbohidratos, los de-
terminantes antigénicos se pliegan, adoptando estructuras de enlaces covalen-
tes, aunque algunos plicgues no-covalentes de la macromolécula, contribuyen
a la formacion de algunos determinantes inmunitarios.

Estd demostrado que el tamafio del determinante antigénico juega un pa-
pel marcadamente importante en la consecucion de la respuesta inmunitaria
deseada, como se ha visto en la investigacidn de microesferas y de liposomas.
Es muy probable que el sistema inmunitario responda mas facilmente a las es-
tructuras multiméricas, que a las monomeéricas. Como ¢l receptor de la IgM
del linfocito B es bivalente, la estructura polimérica se une con mayor avidez
a los receptores adyacentes. De esta forma, la célula presentadora del antigeno
lo incorpora mas facilmente a su interior para procesarlo.

Se calcula que, para que el linfocito T responda, se necesita de cien a dos-
cientos complejos MHC-peptidico, por cada célula B presentadora”. Esta masa

se consigue mejor con particulas multiméricas ™.

4.5. Modulacion de la respuesta inmunitaria

Considerando la complejidad de la respuesta inmunitaria, y la posibilidad
de que pudiera causar trastornos irreparable al organismo humano, es eviden-
tc que existen numerosos controles para que el sistema actue bajo rigurosas
condiciones de regulacién, como cualquier otro sistema fisiologico. El control
se ejerce a través de interacciones celulares de muchos tipos. Dichos controles
graduan [a respuesta, aumentidola o reduciéndola. Muchos productos solubles

”* Harding CV, Unanue ER. (1990). Quantification of antigen-presenting cell MHC-dass 11/pep-
tide complexes necessary for T-cell stimulation. Nature 346: 574-576.

™ Dmotz S, Grey HM, Sette A. (1990). The minimal number of dass [1 MHC-antigen complexes
needed for T-cell activation, Science 249: 1028-1030,
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actiian también como inhibidores o estimulantes de esos controles. Las inves-
tigaciones que se realizan sobre las sustancias inmunomoduladoras sintéticas
que controlan la expresién de las respuestas inmunitarias, prometen muchos
avances en el futuro de cara a la utilizacién del sistema inmunitario en benefi-
cio de la salud. Las técnicas de aislamiento de genes, de replicacién clonal, y
de biosintesis, han contribuido ya a comprender mejor este sistema tan im-
portante.

Ya se ha tratado, aunque brevemente, de algunos conceptos tales como de
la necesidad de la entidad portadora, generalmente molécula peptidica o pro-
teica, para que contribuya a la expresién de los haptenos, incapaces de desa-
rrollar respuesta inmunoldgica por si solos, a no ser que se unan a moléculas
mayores, constituyendo entonces, complejos hapteno-portador. La forma far-
macética de presentacién de los antigenos, por ejemplo en soluciones acuosas,
o en aceite mineral, describe el término vehiculo o condiciones que acompa-
fan a los inmundgenos en su actuacion.
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CAPITULO V

5. LdS METODOS RECIENTES DE INVESTIGACION
DE VACUNAS

La mayor parte de las vacunas utilizadas hasta e] momento han sido desa-
rrolladas empiricamente. Durante las pasadas dos décadas, a pesar de la ca-
rencia de conocimientos cientificos y de la experimentacién clinica exigible para
garantizar la eficacia y la seguridad de los agentes inmunolégicos, aquellas va-
cunas contindan, hasta ahora, cumpliendo bien con sus cometidos. En los afios
de sus correspondiente auges, no se disponia del entendimiento de las bases
celulares ni moleculares de la inmunidad, ni apenas se vislumbraban las cir-
cunstancias y condiciones de la respuesta inmunitaria.

Se ha avanzado mucho y ahora se cuenta con algunos conocimientos cien-
tificos adicionales, que se espera aplicar al mejoramiento de las vacunas dispo-
nibles, asi como a la investigacién de las nuevas.

A pesar de todo, las vacunas actuales son eficaces y han permitido contro-
lar ¢l aumento y la extensién de muchas enfermedades infecciosas y disminuir
las tasas de morbilidad y de mortalidad atribuibles a las patologias evitadas.

Ademds, en su balance positivo se anota la erradicacién de la viruela, en-
fermedad grave que ocasioné muchos trastornos y muertes, asi como otros he-
chos relevantes de intervenciones preventivas que han puesto a los diferentes
sistemas sanitarios en el camino que conduce a un mejoramiento del estado de
salud de la humanidad, especialmente de los nifios, sin olvidar a los individuos
sanos pertenecientes a oLros grupos etarios.

Las vacunas tradicionales pueden estar constituidas por cepas vivas ate-
nuadas de microorganismos inmunégenos patogénicamente inactivados. En al-
gunos casos, se trata de microorganismos enteros y en otros de subunidades
antigénicas y toxoides. Pueden encontrarse en condiciones de mayor o de me-
nor purificacién. Pero muchas de las vacunas tradicionales son todavia muy tti-
les y, sobre todo eficaces como medios de prevencién de infecciones.
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Pueden presentar ciertos inconvenientes serios que se deben al propio prin-
cipio inmunogénico que contienen. Si son microorganismos vivos atenuados,
podrian presentarse reversiones virulentas como, con probabilidad escasa, pue-
de observarse en el caso de la vacuna de la poliomielitis del tipo Sabin. Por
otra parte, los problemas de escasa eficacia, que a veces ocurren, podrian ser
debidos a la base genética e implicitamente al comportamiento inmunitario del
vacunando.

Es conveniente, y se precisa dedicar nuevos esfuerzos y enfoques actuali-
zados, a los distintos proyectos de investigacion, adaptindolos a las realidades
cientificas y técnicas del momento, para lograr la mejora de las vacunas dis-
ponibles actualmente. Pero también sobre nuevos agentes inmundgenos fren-
te a muchos patégenos, tales como frente el VIH, la lepra, la malaria, la tu-
berculosis, las clamidias y otros mds que, desde la antigiiedad, contintian
causando trastornos graves a la humanidad.

Por otra parte, las enfermedades infecciosas continiian constituyendo una
constante amenaza para la salud del hombre. Los patdgenos comunes, cuando
se considera que ya estan controlados por acciones de inmunizacion o por la
accion de los antibidticos, adquieren virulencias mayores o se hacen resisten-
tes mientras que, por otra parte, algunos microorganismos exdticos emergen o
surgen ‘desde algiin reservorio oculto o procedentes de un animal en el que han
evolucionado o mutado hasta convertirse en patégenos para el hombre y lle-
gan a ocasionar enfermedades, al menos de momento, incurables .

Obviamente, es preciso considerar necesario potenciar la mayor y mids efi-
caz actividad investigadora para descubrir métodos nuevos y mejorados, diri-
gidos a conseguir el desecado estado de inmunidad protectora frente al mayor
niimero posible de enfermedades infecciosas.

Hasta muy recientemente, las estrategias disponibles para el desarrollo de
vacunas eran muy limitadas. En particular, las vacunas preparadas con células
bacterianas enteras, o con particulas virales integras, contenian componentes
irrelevantes para los fines de la inmunizacién. La inmunizacion debe estar di-
rigida exclusivamente a estimular las respuestas protectoras frente a la infec-
cion, desarrollada por el sistema inmunitario. Claro que algunos de los citados
componentes innecesarios pueden causar dafio y también potenciar las reac-
togenicidades locales o sistémicas de la vacuna.

Las cepas obtenidas por los métodos empiricos que se utilizaban hace al-
gunos decenios constituyen un posible riesgo porque las mutaciones conse-
guidas a base de pases en distintas especies pueden dar resultados que son im-
predecibles y podrian revertir hacia la virulencia o perder sus propiedades

" Whalen RG, DNA-vaccins for emerging infectious diseases (1996), 2(3): 168-75.
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inmunogénicas. De forma similar, los toxoides preparados quimicamente po-
drian recuperar su toxicidad de origen si ¢l proceso de inactivacién es incom-
pleto o, por otro lado, perder su eficacia protectora, si la inactivacién se veri-
fica en exceso. En todos esos casos, la naturaleza indefinida de los antigenos
obtenidos, hace dificil conseguir seguridad, consistencia y uniformidad de las
condiciones de calidad de las vacunas procedentes de lotes distintos que po-
dria suponer problemas para el fabricante y para las autoridades sanitarias que
se responsabilizan de la liberacion de los lotes.

5.1. Bases generales para la investigacién de vacunas

En las dltimas décadas, las opciones para disefiar y para fabricar vacunas
han mejorado considerablemente. Los avances conseguidos por la tecnologia
del DNA-recombinante, la aplicacién de la tecnologia de la clonacién mo-
lecular, el mejoramiento de los métodos bioquimicos de purificacién y un me-
jor entendimiento de la inmunologia basica de Ja vacunacién, han dado lugar
a la produccién de numerosa vacunas constituidas por subunidades. Esto su-
pone utilizar entidades moleculares puras. Sin embargo, las moléculas mas sen-
cillas, las subunidades y las sustancias purificadas, tienen poca capacidad in-
munogénica y han requerido desarrollar la investigacién de adyuvantes (del
Latin “adjuvare”, que significa ayudar), mis activos, mas especificos y de sis-
temas de liberacién en los sitios de accién més adecuados. Se necesita que los
nuevos adyuvantes exalten, modulen y acerquen las estructuras antigénicas al
sistema inmunitario, para lograr la optimizacién de la respuesta deseada.

Asimismo, los desarrollos conseguidos por la biologia molecular han pro-
porcionado medios de investigacién de nuevas generaciones de vacunas, y de
toxinas nativas destoxicadas. Los problemas especiales de pobreza inmunogé-
nica de las vacunas de polisaciridos capsulares se van resolviendo con las apli-
caciones de Ja conjugacién con proteinas y con el empleo de fracciones sub-
celulares y de componentes de las proteinas de la membrana externa. Uno de
los desarrollos mds importantes experimentados por las vacunas probablemente
consista en la reciente tecnologia de preparar principios inmunolégicos par-
tiendo de 4cidos nucleicos. La inmunizacién con material genético purificado
tiene, entre otras, las siguientes ventajas:

a) Presentar el antigeno en forma nativa al sistema inmunitario. De esta
forma, se actia y dirige intimamente sobre los componente asociados
de los complejo MHC de las clases 1 y clase II.

) Se facilita la manipulacién y el desarrollo de la respuesta inmunitaria,

¢} Se mejora la estabilidad quimica y biolégica de los antigenos, los cua-
les se generan en el mismo sitio de su actuacién.
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Las direcciones principales hacia donde discurren ahora los trabajos de in-
vestigacion de vacunas se podria resumir en los siguientes temas principales,
aunque la imaginacién del investigador frecuentemente cambia los esquemas
establecidos:

I.  Vacunas de componentes purificados;

II.  Antigenos sintéticos y anti-idiotipos;

III. Neoglicoconjugados;

IV. Cepas genéticamente modificadas;

V.  Vacunas de acidos nucleicos;

VI. Sistemas novedosos de liberacion de antigenos.

La disponibilidad de una vacuna, herramienta tan importante para la eje-
cucién de los programas de Medicina Preventiva, depende principalmente de:

1. Los avances de la investigacion bésica en etiopatogénesis de la enfer-

medad;

2. Del conocimiento de [a generacién de la respuesta inmunitaria tras la
infeccidn;

3. Del desarrollo tecnolégico que permita utilizar procedimientos efica-
ces para modular y manejar el sistema inmunitario, de forma que sur-
jan las condiciones de proteccion deseada.

Hasta hace pocos afios, no existia una base para esperar lograr inducir las res-
puestas inmunitarias particulares deseadas, tales como las de inmunidad celular de
diferentes isotipos de inmunoglobulinas a través de la vacunacién. Sin embargo, ya
se ha encontrado que algunos adyuvantes, tales como el sulfato de dextrano, indu-
cen preferentemente respuesta [gG, frente a algunos antigenos bacterianos ™ 7.

Ademids, como ya se ha mencionado en alguna parte de este estudio, se ha
demostrado que los antigenos poliméricos inducen mejores respuestas [gM que
las formas monoméricas ”*.

En experimentacién animal, Roitt y colaboradores ” han podido demos-
trar que la citoquina IL-2 aumenta la produccién general de inmunoglobuli-

™ Watson DL. (1987} Serological response of sheep to live and killed Staphylococcus aureus vac-
cines. Vaccine 5:275-278.

7 Pike BL (1992) cytokines acting on lymphocytes. In Roitt ML, Delbes PJ. Encyclopedia of Im-
maunl. Acd.Press, NY. pg. 440-441.

" Nossaly GJV, Ada GL, (1971}. Antigens, lymphoid cells and the immune response. Acad.Press,
NY pgh-324,

* Roitr IM, Brostoff | and Male DK. (1993). Immunol. Mosby, London.
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nas; que la IL-4, suprime la produccién y secrecién de IgG2a, de IgG2b, y
de IgG3, pero aumenta las de IgGl e IgE; que la IL-5, aumenta la de 1gM IgG
e IgA; que la IL-6, aumenta la proteccién de las mucosas a través de la pro-
duccidn y secrecion de IgA, pero también estimula las respuestas [gG; que
la IL-10, aumenta las IgG e IgM, el IFN-v, como ya se ha mencionado, au-
menta la produccién y secrecién de Ig(G2a, pero disminuye las de IgGl,
IgG2b, 1gG3 e IgE.

La posibilidad de lograr respuetas deseadas, por ejemplo lograr la induc-
cion selectiva de las correspondientes a las de tipo 1 de células T y, especial-
mente, las de los linfocitos citotéxicos, ofrece un gran interés. Indudablemen-
te la observacién de estos fenémenos de respuestas selectivas, es mas facil en
los casos en que la infeccién se produzca en una célula «profesional presenta-
dora de antigeno” (APC) -macréfagos, células dendriticas o linfocitos B), que
son muy activas en este sentido-.

Estas células despliegan dos acciones bsicas: la expresion de los antigenos
de los complejos MHC-1 y MHCII, dependiendo de la que haya sido activa-
da, y la produccién de uno o mas tipos de moléculas co-estimuladoras.

Los linfocitos T, generalmente las moléculas CD28, son los responsables
de expresar el ligando correspondiente para que se produzca la interaccién.
La expresion de estas moléculas es estimulada por la actuacién de citoqui-
nas tales como IFN-y. La IL-7, que activa fuertemente al linfocito citotdxi-
co, también es un cficaz inductor de la formacién de moléculas coestimu-
lantes 8052

5.2. Condiciones Minimas de las vacunas que se investigan

Ademas de cumplir con los requerimientos de seguridad (reactogenicidad
baja), inmunogenicidad aceptablemente buena, estabilidad, homogeneidad de
lote a lote, y con otras condiciones que puedan considerarse en cada caso par-
ticular, la experimentacién animal y los ensayos clinicos en humanos han de-
mostrado que, aparentemente, existen al menos cuatro condiciones minimas
que una vacuna debe cumplir con el propésito de conseguir estimular el sis-
tema inmunitario, de forma que el individuo se encuentre protegido frente al
germen patdgeno contra el que se desea inmunizar:

® Welch PA , Namen AE, Goodwin RG, Armitage R, Cooper, MD. (1989) Human 11.-7:a novel
T cell growth factor. J. immunol 143:3562-3566.

# Nara PL, Smit L, Dunlop N et al (1990) Emergence of viruses resistant to neutralization by V3
specific antibodies in expetimental human immunodeficiency virus type Il B infection of chimpanzee.
J. Virol 64:3779-3791.

® Parry N, Fox G, Rovaands D, et al{1990)Structural and serological evidence for a novel met-
hed of antigenic variation in foot and mouth disease virus. Nature 347: 569-572.
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1. La vacuna tiene que activar a las células presentadoras del antigeno (o
de los antigenos), es decir han de estimular el procesamiento de las mo-
léculas antigénicas a través de la via liposémica o citoplasmatica y pro-
vocar la expresion de los marcadores especificos del antigeno en la su-
perficie de la célula.

2. Asimismo, la vacuna tiene que estimular la secrecién de citoquinas y
de los factores estructurales receptores de epitopos y de moléculas co-
estimulantes requeridas en el proceso inmunitario.

3. La vacuna tiene que estar dotada de capacidad de activacién y de di-
ferenciacion de los clonos especificos de los linfocitos T y B, de for-
ma tal que se produzcan fondos de reserva suficientemente altos para
que, desde ellos, se nutra la formacién de células de memoria de am-
bos tipos de linfocitos T y B.

4. Lavacuna tiene que estimular la incorporacién de un ntimero suficiente
de epitopos y/o0 de determinantes antigénicos que se unan especifica-
mente a los haplotipos (combinacién particular de genes intimamente
fundidos sobre un cromosoma), regionales mas importantes con el com-
plejo reconocido por los receptores de los linfocitos B y T.

5. Persistencia a largo plazo de la estructura conformacional del antigeno
intacto, preferentemente en forma de agregados complejos del antige-
no, con el anticuerpo y fijados en la superficie de las células dendriti-
cas foliculares del tejido linfoide. Esto permitiria la formacién continua
de linfocitos B de memoria, que son movilizados para que produzean
las células secretoras de anticuerpos especificos que posean cada vez
mayor afinidad por los antigenos.

La investigacion de nuevas vacunas, asi como el mejoramiento de las que
se estan utilizando, exige enfoques mas cientificos cada dia. Desde la pers-
pectiva de encontrar estructuras inmunégenas que sean fuertemente protecto-
ras frente a infecciones por germenes determinados, se precisa ahondar muy
profundamente en los conocimientos bioldgicos, quimicos, fisicoquimicos y fi-
siopatolégicos del agente causante de la enfermedad. Estos estudios previos no
pueden obviarse porque constituyen la base mas sélida que, en su dia, permi-
tird la identificacién y ¢l aislamiento de los componentes moleculares y epito-
pos, asi como de las estructuras acopladoras que juegan el papel principal en
el desencadenamiento de las respuestas inmunitarias especificas.

Aungue el descubrimicnto de vacunas se basaba, hasta hace unos afios, en
observaciones empiricas, el conocimiento intimo de los pormenores sobre cémo
se produce la respuesta inmunitaria, sc dirige a fundamentar sélidamente el
proyecto de investigacion por la via mas cientifica y razonable. Asi pues, los
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estudios inmunolégicos de la respuesta ofrecen la via Gnica de investigacion
que se¢ dirige a encontrar resultados tangibles aplicables al descubrimiento de
nuevas vacunas que sean seguras y eficaces.

Las primeras fases de esta investigacién se fundamentan en lograr el mayor
nimero posible de datos proporcionados por la investigacién biasica sobre la
etiopatogénesis que caracteriza al agente causal. Es importante conocer las vias
dé transmisidn y de entrada en el hospedador, los periodos de incubacién, el
intervalo transcurrido entre el momento del contacto con el agente causal y el
de aparicién de los primeros sintomas y los marcadores hemiticos. También,
conviene descubrir los factores y mecanismos enzimdticos que intervienen en
la entrada a través de los epitelios, las mucosas y las membranas celulares, asi
como aquellos que facilitan, y los que limitan, su multiplicacién endo o extra-
celulares.

Los agentes patégenos se comportan de forma imprevisible y, generalmen-
te, no se dispone de los datos necesarios para iniciar la investigacion que ofrez-
ca menores riesgos de fracaso. Cuando esto ocurre, es una gran suerte el he-
cho de disponer del sistema de modelo de animal adecuado para la
experimentacion en el laboratorio, asi como de los métodos analiticos para eva-
luar las respuestas inmunitarias. En numerosas ocasiones, la investigacién de
vacunas se inicia con el desarrollo de los métodos analiticos que son necesarios
para evaluar los datos que se pudieran ir generando durante el trabajo experi-
mental, asi como con la biasqueda y prueba de distintos modelos animales que
se adapten mas al proyecto investigador.

5.3. Algunas consideraciones sobre la investigacién de vacunas

La investigacion es una actividad llena de incertidumbre pero, en este caso,
constituye la tinica via racional de acercamiento al problema de encontrar mo-
léculas adecuadas para ser consideradas como candidatas a vacunas y estruc-
turas capaces de desencadenar respuestas inmunitarias protectoras del huésped
frente al patégeno con probabilidades de éxito.

La ingenieria genética, los avances tan rapidos de la biologia molecular y
de la tecnologia del DNA-recombinante, permiten disponer de un gran nt-
mero de herramientas y de sustancias que, al menos teéricamente, son deter-
minantes antigénicos, posibles epitopos.

Cuando se dispone de un modelo animal apropiado, podrian iniciarse los
ensayos experimentales convenientes para evidenciar las propiedades adecua-
das de inmunogenicidad y de reactogenicidad de las sustancias candidatas a va-
cunas.
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El desafio que supone llegar a disponer de las necesarias vacunas pre-
ventivas nuevas, y de las vacunas terapéuticas deseadas, sera una prueba
real de la consistencia de los conocimientos alcanzados a través de la in-
vestigacién basica sobre inmunologia. Especialmente importante serd saber
como se comportan los mecanismos inmunoldgicos, desentranar los secre-
tos patogénicos especificos propios del germen que se estudia y la situacién
de los avances cientificos y tecnolégicos de los procesos que se estin apli-
cando.

El reconocimiento de los epitopos del germen por los linfocitos se pue-
de interpretar, 2 la luz de los conocimientos actuales, por las interacciones
moleculares. La interaccién del receptor del linfocito T con el epitopo pep-
tidico procesado que se presenta en el hueco estructural de la molécula del
complejo principal de histocompatibilidad. Por el contrario, atin parece que
se estd lejos de poder encontrar una interpretacién molecular satisfactoria so-
bre los factores que controlan el resultado biolégico de la respuesta inmu-
nitaria,

El control de las consecuencias bioldgicas de la inmunizacién podria res-
ponder a la existencia de una cadena compleja de acontecimientos molecu-
lares, que comprende transmisiones de citoquinas, equilibrios entre actua-
ciones de linfocitos Th,/Th, y de otras interacciones linfocitarias. También
parecen estar presentes fenémenos de penetracién celular, de adherencias ce-
lulares, movilizaciones de distintas sustancias y muchas y diferentes interac-
ciones de ligando-receptor entre los linfocitos y las células presentadoras de
antigenos.

Evidentemente, todo lo que suponga ahondar en el conocimiento de
coémo se origina la respuesta bioldgica a la inmunizacién constituye un pun-
to de interés maximo y clave de la investigacién de las estructuras molecu-
lares aplicables a la formulacién de una nueva vacuna. Ademas, supone dis-
poner de bases mds sélidas, aplicables a las interpretaciones de los datos que
surgen de la observacion de los procesos bioquimicos y de biologfa mole-
cular en la respuesta inmunitaria, por si solos. Unicamente son capaces de
desencadenar la respuesta mmunologlca con la consiguiente produccién de
anticuerpos, cuando estan unidos por enlaces covalentes a proteinas porta-
doras.

5.4. Factores que favorecen el desarrollo de vacunas
Existe una serie de factores que favorecen el desarrollo de vacunas efica-

ces para controlar y para llegar a erradicar una enfermedad infecciosa. Los si-
guientes parecen ser los més importantes:
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5.4.1.

5.4.2.

5.4.3.

Factores dependientes del agente infeccioso

Son circunstancias favorables para conseguir una vacuna eficaz el que
el agente infeccioso posea solamente uno, o un niimero reducido de
serotipos importantes. Cuando se originan pocos o ningin cambio an-
tigénico y ho existe tendencia hacia ello.

Si el agente puede causar solamente infeccién moderada o escasamen-
te importante.

Cuando los gérmenes causantes son vehiculos de epitopo interesante
para los linfocitos B, o de determinantes para los linfocitos T, y estin
ya adecuadamente identificados.

Si, segln las vias de inmunizacién, la inmunidad sistémica a largo pla-
zo es, hasta este momento mas facilmente generada, que la inmunidad
a nivel de alguna zona de la mucosa.

Factores que dependen de la infeccion

Cuando la infeccién por un germen salvaje produce inmunidad pro-
tectora (caso de una infeccién aguda).

Si se dispone de un modelo animal facilmente accesible, que imite bien
el proceso infeccioso, marcando el comienzo caracteristico de la enfer-

medad.
Factores que afectan a la ervadicacion

Si la infeccién es especifica del individuo humano. Cuando no existe
ningin reservorio del agente patégeno.

Si la infecciéon da lugar a una enfermedad clinica caracteristica,y nun-
ca se presenta como infeccioén preclinica, ni existe el estado de porta-

dor.

Si se dispone de un marcador simple, que evalie el posible éxito de la
vacunacion.
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5.5,

5.5.1.

3.5.2.

55.3.

Factores que dificultan el desarrollo de una vacuna
Factores inberentes al agente infeccioso

En los casos de mutacién antigénica. Cuando existen muchos seroti-
pos. Mis bien, cuando se producen cambios antigénicos de importan-
cia, es decir tasas altas de mutaciones, o tendencia a producirse. Este
es el caso de las infecciones por el VIH tipo 1.

El germen es altamente infeccioso.

Existe la posibilidad de cambios en el tropismo de agente patégeno.
Se identifica con las circunstancias correspondientes al VIH tipo 1.

Factores inherentes a la infeccion vy a la enfermedad

La infeccién podria ser transmitida por células infectadas, que a su vez,
podrian o no expresar al antigeno del agente patégeno. Existirfa un pe-
riodo de latencia en el cual el sistema inmunitario reconocerfa al mi-
crorganismo que estuviera causando el trastorno.

El DNA/cDNA se integra dentro del genoma del hospedador.

La inmunidad protectora no se pruduce ni por la infeccién natural. Se
originan mutantes de escape.

Cuando el agente patégeno suprime alguna respuesta inmunitaria pro-
tectora. Podria no llegarse a formar los anticuerpos de un isotipo apro-
piado. En ausencia de los fijadores de complemento.

Los anticuerpos que se originan podria servir para extender la infec-
cion a las células susceptibles (p.e., a los macréfagos y monocitos, como

sucede en casos de infeccién por el VIH tipo 1).

Cuando algunas de las células que son funcionalmente claves del siste-
ma inmunitario estdn infectadas o afecradas.

Si no se dispone todavia de un modelo de animal susceptible que pu-
diera imitar o sufrir la enfermedad humana.

Factores inespecificos de resistencia a la infeccion

Los factores inespecificos de resistencia a la infeccién pueden agruparse en
los siguientes apartados:
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1. Anticuerpos naturales y situaciones inmunitarias de proteccién cru-
83,84
zada ¥,

2. Células -NK (natural killer o linfocitos asesinos), que se encuentran
en la sangre y en tejido linfoide, aunque supone una poblacién redu-
cida de leucocitos ®.

3. Factores hormonales, produccién de estrogenos y de hormona adre-
nocorticotréfica, en fase aguda ®.

4. Factores genéticos.

5. Fagocitosis. La fagocitosis provoca la produccién de citoquinas, sus-
tancias parecidas a las hormonas que regulan numerosas respuestas
celulares **,

6. Fibronectina, glicoproteina de alto peso molecular, que cubre los re-
ceptores de la superficie celular, y que puede, de esta forma, blogue-
ar la unién a muchos microorganismos, aunque pueden facilitar la con-
juncién con otros ®,

7. Integridad morfolégica.
8. Microflora normal del hospedador.
9. Nutricién o estado nutricional.

10. Repuesta inmunitaria no-especifica.

11.  Secreciones excretorias normales y sus correspondientes fluideces.

¥ Schneerson R, Robbins JB, {1975). Induction of serum haemophilus influenzae type b capsular
antibodies in adults volunteers fed cross reacting Escherichiz coli-073, k-100:43. N Engl TM. 272:1493.

¥ Griffiss JM (1975) Bactericidal activity by IgA of lytic antibody in human convalescent sera. ]
Immunel. 114-1779.

® Tatenka ], Cebra JJ, Rubin DH. (1995) Characterization of cytotoxic cells from reovirus-infec-
ted SCID mice: activated cells express natural killer and lymphokine-activated killer-like activity,but
fail to clear infection. J Virol 69: 3910.

¥ Weinberg DE. (1984). Pregnancy-associated depresion of cell-mediated immunity. Rev Infect
Dis. 6:814-31.

¥ Romagnani S. (1992) Induction of Th, and Th, responses: a key role for the natural immune
response?.

Immunol Today, 13: 379-391

¥ Minty A, Chalon P, Dereq JM, et al. (1993) Interleukine 13 is a new human lymphokine regu-
lating inflamatory and immune responses. Nature 362:248-250.,

¥ Vandaux B, Didier P, Haeberli A, et al. (1993). Fibronectin is more active than fibrin and
fibrinogen in promoting 8. Aureus adherence to inserted intravascular catheters. | Infect Dis
167:633-641.
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5.6. Las Subunidades antigénicas

En la tablas de Actualizacién de la Investigacion de Vacunas se incluye la
situacion de los distintos proyectos de desarrollo. Se comprobari que se estdn
realizando numerosos trabajos basados en subunidades antigénicas.

La tecnologia del DNA-recombinante ha desencadenado un vigoroso
movimiento investigador hacia el descubrimiento y las obtencién de nume-
rosos componentes celulares y moleculares, que podrian convertirse en frac-
ciones moleculares candidatas a vacunas formadas por subunidades anti-
génicas.

Es indudable que las subunidades ofrecen grandes ventajas de manipula-
cién bioldgica, de obtencién con mayor grado de pureza, de conocimiento de
la clase de sustancia con que se estd trabajado, etc.

La desventaja principal consiste en que, como la mayoria de las moléculas
organicas pequefias, muchos péptidos no son inmunogénicos. Mitchison ® de-
mostré que muchos haptenos, compuestos de pesos moleculares bajos, no son
inmunogénicos.

Recientemente se ha demostrado que un inmunégeno no es eficaz, a me-
nos que: a) Sea polivalente y pueda activar a los linfocitos B por unién cruza-
da a la superficie de una molécula de inmunoglobulinas, o bien, b) Cuando
enlace con una molécula de una proteina del MHC y llegue a tapizar la su-
petficie de las células.

La conjugacién a una molécula grande de proteina, asegura que un frag-
mento de este complejo, tenga la posibilidad de unirse a una proteina del MHC,
después de haber sido endocitada, procesada proteoliticamente, y re-expresa-
da sobre la superficie de una célula presentadora de antigenos.

Las subunidades poscen inmunogenicidades débiles, que se precisa forta-
lecer y reforzar mediante el empleo de nuevos adyuvantes, nuevos sistemas de
liberacion en los sitios mas inmediatos al sistema inmunitario, o de portado-
res antigénicos, tales como polipéptidos, bacterias, virus no patégenos, plds-
midos conteniendo DNA.

Por otra parte, los procedimientos de ingenieria genética molecular que
ofrecen niveles superiores de pureza y de seguridad, también estdn facilitan-
do el desarrollo de las tecnologias de la biologia molecular, que proporcio-
nan ocasiones de detoxificar toxinas, que antes se obtenfan por métodos em-
piricos.

* Mitchison NA, (1971). Eur J lmmunol. 1:1¢-19.
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5.7. Situacién actual de la investigacion de vacunas

Es evidente que durante unos doscientos afios, las morbilidades y las mor-
talidades de muchas enfermedades infecciosas (viruela, tétanos, difteria, polio-
mielitis, rubéola, sarampién, parotiditis) han experimentado reducciones es-
pectaculares en todo el mundo, y especialmente en las zonas més empobrecias,
en donde la amenaza de infecciones es atin mas grave por la falta de recursos.

Las vacunas que se han estado empleando desde Jenner, Pasteur, Behring,
Ender, Salk, Sabin, etc. han obedecido a principios empiricos. A través de ellas,
se ha logrado alcanzar un alto nivel de conocimientos sobre el comportamiento
del sistema inmunitario ante la presencia de un antigeno. Por otra parte, ahora
se conoce detalladamente las estructuras moleculares de los patégenos més im-
portantes. Estas circunstancias, junto a los avances conseguidos en ingenieria ge-
nética, tecnologias de clonacién molecular y otras, convierten lo que fue empi-
rismo, en planificacién racional de un proyecto de investigacién de vacunas.

Hasta este momento, la vacuna de la hepatitis B obtenida por recombinacién
genética es el iinico fruto practico de los esfuerzos cientificos. Sin embargo, estd
en marcha un vasto programa de desarrollo de nuevas vacunas y de mejoramien-
to de las actuales en todo el mundo, como se puede apreciar en el conjunto de
tablas de actualizacién que se insertan a continuacién y que, de forma esquemi-
tica, demuestra el progreso de los distintos planes para las numerosas vacunas que
se espera que vayan apareciendo en la prictica preventivista del préximo milenio.

Como ya se ha mencionado en varias ocasiones en este estudio®™, en inves-
tigacién basica se incluyen, como minimas, las siguientes actividades: a) Iden-
tificacion del agente causal; b) Estudio de las caracteriticas etiopatogénicas; ¢)
Investigacion de la posible respuesta inmunitaria ante la infeccién real; d) Re-
conocimiento de las estructuras moleculares de los candidatos a vacunas. En la
columna de modelo animal, se recoge toda la investigacién requerida para el
desarrollo de sistemas de modelo animal, con las mayores semejanzas biol6gi-
cas posibles con el individiio humano.

Como Fase I, se entiende toda tarea de investigacién que conduzea al co-
nocimiento de los datos de seguridad y de eficacia del agente inmunogénico
que se estd estudiando.

Como Fase II, se comprende la ampliacion de los estudios de seguridad y
de inmunogenicidad, asi como los que corresponden a las determinaciones de
las dosis 6ptimas y del esquema de inmunizacion.

En la Fase II1, se incluye el desarrollo del proyecto de ensayos clinicos, se-
gtn las normas de la Organizacién Mundial de la Salud, que conduzcan gra-
dualmente al establecimiento de la seguridad y eficacia.

* Véanse apartados de 2 al 4 de este capitulo.

73



"69-¢9 “#d 1aoday] [enuuy UEPIO[ AT, 'O4GT SAURIEA JO WRWHORAR PRIBIARIIY EPSAIAE ‘IEAF] JO AMILSU] [FUONEN ,,

{PUAIp AUEINW TUIION)

" LGTINND -sopednluca-g, 3p sopudag

IREA .n;Nm :uu.h,n:.

wq yH ‘eproipnd J1

(88e) souddpunnyde ‘(uag) eundeiad Yy ‘epraypund 1

(V1) esoruawep; eutunng@eoway A epronund 7,

uE.mﬂmn_EOuu.H.&

{epeanoew -1 ) sissnirad purxop

(BI3[07) A EJUOWES)
Io13aA J0d %EE&E u_umcuazm ap PURIOL]

sissnpiad T apiog

III 282

: seJ

1 ummnm

—_mEmc.m

o_u O—vﬁog

BII5Eq
UOLEZISIAU]

BUDIEA

UatIacy

%9061 TITWAIDIA NI NOIDVILIS

"SYNNDOVA 30 NOIDVOLISTANI VT 3d NQIDVZITVLLOV 'T°L'¢

-+
~



n-dsgepeoyund g-dsp

07 10d epesardxs y-dsy

epeaund y-dsp

1g3neuuon) uemquodsy y-dspy

gg-ueciquioda y-dsg

Hafoplng eyadiog

seInpeas| ap senjad ap sepeagund (1-14,) SeUB01]

SIpHTIPILIP SIKIMONSII]

YHELA

qH-Id- epednivod-qiH-2d1Q

JCs NEG

{H- epednluod-qH-r{ L

GH-[d-epranluod-qiy-41q

{Rrqenadus onjod) 1J-GiH-4 1A

(g'dap) g1~ epednluor-qip-d 1

epedniuo>-qiH-41(

sismaaduue owod oprayund owefiuspe esepr)

(1407)) stssuyiad spjasapiog

IHI 58

11 ¥seq

[ 25e]

—_wE_Ew

p oPpoR

EJISEq
uoizednsaau]

BUNdBA

UduLIacy

(11 ) SYNNDVA 30 NQIDVOLISAANI VT 2d NOIDVZITVNLOV

75



— — — + + ousered [ap sopeoyund (' eursorwered) sousfuy oo piEnig
- — - - + (YNQ) won2wdy
- — — —_ + vaRioxdnnw peprungng
_ - + + + euoxdodns ap peprungng
— — — + + SEpPAUALE SeATA Sedan) sniaBaniorin
| 001UE13] 3PI0X0}
— — — + + 0 Je[nsdea opugaesijod ap opesnluadodn
— - — + + opeayund ausweird sensded apupavsijod | surmiofoau sn00dfin)
aeppydip
— — — _ + IUBL[GUIONA] BUTKO], Wnua1oPgauLson)
- — — + + {YNQ P 24 U3 (Y ¢'£ ruptorq
- - - t + % £¢ ruRtolg
— — — + + (1 £7) sepuIzysa ap oprusdowoy
— : — + + AJUEIqWIODAI (TY ¢/ BURIOL]
+ + + + + CuI[EuII0f 10d SEPEALIITUT SE[NIRST SHTWWI SAPOIPINIT)
[eusue BIISEY
111 @54 II vmm_.m 1 uwﬂm u—u Q—w—uﬁ—d Gﬁmuwwmum?’cm BUNDBA :wEqu

(IT1 ) SYNNOVA SVT 3a NOTDVOILSAANI V1 4 NODVZITVILLIY

76



OpENUIE 0ATA ST

JO103A 002 E:ﬁﬂ?;.._ 9P PEPIUNGNG

WQOSI / BPOSI

03RS OpHddd

Srsaong 2p Tﬂ@mcsn_ﬁw

DHAIIITA uﬁ ﬁnﬁmmsn“_zm

OATA DIHIIDA 3P JOLI

oapumb snypp

0SOI3AJUI OUO[)

sa[eama seuplold esordxa anb opesyund yN(-

anguag] [2p sy

SUBHILIOIAL PUIXO]

HUDIS] WIIPIATS0))

eopadond puRiol]

101224 OWOD O:OQ STUIA GOJ UQIXONIISUOTY

qdd ¥] 2p oprayund opndag

{(TWJJ) purxs eueiquew
7] op rdpurrd vuraioid ¥ op prprmgng

& miplavygy

II1 9584

11 osey

] 9%

_a:___.:m

2 OPPOl

mu_wwa
ug1e3nsIAU]

runaey

Uaunany

(AL £) SYNNOVA SV 10 NOTJVIILSIANI VT A0 NOIDVZITVNLOV

77



— — — + + W-Pu101d O 31ULARIIA) OPHGIY 3P SIUCDINNSUOT
— — — + + 5210123 U3 oprsaidxa -ewlond op odoydy
Aaaon(T snrydowsery
TUTX0 9p pEpIUNGNS g odnif snasoaoidang
— — — + + satopeiod ¢ sopun w-euptond ap soprdag y odnid suaar0pdasig
— - + — + 0ITXI0I1 IO 3P UIINPUL 3p oprdaq
— — + — + 0¢¢-dT o esardxs snb ayuruIqWodal UL (qan)
- — + + + 0¢¢-(d3) vupr0xdody3 peprungng areg-uisdy ap snily
— — - + + S + "1L 9p ugisny 3p peprunqng
— + + + + BI[0D [9P EUIXO1 3P { PEPIUNQNS+ SEUIRU SB[
. ('L} Iqg|owsa) euxe],
- - - * + § peprungns 4 (S1) 03ngus 3pIox0l 9p peprungng
EANUIHIX010131U3
- N + + + AT 9p 0omuIfxol-ou oprAla(] 102 PGS
— — — + + JO1I3A DO FIUPEAI P PRPIUNGNG pondpoisiy vgacwoiug
111 ase4 11 Omn...— [ 2se] vﬁ—ﬂﬂwwvd =©_HMM~MM>=— wcn_u_ww :uEuOO

(A £) SVNNOVA SVT 30 NOIDVOLISTANI V1 30 NOIDVZITYL)Y

78



+ + + + + g-odu-uay 9p FN+Qd-FH-uo203[D
— + + + + GH+Id+9'H
+ + + + + 021UY13} SPIOXOI+QTH SOpan[u0I031|n)
+ + + + + I21J1p aprox0) uod T J-qTH opefnjuooano)
ELTALIP ] 3P TAIXOIE (qUH) q odn
+ + + + + awenu euptord, , /6T-WHD-QiH opednfuodooysy | sezusnpjui snjrydowsryy
sedu-eu
— - — + + 9d ‘7d ‘14 seuwiozd opuawaiuoed edplord pepunqng | sezuanpu sapydownety
— — — — + eurqodoway] ap 1016220y
— — _— — + EUIXQINID / mcmmmoEu:
— — —_ — + PUIAINA PUEIqULW & 3p [edDund supsiong
02531014 101094 ¥
_— + + + t soptun ‘It ‘11 ‘qq ‘ef sedu ap soprinluoaoas (1003)
— - + + + W-sopndad sopugny[rAT[N[y UisuCT) anom(y snpydowaeyy
— + + + + BLIDIDE] 101994 U SEPES3IAXD ‘W-PULI0I] g odnig snaosoidang
- — + + + BUIXO0) 3p peprungns 3 Jopeiiod v soprun p-sopudy v odnif smdodoidang
—: ummm )i umdm 1 Umwh 01—”—““”_2 G@~”Mm.””m>ﬂ~ N_.—:um} :uEuuU

(IA £) SYNQOVA SV 30 NOIDVOILLSAANI VT 3d NOIVZITYLLOVY

79



msnﬂa YN

YNQ seanauan)

SODMXGIOND ] SOYR0JUI 9P UQGIITIUIL)

SIUCLIBA

oyauotgrs 10d OPRZIIOINGA

YN+ E:ﬁnbu—.mﬁuu M.mvuamu muHE.S.uOHmH

YN 1od vpesardxa 2103 ap puRI0L]

g suneday snaip

sea10d opursaIdxd (RUOTA O STIAOINDRY)
$3101234 10¢ SEPPSIIEXS SABIA SPURIOL]

SIUOLTHNISOAUL SELIEA OPENUAIE SOIIA

Em.“ﬁwzwccoo mnﬁwbﬁuamm wm_zumﬁm&

{SINEdan sepeanoRUL STMOMIT]

g§-sepeapaew seapIed ¢/ 1] vden

y sineday snaig

II1 2%%d

I1 ?s8]

I 28]

Jewe

3P OPPeN

1%
yopednsaAu]

m:_\_ow}

aunan

(1A ) SYNNDVA SVT 20 NOIDVOLISTIANI ¥1 30 NQIDVZITVNIDY

80



YN(-seorRun

nwOH.:uuwu_u ?E_.b mHnumtw&

pru200 103034 seuriordoond seuratond

g rupiosdodnd / (] eurarodoary

Owunbxm

prprungag

JWIEUIQUIDIaL / OPENUATY

7 & 1 sodn xaydets
sadray [ap snaip

mnﬁamUH&Mu SEUI310I ]

q snnedag]

101234 OWOd mzu.ﬂ_a.oﬁzumm

soonpus sopudag

( stnedsp

VNQ-TRua0

sepisdgaoapnN

SOJIXQI0112 ] SONIOJUI] 3P USLIBIAUAL)

sodonds 4 spyaadns op seusiord opuesardxa 'yNGg

7 supeday snary

I st

11 #sed

1 asky

[ewiue

3P OPPON

vaIseq
uonednsaau]

wundvA

UL

(ITTA £) SYNNDVA SV 30 NOIDVOILSAANI V1 20 NOIDVZITYNLOV

81



—_ — + + + {seanpesd] ) IS/ (g1-di
— — + — + (o1apwew ap sen[d wa) N 091-d81
— — + + + (o1a1wEWL 3D SE[R[Y US) [T / 097-dE
31UBANAPE U0D
-— — — + + ‘epenedeaus {01308U1 3p SEMPI 1) Ty / 091-d&
— — — + + g apep rey / po1-dis
— — - + + 012350 2 ST US N / (97-d81
OI33sU1 3p SE[NPI UD (HIA) BURMINY BIUND
— — + — + 9IUBLIGIOIAI [Y/09T-(d8) eupjoxdoney |  -yopounwul ¥] 3p SRITp
— - — + + QUBWIQWONAI-Z'9 ((09-G}]) P PuRIOI]
— —_ — + + ZAID AP SeInpeady ud'(zg-siad) seproyund seuorg | winepnsdea ewseidolsip
— + + + + AueuIquedal-(J rupoidods
z & 1 sodu xapduiss
- - - + t 80S0N123JP SIla 3p uoreday sadray [ap sniip
HI 25%] EA | I #seg %_”_.MM”E cE”MM;E eunyBp uauuany

(XTI 4) SYNODVA SVT 3A NQIDVOLISAANI VT 40 NODVZITVILLDV

82



IgHBY-¢A 3P seopreg

Opuinfucy winia1wqeoi-g-)

AUPUIGWIONI-)F-§-A

9¢-ALTD) YL omogur¢A 3p opedniuod odondy

SayIA [Pp [ € Jejruns ejuopred ‘CA-AT

(epemopredornm) ¢p-eust-oprdadong

{ sedas ¢1) punstj-oprdadong

( NI eda) ¢-p-euisipopudadoinQ

( sedad ap epzawr ) ¢p-sopudag

(NIN ®d23) ¢-p-soprdag

(N edao) y eurxol-¢-p-epednluon

{seda2 [} Qdd-¢-A-epesnluony

(NIN ®de2 e[ 3p) (1dd opednfucd-(¢p)
uucanuabﬂvﬂ OWEEO*J Tﬂ ASIN Ezu—obcm

(ox3jruIew 3p SeJu[d US) NI / 071-d81

(onajpueus 3p Se[R[R> 19} (YT / 071-d81

(0IFJIWIEW 3P SE[M[32 D) 7S / 0Z1-dd

(03} HIA

11T 958

11 ?sg]

I @58

[eunue
P OPPON

BoISEq
uonednsasu]

EUMmEA

u3aurany

(X £) SVNNOVA SV 30 NOIDVOLISIANI V'1 20 NOIVZITYNLOV

83



401230 6309 Diwwa Ga [od-Bed+ pyip AUy

101324 00 PruLIIRA U3 HIA 2P {AUS) mInj0AUY

sni [e svpoazed semopzed ‘7A-2ef-1yA

mzumbo*u:bm& oo T-HIA

. opranoeut *HIA

HE:_umbﬁ UT mw_imu Euv vwmu

§01398U7 3p $P[IR) W) pzd

snua [3p epropaed ap ewnog us ‘pzd-AL

‘ - 1d-0¢-gOH-opdag

opidi] ap euri0] wd-3ed-opndaq

1V / 363-1- 1A -Sauadoplouce puasiy

[¥1/9e8-1{] p-eurjozauaa eumba SIJEjadud €] ap SOIfA

PZUSR[JUI-¢-A-TY'] / SUPUIQUIOITY

SIIA0SUSW- A 9P AIUBUIQUIOdAY

SIIIAQULI-C A B 21UBUR] W0y

(103} HIA

111 3s¢q

11 2%%,

1 umm.n—

Jewnug

p OpPpoly

BIISEQ]
ugnE3NSIAU]

BURIBA

ULy

(IX ) SYNNDVA SV 20 NOIDVOLISTANI V1 30 NODVZITYNIOV

84



JNUPTIARIOIT SHRNIOPET- LA

AUEWQUIOIAL- BffaRIGG-¢ A

D26 U3 T-HIA 9p A0y

vifauomgps U T-HIA 9P PU 0 ‘A 0 Fen

101334 QWD mE.SomcuE W T-HIA *P N

Toloaa owod snatayod ud ‘[-HIA 2p jod-8ed “aug

10333 owod snased 1 T-HIA 9p [od-8ed “aug

J01ISA OUKY) SNIAQURDE/T-F{[A-AUH

101234 OWO2 OUEUED —u_u xod SOIA U2
‘T¥7T & NN sedad sep op jou ‘esear0ud ‘Fed ‘z-doy

301234 OWIOD CLIPUEY [3p X0d SNIlA U T-HA-AUY

ppenuafe Sy msodna U2 Jod-ge8 ‘L opaug

(2002) HIA

III e

Il

ELLA |

] @s&]

Jeunue

uﬁ OTTOE

EDISE
uonEnsasy]

wcsu&?

uaua O

(11X £) SYNNDVA SV 30 NOIDVOLISTANI V1 30 NOIDVZITVALOV

85



episded ) ap vuieno]

oueumy sniewo]ideg

pjjauours Ua Z-HIA [Pp Sedaug

gD [3p ¥od U3 Z-HIA PP AUa ‘jod-Bed

pr40IPR U T-H[A M

epENUAIE ANW pruopa U ‘Z-HIA Aus‘|od-Bed

s0123sUz Sp $E[0[Rd U2 opanpord (g7-d2

o 19p opeayund e1-ddy

Opeaioell Z-HIA

(7-HIA) BUBLINY BDUID
-IJ2pouniuuy g 3p STIIA

T-HIA PP 437 “YN(T 219095

I'HIA PP 08 PP YNQ wrua))

["HIA PP aUs [3p YN(J BYI9Ua0)

BI3[02 2P EUIX0) U0 ‘pwasadi] us ()71-d8y

EID]03 PP EUIXO} UOD
114 0§dOH-¢A Pp o21prdad opesnluoy

(1u02) HiA

111 2s¢4

I Umm...—

I 28]

Jewnue

ap D_vﬁcz

wIseq
yonedpsaau]

BUMDEA

Usuiany

(IIX 4) SYNNDVA SY'T 30 NOIDVOLLSTANI V130 NODVZITVALOV .

86



OAIA BI4IZ280 2D 10103,

OPENUAIE OALA STIA

opexqund YN 30d epesaidxa eugeior ]

0501333}t U0y

SEPBAIOUUT SEISIUD SI[RIIA STINDIME,]

q esauode|
SI[EJAOUT T 3P SIIIA

VH ap peprungns esardxs anb
021NU OPPY 3p oprwseld WY UODISURI]

snansanavg Us epesaidxa euicadospny

snaao[moeg ud Id¥2'321- 2p peprungng

eprapund BPEAIIEUT [FIIA ESEPIUTIIRINAN

moﬂvﬁzwawucuouu_ﬁ SOpeAndEUL SNIA

sopeagund [ 7y7- ooysadse sopudag

PUTINN[BPOWRY GPUITWILD) pwosady]

Jund [eaa (Y1) ewnn[feowsy 3p peprungng

o13j T¢ apradepe ‘OpERUAIE OALA SNIL
1] [ opradepe “op KA STLA

Sida vruanifuy

I11 °s&d

JIELLA

I 258

—_wEmc_m

P OPPON

AT
uopednsaau]

LIGRTIY

Ul

(AIX 4) SYNDIOVA SV'T A0 NOIDVOLISTANT V1 20 NOIDVZITVALIV

87



Jojea Jod sopeiew amda] ‘W + DG

00 UD $IUBUIGWOdaT souadnuy

arada) " + 90 2P (g¢ sousdnuy

a04da) Sa.:&%%&ﬁ

Temaajow 0sad OI[E ‘BUIR1XI PUBIGUAW 9P EUII0L]

5 N\ [ m.U w__qu IO

opsny seup3oad £ -2a1-y N putunEeoway

soara xod snaa Jod ugreznoN

moxu wo_ﬁuwu_ _wo_.u.n_._ﬂuun .wu_n:u_u\._E mwamu

OpENURIE 0AIA SDA

uoisny ap seuroad £ 251-yN(T seurunndeowdy

uordwereg

(ouerdoysojodr £ ‘(9 ‘¢9d@) arorpsadns op souadnuy

QHINUL O GPENUIAIE 019U ONISLIE]

df prvagay

epealund euaideq Anyradns ap euiold

EPENUIIE SUBIN[

prgdomnand gyauoida]

IR |

II 2s8]

I 258

—msmcm

3 OPPON

BII5E]
ug10ednsaau]

m—.—:um>

v

(AX £) SYNNDVA SYT 30 NOIDVOLISZANI V1 30 NQIDVZITYNIDY

88



OAIN 104012 N&m.:m‘_uuﬁcuaz

,...&QNF._.Q%E Eﬁﬁmwuuﬁmcu@& oumoboxzm SJURIRTAY

YN °p seanguag seunoep

004 =p cajenoxne TNy

seumboly ursaxdxa anb oI

3r2m) “Jy U3 SURLIGUIOdDT SOURFTILY

9BJIEA 'Y

£))g U9 $AUTUIGIIOdaT S0uITuy

L, SOMD0uI[ utd §0a10La) sousBounuwu]

sisop4agn] "y op sopeanund sousdnue + o)q

sisopmaiaghy Ex.:mtu&cuag

eoidne epeznid
ugraeal Jod upnize anb SeAlA SELRLRQOIIN

sopeayind £ 1ojed 1od soperew ‘a24da;

2043y wn12100q0oLpy

IIT se]

I1 mmwnm

1258

_mEmcm

u—u o—uﬂoz

vaIseq
uolEdnsaAu]

BUNJEA

U0

(IAX £} SYNNDVA SVT 30 NOIDVOILLSTANI V1 A NODVZITYNIDY

89



— — — + + d-NH oaugwinbaueurquodsy
— — — + ¥ epe[nsdeduwso1any
— + + + + OpPIUALE OUlAOg
— - + + + apyaadns 3p NH 4 f pur10zd ap pepHmMgng
— + + + + 013 e operdepe openuae sty vzuanpfuirard sni)
— - + + + SIpRIBUHAR "N 3p $021101d SOUAZNUE + OpEINIUCIOND) | SipuBnmani pLSSIIN
24V
— — + + + soprdnlucoand soyanyy sipnBtunon viiassiaN
— — - — + 0SG113} UOT [E UQIUN A BLRI0I]
— — — — + RIULUIWOIDT | ] PURI0I]
- - - - + epeiund eveaquaw v op edpund () ewaloid FPIGUIOUOT PLISSIIN
- : - + + vpragund PUISIXD PUBIQWAW 3P TUIRI0I]
— - — + + PUCIQUIDW € SE[PEIOSE SAIUPUIQWOI Stupiol] | svimomnaud puspidorlpy
L ommn— : owwn— 1 umwm EE_EW Nummmm uczum> _.GE.—ow
3p oppojy | uoneinsaaug

(IIAX £) SYNNDVA SV 30 NOIDVOLLSIANI V1 3d NOIVIZITVILIOV .

30



108eW pepRIUsFoUntIul U0 SOPEANIELY SAIIA

oaupunnb snup

UQISIDARI UIS OAIA

opeAnTy]

—Eo Oﬁaﬂﬂuﬁw

EPEZINIQEISY UOISIAI ‘OPENUIE SN ‘[BIO OI[0]

SIIIAOT[O ]

sod1adsa sousdnue
S0P 0pue1ndlody| EPEWGOd BUNJEA 3P SOIPEIS
P op Feprulg A Op SOIPTISH

soIo0JsWEs ap sousduuy

opozoredsundI-ou s0J110113-31d sousdnuy

(§D) onozosodsund ap ousdnuy

o18ues U2 o1pEIsa 2p soUAnUY

son019ured op souadpuy

ST SOPAW UD
opesaidxa onozotodsunain sp ousdnuy

'qds wingpouseld

11T 3884

11 @seq

I ose]

[pwuE

um. o—w—uoz

8ISt
uopednsaau]

EUMDEA

GQE(_OO

(IMAX %) SYNNDOVA SVT 30 NOIDVOLISTANI VT 3A NQIDVZITVALIY

91



— — - + + {a@¥ 077 4 ¢c1) a1argsadns ap
sopediound seuiieid opuajusaiuod sapepungRg HSHA§4 vIsyYory
— + + + + epEaUnG ] BURI0Ng
- — + + + £ 0/A 51 5vdad SB[ 3P SOPENUNE S0AlA SN | OLIOIRIIdSAT [PIADUAS STIIA
+ + + + + OPEATIZRUL JE[N[2) OAN[AY Ud opeaTdal sanp
+ + + + + OpPATISPUI SIIIA UOD OIJIUIEUI 9P OPEIIIUI 0IGRI)
+ " + + + (PHPULISI0A BUNIRA) S(RA[ES
FIQEI U2 05N Bled 2JUBTIGWOIST PIULORA STIIA YN(]Y PIGET 7 9P SOIIA
— - + + + opean(uocodyd 4
Je[nasjoi 0sad o1 op sopugdesijod souaiue 4
SEPEANJRUR SPURLIAIORG SEUIXO] SEydnuy ‘seunnd ‘-G T prdad spunwopnasg
‘“aeppiepy By opuadnpuy ‘sepedtjund SEUBLINOR] SPURN0L] | 4 PSOUITRISD SUNRKUOPRIS]
B 14 BJISE
eS| 11 9584 ] 258 i 29 BUNdEA UWIan)
ap oppop] |uonednsaau]

{XIX 4) SYNNOVA SV 3d NOIDYOLLSIANI V1 30 NODVZITVNLIY

92



angius opudyg

501233]u1 GUOY)

SOPENUSLE SOAIA

E[0RqmTy E[ 9P SIIA

YN( Seonguad seundep

SOQUIE O /JA
‘bdA OpUEsAIdNa AIUBGIGUIOD3] BIUIIILA SIITA

(SdTA) snua [e seojpue senoped 9p BwIo] U
SOpEALISP YN([! STu1aRI0N 9 sepedipmd SeulR10L]

SELISWIRJUA U3 seupwiny sedar)

€om) mowﬂtam SOUPLINY SOIIA/SOPENUILE SOUADH

SOqQUIE O fJA O hp OpuessIdxa BpUOWEg

omum I® mcﬁﬂn_ﬂﬂmv mcﬂuzﬁmum SOUBLIRY SOIIARIOY

soyewny eled wOﬁ«dﬁﬁ« mzmwuﬂu 3P SOPENIEA STIIA

SOIAPIGY

IIT as¥]

11 5%

I 58]

—NEmcﬁ

u—u O—QWOE

Ba1sEq
uoEdnsaau]

BUNJEA

:uE.—uU

{XX ) SYNNDVA SV 0 NOIDVOLLSIANI V1 X0 NQIDVZITVNLOY

93



— + + + + 107) 4 9p SOPuQIH] JAHU0S frauxaY pyatigs
—_ — - + + OpENUSIE 0JYONOXNE JUEINfY avustuasp ppasigs
— + + + + opuearsyad- aamoid opedniuon) dds syadigs
— — — + + SATUEUIQUIOIAT SOITEATE] SOURBIUY
— — — + + sopeozund soreate] sowadnuy FHOSUDH DHOSOISIGT
— + + + + OPPRUIE OATA 0J1dQLIOXNE S2UEINY
¥ + + + + [ZA1, openude oAy
— — + + + 0212104d oprdnfuoa-1p, oRIpIjOqIED)
+ St + + t 1A OFRIPIYOGIE)) 1444 vjpuotijeg
—: ummm 11 ose] I 58] ruHue mummmﬁ EUMEA Uy
ap oppojy | vorednsasuy

{IXX 4) SYNNDVA SV'T 2d NOIDYDILSIANI V1 30 NODVZITVNLIY

94



(eayip ap aweanw eupied) 6] YD)

{67 161 ‘D81 ‘b1 €9 ‘¢ 1) oprdnluodcors)

161 WD
® (67 J6T ‘D81 ‘bT ‘A6 99 ‘S 't 'T) opednfuosoann

{'BLI)IP 3p MuBINEW PUIOL T}/ 6]
WD ® (I€Z D81 b1 ‘A6 ‘9 '#) 3p opedniucoodgs

L61 WD (161 D81 ‘b1 ‘{9) opednlucaony

SOURI) 9 3I0X0Y B (47 ‘6T ‘b1 ‘q9) opednlucaon[o

SOUE1I SPIOXO] ¥
{167 961 ‘P1°AG “G9 F °¢) opednluodoal oy

{ 030008UIIAW 3p
UKD pupIquaw 9p euord € {147 ‘A6T

8T BT A6 9L ‘99 'k ‘¢ T} soprdnfuododney

q 020208uTwaW op FUTIqWAW 2p eulield ¢

(A7 AT D81 ‘b1 'N6 ‘g9 ‘F) sopranfuodoansy

mu..gcm&km.xa .QG.H_%S%&\%

I 738

I ?s8q

I 25%]

[pwiue

3P OPPON

ESEY
uorednsaau]

BUNIEA

URULR Oy

(IIXX £) SYNNDVA SVT 90 NOIDVOLISAANI V1 30 NODVZITVALIV

95



n + + + + SOSDPIRJUT SAUO[)
- - - + t SOpENUE sy 2p sedan) FUE[0ZAUA
euTba STIEFRIUY
21330 [3p A 2153 [3p
+ + + t + SPPEAIIBUI SEIAUD SA[ENTA STINORIE] | eumnba snejaaua ‘eur|
-0Z3UdA TUMBD SIIEIUY
— — — — + AT, 3od sepezirozea semateddoon s
— — - - + erumses Jod sepeziioidsa seuinloidodn s
— — — — + seutjordoo? ‘sapeplungng
+ + + + + SOPENURIE SOALA SNIIA TRISOZ B[RILIRA SOIIA
— — — + + eupoavoIqiy/odnopmy
— — — + + anppadns ap seutordodi wmpiped vuanoda],
— — — + + SOPENUAIE SOAA SONSEIR]
— — — + + ouspaed p opeayund (pgd) ouanuy Hpudl prsmdoxo]
11 258 II 2s&] I 958 T«E_cs mummmn— BUMDBA GQE.—@Q
ap O—vﬁou& ccmumm_umebﬂm .

(XX 4) SYNNDVA SVT 30 NOIDVOLLSTANI V1 30 NOIVZITVALOV

96



a5v3 259 1D odesta o opesaydwo viry 98 anb aynarepESIOAL 1Dap 22ND QN EPESIPUL 3SE] ¥ US GPUEZI[EAl UElSa 95 SOIPNIsa so anh eanuds + B

— — — + + 0301IA]W OUOT)

+ + + + + OpEnURlE OATA | P[HBWE 2IQDY) B[ 9p SN

— — — + + opuraestjedodiT oprénfuod

- + + + + 6T IIETWGUIOIAI CAIA

3+ + + + + 10 AIUEUIQW0T 04TA

+ + + + + ([ EUIX0] 3P PRPIUNGRS + EPRANIELL THIR10TY ALAIOGD OLIGIA
TIt as#] I1 988 I 958 [Pt Iskq EUmEA UauMan)

3p oppoly uoednsaau]

(AIXX £) SYNNDVA ST 30 NOIDVOLISTANI VT 10 NODVZITVNLOV

97



5.7.2. Vacunas de carbobidratos. Vacunas de polisaciridos

Las estructuras de los carbohidratos no se sintetizan a nivel del ribosoma,
sino que se necesita glicosiltransferasa para su formacién.

Los polisacaridos existen como formas moleculares dinamicas, cn lugar de
como tramas rigidas. Sus estructuras se pueden comparar con las formas heli-
coidales de un resorte o muelle. Cuando se sujetan ambos extremos del mue-
lle, presionandolos en un sentido o en el otro, lo podemos alargar o compri-
mir, en posiciones muy variables. Todavia més, se puede a la vez, combarle,
hacerle rebotar, imitando las distintas estructuras terciarias o cuaternarias de
una molécula. La unién del epitopo al receptor del sistemna inmunitario en so-
luciones acuosas, se asemejaria a poder adaptar formas confrontables de “es-
paguetis” en ebullicién.

Para apreciar Jas propiedades estereoquimicas de los sialilhomopolimeros
de los polisacaridos capsulares, se necesita considerar la flexibilidad que pro-
porcionan los enlaces interatémicos, la rotacién de los ejes moleculares, las me-
didas de los dngulos y la motilidad potencial de la molécula.

Las moléculas de carbohidratos pueden enlazarse para constituir oligo y po-
lisacaridos, de manera andloga a como lo hacen los aminoacidos para formar
péptidos y protefnas. La gran diferencia estd en la estereoquimica. Los flexi-
bles enlaces interatémicos de los carbohidratos son mucho menos rigidos que
los que poseen los péptidos y las proteinas, y no permiten que las moléculas
de los polisacaridos scan suficientemente estables para constituir buenas vacu-
nas.

En soluciones acuosas, las diferentes estructuras conformacionales se man-
tienen en equilibrio, y es muy dificil identificar cualquier epitopo particular *.
Por esta razén, existe una incertidumbre constante sobre si un oligosacirido
de interés inmunogénico mantendria la parte epitdpica de su molécula cuando
se la prepara como vacuna o, por el contrario, imitard su estructura antigénica
¥, por lo tanto, serd ignorada por el sistema inmunitario, o atn mas, si el re-
sultado de la respuesta inmunitaria se transformara en una reaccién indeseada
de naturaleza autoinmune.

En la naturaleza, en los sistemas biolégicos de los mamiferos, los oligosa-
cdridos se presentan conjugados a las proteinas o a los lipidos, por lo que, tam-
bién en inmunologia, cuando se trate de investigar o de preparar una vacuna
cuyos epitopos sean sacaridos, se debe estudiar las posibilidades que encierran
sus derivados glicoproteicos o glicolipidos.

* Drickamer K, (1988), ] Biol Chem, 263: 9557-9560).
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5.7.2.1. VACUNAS CONJUGADAS DE SACARIDOS-PROTEINAS

Muchos polisacdridos capsulares de bacterias son inmunogénicos en in-
dividuos adolescentes y adultos, pero no en nifios menores de dos afios.
Son antigenos linfocitos T-independientes, que también fracasan en esti-
mular memoria inmunitaria. Los neoglicoconjugados covalentes de polisa-
caridos o de oligosacaridos a una proteina portadora, lo convierten en an-
tigeno linfocito T-dependientes eliminando este problema. Por este medio
se han desarrollado vacunas eficaces, entre otras frente a Haemophillus in-
fluenzae b, Neisseria meningitidis, Klepsiella preumoniae y Streptococcus
grupo B,

La conjugacién quimica de polisacaridos antigénicos a péptidos, garantiza
la linfocito-T dependencia al sistema inmunitario. La actuacién de los linfoci-
tos T-belper en el proceso de induccién y de activacién iniciada por el epitopo
especifico para el linfocito B, contenido en la molécula del polisacirido o del
oligosacirido inmunégeno, es potencialmente aplicable a cualquier antigeno
de naturaleza glucidica. Sin embargo, cuando se ha tratado de utilizar para el
serogrupo B del meningococo, se ha encontrado que la proteina aumenta la in-
munogenicidad, pero también aumenta las posibilidades de causar reacciones
de autoinmunidad cruzada, razén por la cual esta linea de investigacion, en este
caso concreto, se encuentra obstaculizada, Hasta este momento, se han ensa-
yado s6lo unos pocos portadores proteicos. Los més utilizados han sido los to-
x0ides tetdnicos y diftéricos.

A través de este método de neoglicoconjugacién, se han conseguido vacu-
nas mis eficaces y persistentes de polisacaridos capsulares de hasta 23 compo-
nentes del Stretococcus preumoniae™.

En las bacterias, en su estado nativo en el medio en que se desarrollan, los
polisacaridos capsulares se encuentran conjugados a moléculas cortas de lipi-
dos, a través de fosfatos de ésteres. Esos lipidos mantienen anclado al polisa-
carido en la doble capa lipidica de la membrana mediante interacciones hi-
drofébicas.

Cuando se extrae e] polisacirido para preparar una vacuna bacteriana, el
polisacdrido se desconjuga y al purificarlo, atin pierde mds sus propiedades in-
munogénicas. En cambio, la formacion de glicoconjugados de esos polisacari-
dos purificados, por uniones covalentes a distintas proteinas, exaltan la inmu-
nogenicidad de los epitopos activos, y resuelven los problemas de inmunizacién
de nifios menores de dos afios. El fosfato de polirribosilo (PRP), la cipsula del
baemoplillus influenzae tipo b invasivo, conjugada a las proteinas de la mem-

* McEvoy GK (1996} ed.Preumococcal vaccine, polyvalent. En AHFS96. Drug 2483-2486 infor-
mation. Bethesda: American Society of Health System Pharmacists.
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brana externa del meningococo, o 2 los toxoides del célera, o del tétanos, pro-
ducen anticuerpos protectores frente al H. iufluenzae tipo b,

La inmunizacién con toxoides procedentes de neumolisina del §. preu-
montae ha creado ciertas expectativas de conseguir una vacuna conjugada
eficaz contra la infeccién neumocdcica ®, aunque parece que, como se ha
observado en las tablas mostradas sobre la actualizacion de la investigacién
de vacunas, la vacunacidn con la proteina A, conferiria proteccién frente a
varios serotipos del neumococo, lo que supondria un avance espectacular
en la lucha contra esta infeccién que causa morbilidad y mortalidad muy
altas 7',

Como la conjugacion podria ocasionar algiin trastorno tecnolégico cuando
se aplica a otros polisaciridos, puesto que en el caso de los antigenos linfoci-
tos T-independientes, no inducen a la formacién de IgG en roedores, las bases
tedricas de la conjugacion en vacunas tienen una limitacién en la aplicacién en
humanos. Asi, en los nifios no es constante una respuesta inmunitaria hasta que
tienen una edad de entre 6 y 8 meses, dependiendo, en parte, del tipo de con-
jugacién utilizada. Parece como si esas conjugaciones eficaces reestabilizaran
las conformaciones estructurales de el/los epitopos del polisacarido, de forma
que estimulan a los linfocitos B del nifio pequefio, con menor densidad de re-
ceptores.

No se conoce todavia el mecanismo por el cual se reestabilizan Jos epito-
pos y las conformaciones de los polisacridos conjugados . El mismo polisa-
cirido conjugado a diferentes proteinas, puede ser inmonogénico en unas po-
blaciones y menos en otras. La conjugacién a una proteina determinada, puede
favorecer la conformacién de un polisacarido y deteriorar la de otro.

Aunque los conjugados de PRP parecen ser vacunas seguras y eficaces, sin
embargo, existen casos de infecciones por fallos de la vacunacién que puede
haberse debido a que se consiguieron tasas de proteccidn mas bien bajas. La
mencionada vacuna, previene de la enfermedad invasiva producida por la in-
feccion por el H. influenzae tipo b, pero esto no puede considerarse como evi-
dencia de que la conjugacién rompa siempre con la tolerancia inmunolégica a
los polisacaridos capsulares observada en los nifios menores.

* Granoff y cols.,, 1992. Granoff DM, Anderson EL, Osterholm MT, Holmes SJ, McHugh JE,
Belsh RB, Medley F, y Murphy TV, 1992 ] Pediatr. 121:187-194).

% Alexander Je; Lock RS, Peeters CC, Poolman JT, Andrew PW, Mitchell et 2l.{1994), Inumani-
zation of mice with preumolysin toxoid conferc a significant degree of protection againse at leasr nine se-
rotypes of Streprococcus preumoniae. Infet Immun. 62:5683-5688.

¥ Tart RC, Mac Dantel LS, Ralph BA, Briles DE. (1996). Truncated Streptpcoccus pneumaniae PspA
molecules elicil cross-protective {mmunity against pueumococcal challenge in mice. ]| Infect Dis. 173:
380-386.

* Santosham y cols. 1992, Santosham M, Rivin B, Wolff M, Reid R, Newcomer W, Letson GW,
Almeido-hill ], Thompson C, and Siber GR. (1992) ] Infect Dis 165 (suppl 1}, S144-151.
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La conjugacion a proteinas estabiliza las conformaciones estructurales de
los polisacaridos capsulares, y de esta forma se pueden mejorar sus inmuno-
genicidades.

Las vacunas de polisacdridos capsulares frente a los serogrupos A y C
de meningococos, se desarrollaron para inmunizar a soldados, principal-
mente 2 los adultos jévenes *. Los sistemas inmunitarios de los nifios pe-
queiios no responden a los polisaciridos que contengan 4cido sidlico (gru-
pos C, W, e Y), hasta que alcanza la edad de los 2 afios. La pérdida de los
grupos quimicos o-2,9 sidlico durante la infancia, corresponde con la ca-
pacidad de responder inmunolégicamente a estas estructuras, como com-
ponente polisidlico de la capsula de la membrana de la Neisseria meningi-

tidis del Grupo C.

La N. meningitidis Grupo B comparte un enlace alfa-2-8 sialil-homopoli-
mero del polisacirido capsular de la E. coli cepa K1. Esta estructura es tam-
bién muy abundante en las células fetales humanas, y continua expresandose,
aunque a menores concentraciones, a través de la vida. Por esta razén, el po-
lisacdrido bacteriano putificado tinicamente rompe con la tolerancia bioldgica
de una forma muy débil, y produce una pobre respuesta inmunitaria IgM, poco
persistente en el tiempo.

Segan Fukuda y colaboradores '®: La conjugacién a proteinas, no
deberia considerarse para los polisaciridos capsulares de las membranas
celulares de los meningococos del Grupo C, y particularmente para el
B, hasta que sus epitopos hayan sido estructuralmente conocidos, y
distinguidos de las conformaciones estructurales primarias idénticas
que glicosilan las células humanas durante la vida fetal y en la primera in-
fancia.

En la actualidad, se estan desarrollando internacionalmente varios proyec-
tos de investigacién de vacunas antimeningocécicas, antineumocécica, y de
otras bacterias (Pseudomonas aeruginosa, grupo de Streptococo B, etc.), con
numerosos glicoconjugados y con proteinas de la membrana externa, con la es-
peranza de disponer de medios mejorados de inmunizacion frente a los agen-

tes causantes de estas infecciones '°.

Las proteinas de membrana externa constituyen actualmente un grupo in-
teresante de candidatos a vacunas, especialmente frente a las enfermedades cau-
sadas por bacterias gram-negativas. Este tema se tratard con la extensién debi-

” Artenstein MS, Brandt BL, Tramond EC, Branche, Jr, WC, Fleet HD, and Cohen RL, (1971)
1 Inf Dis 124:277-288,

' Fukuda MN, Dell A, Qates JE, y Fukuda M. {1985). | Biol Chem 260:6623-6631.

! Poolman, 1995. Poolman JT, (1995), Development of a meningococeal vaccine, Infect Agents
dis. 4:13-28.
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da en la seccion dedicada a Sintesis Peptidica y en la de vacunas DNA-re-
combinantes "%,

5.7.3. Vacunas de lipooligosaciridos

Los Lipooligosaciridos bacterianos son glicolipidos. Moléculas triantena-
rias que estructuralmente se parecen mucho a los glicolipidos de las membra-
nas celulares humanas ', Los de cadenas mads largas terminan en lacto-N-neo-
tetraosa, que forman la estructura basica de las series de paraglobésidos, con
propiedades antigénicas sanguineas, o que se unen a los anticuerpos mono-
clonales considerados especificos para las estructuras terminales en lacto-N-ne-
otetraosa.

Puesto que estos lipooligosaciridos son producidos por muchos patégenos
de las mucosas humanas, constituyen, a primera vista, candidatos buenos para
convertirse en vacunas; sin embargo, la sialilacion de los glicoconjugados de la
membrana celular humana inhibe su lisis, y el parecido que esas vacunas ten-
drian con estas estructuras, harfa que las células humanas se desgastasen en una
tarea inhtil: Ademds, los lipooligopéptidos sialilados podrian inducir a reac-
ciones de autoinmunidad.

Potencialmente es peligroso utilizar vacunas con estructuras de carbohi-
dratos, pues aun en el caso de incluir estructuras de lacto-N-neotetraosa siali-
lados, existe el riesgo de que algunos de los vacunados presenten mielitis trans-
versa, mielopatias, sindrome de encefalomielitis mislgica, y trastornos de
desmielinacion '™,

5.7.4. Vacunas de sintesis peptidica

Cuando se conoce la identidad de los antigenos protectores, las vacunas se
pueden basar en preparaciones purificadas de esas moléculas. Desde hace al-
gunos afos, esta via se ha seguido, en principio, en los casos de sustancias in-
mundgenas frente a la difteria, el tétanos y de otras infecciones, en donde la

2 T:ontiers in Medicine: Vaccines, 1994, Sciences 265:1371-1404. Van der Ley, 1995. Van der
Ley PA, Van der Biezen J, Poalman, 1995, construction of Neisseria meningitidis strains carrying mul-
tiple chromosomal copies of porA gene for use in the production of a multivalent outer vesicle vac-
cine, Vaccine, 13:401-407).

1% Mandrell, 1992, Mandrell RE, McLaughlin R, Kwaik YA, Lesse AJ, Yamasaki R, Gibson B,Spi-
nola 8M, Apicelfa MA, 1992, Infect Immun 60; 1322-1328.

™ Aavitsland, 1991. Aaisland P, Bjune G, Aasen S, Halvorsen,S. (1991) NIPH alNN 14:133-134.
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patogénesis depende solamente de una proteina téxica, Actualmente, mas que
utilizar la inactivacién quimica para eliminar la toxicidad del antigeno clave, la
tendencia es emplear la destoxificacion genética, por mutagénesis dirigida a la
cstructura responsable del efecto indeseado. También, y siempre que es posi-
ble, se eligen proteinas no-téxicas de mutantes inducidos al azar, Este es el caso
de ]a proteina CRM197 mutante, que antigénicamente es idéntica a la toxina
diftérica nativa, pero que le falta la actividad de la base adenosin-difosfato ri-
bosil transferasa.

Anidlogamente a lo referido sobre la proteina CRM197, la modificacidn ge-
nética de la subunidad S1 de la toxina pertussis, elimina su toxicidad, pero man-
tiene toda su capacidad antigénica. Asimismo, la supresién genética de las cade-
nas ligeras de las neurotoxinas del tétanos o del Clostridinm botulinum, climina
la actividad de metalopeptidasa, y produce proteinas no téxicas que estimulan
la formacién de anticuerpos neutralizantes. La supresion de la subunidad A de
la toxina del célera, o de la enterotoxina termolabil de Escherichia coli, supri-
me la actividad enzimdtica ADP-ribosilante y la accién téxica, pero los comple-
jos de la subunidad B retienen la capacidad para estimular la proteccién inmu-
nitaria, asi como las respuestas a la accién de los adyuvantes sobre la mucosa.

Los péptidos sintéticos constituyen una fuente importante de candidatos
para el desarrollo de nuevas vacunas'®. La investigacién del comportamiento
inmunolégico de las estructuras peptidicas ' se ha facilitado mucho al dispo-
ner de mérodos modernos de quimica organica de sintesis de moléculas de pép-
tidos ' asi como de procedimientos de biosintesis.

Dentro de una molécula proteica, es posible identificar los epitopos que
pueden inducir la produccidn de anticuerpos neutralizantes, y de los epitopos
que son zmportantes en las respuestas antigénicas de los linfocitos T.

Por esta via, se ha podido estudiar profundamente la importancia de la com-
posicién de aminoacidos, y de las secuencias en la estructura molecular, para
determinar su comportamiento estimulante de la respuesta inmunitaria 1. Asi,
ha sido posible disponer de nuevos acercamientos a la solucién de los proble-
mas planteados por la necesidad de investigar vacunas, tales como frente a la
tuberculosis pulmonar en el adulto, o para prevenir la lepra, las infecciones
por Clamidia, o por Plasmodio, para cuyos trabajos los métodos tradicionales
no han producido resultados satisfactorios.

' Steward, 1987. Steward MW,(1987).Protective immune response eficits by synthetic peptides.
Imm Today(1987),8:51-58).

™ Brown, 1990. Brown F (19900 The potential of pepiides as vaccines. Semin Virol 1:67-74.

' Arnon R, and Horwitz RJ; (1992) Symthetic peptides as vaccnes. Gurr Opinion Immunol, 4:449-453.

% Ada GL. {1993) Vaccines. En: Paul WE, ed. Fundamental inmunology, 2nd cd. Raven Press,
Ny, pg. 985-1032.
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Los sueros antipéptidicos podrian actuar de una de las siguientes maneras:
a) Como péptido inmunizante tinicamente.

b) Como péptido especifico. Con el péptido y con la proteina nativa sin
competir con los anticuerpos generados frente a la proteina nativa.

c) Como péptido + proteina nativa, pero que no compite con los anti-
cuerpos generados por la proteina nativa. Es el caso de péptidos de de-
terminantes especificos secuenciales.

5.7.4.1 PRINCIPIOS BASICOS PARA LA INVESTIGACION DE LAS VACUNAS
DE SINTESIS PEPTIDICA

Las vacunas de sintesis peptidica constituyen un campo interesante de in-
vestigacion de vacunas, debido principalmente a sus aspectos de moléculas se-
guras a un costo en general razonable,

Para iniciar un proyecto de investigacidn de vacunas de sintesis peptidica
con probabilidades de éxito, se precisa disponer de unos conocimientos cla-
ves sobre los cuales basar su desarrollo como ya se ha visto a través de este
estudio. De una forma resumida, estos conocimiento se reducen a los si-
guientes:

a} En primer lugar, conocer cusles son los mecanismos celulares respon-
sables de la proteccién frente al agente patdgeno.

&) Descubrir cuales son los epitopos peptidicos que se reconocen como
responsables de la respuesta inmune.

¢} Investigar cémo se pueden administrar los cpitopos peptidicos arriba
mencionados, de forma que sean inmunogénicos para los componen-
tes celulares del sistema inmunitario, asi como que induzcan memoria
inmunitaria en el componente adecuado del sistema.

En investigaciones relativamente recientes se han conseguido resultados
aceptables aplicando los principios arriba enumerados, lo que hace esperar que
las vacunas de sintesis peptidica podrian llegar a convertirse en temas de apli-
cacién importante.

Es indudable, que la base racional, para establecer sobre ella una estrate-
gia adecuada, consiste en reconocer ¢ identificar a los epitopos o determinan-
tes antigénicos eficaces para los linfocitos B y los linfocitos T respectivamen-
te, o de dirigir por ¢l camino correcto la respuesta inmunitaria de los linfocitos
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citotdxicos, mediante ¢l empleo de los adyuvantes mejorados de los que se dis-
pone en este momento. Estos controlarin la respuesta en la via que se desee,
lo que constituye una base muy sélida para el trabajo de investigacién '®,

3.74.2.

Las

POSIBLE VENTAJAS DE LAS VACUNAS DE SINTESIS PEPTIDICA

moléculas peptidicas poseen unas propiedades que les proporcionan,

al menos, las siguientes ventajas:

a)

b)

c)

d)
e)

h)

Entidades quimicamente definidas. Se trata de moléculas sintéticas
cuya composicién responde a una férmula quimica. Constituyen una
fuente ilimitada de material.

Estructuras, en general, simplificadas, que representan Gnicamente a
los epitopos para los receptores de estimulo de los linfocitos B, o para
los determinantes antigénicos de los linfocitos T.

Estructuras poliméricas de construcciones muitivalentes de asociacio-
nes moleculares, que son mds inmundgenas.

Ficiles de esterilizar, y de conservar liofilizadas si fuera necesario.

Multiestimulantes del sistema inmunitario. Se puede conseguir una es-
tructura molecular de unién de varios péptidos, con propiedades dis-
tintas, tales como epitopos para linfocitos B y para determinantes an-
tigénicos de linfocitos T.

No-infecciosas. Se trata de moléculas que no contienen acido nucleico,
no tienen componentes de genoma alguno, ni de por si mismas, ni pro-
cedente de las condiciones de obtencién.

Simplificacién. La misma vacuna puede estimular respuestas de las cla-
se-1 y clase 11 del MHC-restringido de los linfocitos T.

Sin contener epitopos, ni determinantes antigénicos, que posean pro-
piedades biologicamente indeseables, tales como actividades supreso-
ras de respuesta, ni mimetismo molecular con ninguna estructura del
hospedador. Con ésto, se evita el posible riesgo de poder dar lugar a
algtin trastorno de autoinmunidad.

" Adams y col. 1995, Adams HP, and Kozoil JA, (1995). Prediction of binding to MHC class 1
molecules. ] Immunol Meth. 185: 181-190}. (1993). White WI, Cassatt DR, Madsen ], Burke §J, Wo-
ods RM, Wassef NM, Alving CR, and Koenig 5. (1995). Antibody and citotoxic T-lymphocyte respon-
se to a single liposome-associated pepiide antigen. Vaccine 13: 1111-1122.
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Tampoco tiene posibilidades de inducir alguna respuesta exagerada de an-
ticuerpos, como se produce en caso de hiperestimulo por infeccidn.

£

5.7.4.3.

Termoestabilidad quimica de la molécula, y con probabilidades de ser
también biolégicamente estable.

POSIBLES INCONVENIENTES DE LAS VACUNAS DE SINTESIS PEPTIDICA

Entre los posibles inconvenientes de las vacunas de sintesis peptidica, se
pueden encontrar los siguientes:

a

b)

c)

d)

e)
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La conformacién de la molécula biolégica natural podria condicionar
la eficacia de una vacuna peptidica. La molécula de una glicoproteina
virica recibe importantes influencias de su constituyente de natutrale-
za de carbohidrato .

También por razones de cambios conformacionales, en el caso de un
epitopo claramente lineal para linfocito B, la mutacién de un solo ami-
noacido de [a secuencia peptidica, podria afectar a la especificidad del
epitopo.

Encarecimiento. Cuando se requiere disponer de una vacuna que con-
tenga muchos epitopos para un determinado linfocito B y ademis para
varios determinantes antigénicos de linfocito T, el costo de su produc- -
cion podria llegar a ser prohibitivo, pues no permititia el acceso a cam-
pafias de inmunizacién promocionadas especialmente en los paises fal-
tos de recursos altos.

Influencia de las moléculas adyacentes. La neutralizacién de los epi-
topos para los receptores de los linfocitos B por los péptidos sintéti-
cos, en los casos de algunos virus tales como el de la influenza, la po-
lio y de la inmunodeficiencia humana, es discontinua y exige la
colaboracién de las moléculas adyacentes al receptor para comple-
mentar la accién neutralizante.

Pérdida del poder neutralizante. La forma estructural adoptada por el
péptido sintético como molécula aislada, puede diferir, de una manera
importante, de la conformacion del epitopo neutralizante correspon-
diente para el linfocito B.

Vulnerabilidad de los enlaces peptidicos. La degradacién proteolitica
puede tener lugar con mayor facilidad en uno o en mis enlaces pepti-
dicos de las moléculas sintéticas que en la proteina biolégica, en don-
de los enlaces podrfan estar mas protegidos por fuerzas conforma-
cionales,o por las cadenas laterales de los carbohidratos, que contribu-
yen a su estabilidad conformacional.



5.7.4.4. VIAS ACTUALES DE INVESTIGACION DE LAS VACUNAS
DE SINTESIS PEPTIDICA

Las tres vias principales de investigacién de vacunas de sintesis peptidica
son las siguientes actualmente:

»

a) Ensayo de oligopéptidos y polipéptidos sintéticos.
b) Preparacion de anticuerpos antiidiotipicos.

¢) Manipulacion del DNA por distintos procedimientos.

57.4.4.1. Desarrollo de péptidos

Para conseguir un candidato a vacuna por esta via, inicialmente, se habia
procedido a la sintesis de oligopéptidos con l2 estructura esencial de la se-
cuencia de aminodcidos de la proteina correspondiente al agente infeccioso que
se habia mostrado inmunogénica. Aparentemente, la estructura mas sencilla
ofreceria la mayor ventaja por su sencillez. Sin embargo, la experimentacién
biolégica de estas moléculas tan sencillas oligoméricas de subunidades, de-
mostraron poseer propiedades pobremente inmunogénicas.

Las modificaciones de las técnicas bisicas de acoplamiento de un péptido
a una protefna , generalmente tienen el objetivo de mejorar le repuesta inmu-
ne. La exaltacion de su inmunogenicidad se logré asociando varias copias de
estos antigenos potenciales o epitopos, para los receptores de los linfocitos B,
a las proteinas que pudieran actuar como portadoras y fuentes de determinan-
tes de linfocitos T.

Se han empleado distintas proteinas, pero las correspondientes a los toxoi-
des tetanico y diftérico, que poseen altos coeficientes inmunogénicos, y que mu-
chos vacunandos ya han sido vacunados con ellos cumplen, por lo general, un
papel importante al desarrollar una respuesta secundaria de los linfocitos-T.

Las modificaciones dirigidas al fortalecimiento de las respuestas inmunita-
ras pueden incluir las siguientes operaciones:

a) La incorporacién de epitopos para linfocitos Th dentro de la estructu-
ra del péptido sintético, o bien utilizar el péptido por si mismo.

b) Ciclacién del péptido para mejorar su inmunogenicidad.

¢) Incorporacién del péptido dentro de las regiones antigénicas de otras
proteinas: de la fimbria bacteriana, del HBcAg, de la cipsida del po-
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liovirus, etc. Estas Gltimas incorporaciones dentro del HBcAg, o de las
capsidas del poliovirus, mejor que dentro de otras proteinas, posee la
ventaja de que al ser ellas mismas particulas muy inmunogénicas, faci-
litan el estimulo del sistema inmunitario para otros péptidos .

d) La polimerizacién de péptidos contribuye al aumento de la inmuno-
genicidad de esta vacunas.

5.7.4.4.2. Desarrollo de lipopéptidos

Bessler y cols. (1985} ' y Hoffman y cols. (1987) "' descubrieron que la
parte N-terminal de la lipoproteina de la membrana externa de la E. coli es mi-
togénica (que estimula la proliferacién ) para los linfocitos B y para los ma-
créfagos. Los lipopéptidos que poseen un N-terminal, el lipo-aminoacido tri-
palmitoil-S-glicerilciteinil-seril-serina (Pam3CSS), son capaces de inducir una
potente respuesta de anticuerpos, cuando se los estimula 7z vivo por el virus -
linfocito T citotéxico especifico, induciendo memoria inmunitaria.En este caso,
no se necesita la ayuda de ningiin adyuvante.

Mis tarde, se ha continuado investigando este fendmeno y se ha visto que di-
ferentes modificaciones lipidicas de péptidos, como el acido {-aminohexadecanoi-
co, han demostrado que podtian facilitar la sintesis de lipopétidos que contengan
miltiples epitopos. De esta forma se originaria la estimulacién simultanea de lin-
focitos B; linfocitos T, o de células T restringidas por diferentes alelos de MHC.

Esto ultimo seria de gran utilidad para las vacunas de lipopéptidos en po-
blactones desnutridas. El mecanismo exacto del comportamiento de este fe-
némeno no se conoce todavia, pero se supone que las caracteristicas de las mo-
léculas facilitan su difusién en los tejidos y el acceso a las distintas partes
importantes del sistema inmunitario ',

5.7.4.4.3. Desarrollo de vacunas anti-idiotipos

Los anticuerpos pueden actuar, potr si mismos, como antigenoinmundge-
nos.

"0 Bessler WG, Cox M, Lex A, Subr B, Wiesmuller KPH, and Jung G, (1985). Sintbetis lipopep-
tide analogs of bacterial lipoprotein are potent polyclonal activators for murine B lymphocytes.] Imunu-
nol 135: 1900-1905.

W Hoffman B Wiesmuller KH, Metzger |, and Bessler WG, (1989) Induction of tumar cytotoxicity
in murine bone marrow-deried machrophages by two synthetic Epopeptide analogues. Biol Cherz Hop-
pe-Seyler 370: 575-582.)

2 Metzger y cols.,1993. Metzger JW, Sawyer WH, Wille B, Biesert L, Bessler WG, and Jung Jung
G. (1993} Interaction of immunologically-active lipopeptides with membranes. Biochim Biophys Acta
1149:29-39.
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Se conoce como anti-idiotipica la respuesta inmunitaria frente al sitio tini-
co antigeno-combinante de un anticuerpo. Este segundo anticuerpo podria po-
seer una estructura semejante al antigeno original. Si asi ocurriera, el anticuer-
po anti-idiotipico, bien sea monoclonal o policlonal, debetia ser capaz de
inducir una respuesta inmunitaria que reconociera al antigeno original y, con-
secucntemente, actuard Como vacuna.

La imagen de espejo representa un memétopo natural como epecificidad
inmunolégica pero no reproduce la estructura del epitopo original,

Este acercamiento al problema que se presenta con algunas vacunas con-
vencionales, como las atenuadas o inactivadas, puede resolverse por este pro-
cedimiento,

La idea en que sc basa este tipo de vacunas es que los anticuerpos, dirigi-
dos contra los idiotipos se presentan sobre los anticuerpos (que son especifi-
cos para un antigeno particular), podrian ser utilizados como imdgenes de es-
pejo de los antigenos, con lo cual se estimula la inmunidad frente al antigeno
que interesa ' 114117,

Los humanos generan alrededor de 100 millones de regiones hipervaria-
bles, una distribucién que permite abarcar numerosas especificidades y reco-
nocer virtualmente todas las posibles conformaciones de moléculas biolégicas.

Se piensa que las formas de las regiones hipervariables de los receptores Ig de
los linfocitos B, o de las moléculas de Ig, deberfan ser reconocidas por los otros
anticuerpos, originando el complejo.de una red en la cual se produce un equili-
brio dindmico constante, mediado por las interacciones idiotipicas. Si se intro-

p _ p
duce un antigeno extraio, se perturbarfa ese equilibrio. Jerne "' propuso tres hi-
un g | q
potesis importantes para explicar los fenémenos de inmunomodulacién, a saber:

a) El potencial del repertorio de los sitios de unién de un anticuerpo es
mucho mayor que el repertorio disponible por el individuo. Esto ex-
plica el hecho de que un determinado Id es excepcionalmente raro en
las preparaciones de globulinas de un suero normal.

> Kihler H, Kaveri S, Kieber-Emmons T, Morrow WJW, Miiller §, Raychaudhuri S, (1989}, Over-
view of idiotypic networks and the nature of molecular mimicry. Methods Enzymol 178:3-35). (1989).
Ada GL (1989} vaccines. En: Paul WE, ed. Fundamental Immunology, 2nd Ed. Raven Press, N, pg.
1015. (1993).

" Kohler H, Kaveri S, Kieber Emmons T, Morrow WJ'W, Miiller S, Raychaudhuri S, (1989). Over-
view of idiotypic networks and the nature of molecular mimicry. Methods Enzymol 178:3-35. (1989).
Ada GL. (1989) vaccines. En: Paul WE, ed. Fundamental Immunclogy, 2nd Ed. Raven Press, NY, pg.
1015}.(1995).

2 Pan Y, Yuhasz SC, Amzel LM. (1995). Anti-idiotypic antibodies: biological function and struc-
tural studies. FASEB J : 43-49).

" Jerne (1974). Jerne NK, (1974). Immunol 125¢:373.
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b) El sistema inmunitario muestra un enorme dualismo entre el aumen-
to (positivo) y la supresién (negativo) del comportamiento entre los
linfocitos B y los linfocitos T. Ademis, las moléculas de los anticuer-
pos, pueden reconocer y ser reconocidas para inducir una respuesta
anti-Id '".

c) Finalmente, el sistema inmunitario estd regulado por una supresion de
linfocitos, siempre que esto es necesario.

Basandose en los tres principios fundamentales, Jerne propuso que el sis-
tema inmunitario despliega una autoregulacion, o comportamiento via inte-

raccion de un paratropos en un Ab,, con su correspondiente Id expresado en
un Ab,.

REPRESENTACION DE UNA
VACUNA ANTI - IDIOTIPO

Anti - Idiotipo

Epﬁmpa idiotipo ( imagen interna )

ﬁdbjtipo

‘Inmunizacién Inmunizacién ~ Inmunizacién .

Durante la perturbacién del equilibrio dindmico mencionado, Ab, es el an-
ticuerpo que se forma en la primera fase . Este es el anticuerpo que reconoce
a los epitopos del antigeno extrafio introducido. Entonces se generan anti-
cuerpos que reconocen al idiotipo Ab, de las moléculas. Puesto que el altimo
posee multiples idiotipos, los anticuerpos complementarios poseen estructuras
heterogéneas desde los puntos de vista funcionales y estructurales, que se les
suele caracterizar por la siguiente nomenclatura ''*:

""" Roth C, Roca-Serra ], Somme G, et al. (1985). The gene repertoire of the GAT antibodies en
monoclonal antibodies produced after idiotypic inmunization. Proc Natl Acad Sci USA 82:4788-4792.
"% Kohler H, Kaveri S, Kieber-Emmons T., et al. (1989). Methods Enzymol.178:3-35,
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a) Ab,,, que reconoce la estructura bésica-asociada y a los idiotipos regu-
ladores.

b)  Ab,, que reconoce al idiotipo del paratopo (el sitio de unién al anti-
geno), posee una imagen interna del antigeno original, por lo cual de-
berfa funcionar como un antigeno (sustitutivo de los antigenos) frente
a los agentes infecciosos.

@) Ab,g, que reconoce a los idiotipos de los autoanticuerpos y a los epi-
topos de los antigenos que sc unen a los autoanticuerpos

d) Ab,, que reconoce los sitios que combinan a los idiotipos asociados,
pero que no llevan la imagen interna del antigeno

5.7.4.4.4. Cascada de idiotipos. Bases de la vacunacién

Es comprensible que la imagen interna del anti-Id que imita estructural y
funcionalmente un epitopo en el antigeno, puede inducir una respuesta inmu-
nitaria identificadora del antigeno. Tanto este antigeno como el anti-Id pre-
sentan unas estructuras complementarias que producen unas respuestas Ab, y
Ab,, respectivamente,

Jerner (1982) ' basé su teoria de la regulacién inmunitaria en la existen-
cia de la cascada de 1d, consistente en que un hospedador sometido a la ac-
cién de un antigeno, producird una respuesta de anticuerpos que daré lugar a
Ja formacién de Ab, que presenta dualidad funcional.

Por esta dualidad, el Ab, expresard un 1d y tendri especificidad antigéni-
ca. Se podra utilizar para inducir activamente la produccién de muchas clases
de Ab,, cada una de las cuales reconocera Ids distintos del Ab,. Por turnos

cada poblacién de Ab, puede ser utilizada para inducir activamente, muchas
clases de Ab,.

Las poblaciones de Ab, se generan a través de la inmunizacién con Ids de
una determinada preparacién que podria ser distinta de sus Ids y de su espe-
cificidad antigénica, cuando se la compara con el Abl. La cascada de Id po-
dria regularse a través de los linfocitos T-helper, aumentando o suprimiendo
sus correspondientes acciones inmunitarias.

Las estrategias vacunales con esta clase de vacunas consisten en regular las
respuestas para conseguir la descada, modificando aquellas cascadas de Id que
dan origen al efecto perseguido.

" Jerner NK, Roland J, and Cazenave PA. (1982). EMBO J 1:243-247.
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5.7.4.4.5. Ventajas de las vacunas anti-id

Hay una serie de circunstancias, compartidas frecuentemente con las otras
vacunas constituidas por subunidades antigénicas, en las cuales el empleo de
vacunas anti-Id ofrecen posibilidades de seguir estrategias ventajosas. Estas son:

a)
b)

¢

d)

.

Cuando la obtencién del antigeno es un procedimiento dificil.

Si las posibles vacunas atenuadas son genéticamente inestables, con fre-
cuentes reversiones, 0 poseen genes Oncogenicos,

En los casos en que un epitopo sencillo puede conferir proteccién, pero
otros epitopos de la molécula entera poseen riesgos de inducir trastor-
nos de autoinmunidad.

Cuando el germen despliega una diversidad genética amplia, pero tie-
ne un solo receptor (la vacuna anti-Id, teéricamente, podria inducir
una respuesta inmunitaria que imitara al receptor y se uniera al agen-
te infeccioso en el sitio de fusién de ellos).

5.7.4.4.6. Inconvenientes de la vacuna anti-id

Entre los inconvenientes de la vacuna anti-id podemos sefialar los siguientes:

a)

b)

5.7.5.

Las vacunas anti-Id, por poseer un solo epitopo, se dirigen a un solo
receptor, que puede ser insuficiente para proteger frente a la infeccién.

Existe la posibilidad de que, por sus maltiples usos, aumenten los ti-
tulos de anticuerpos inmunoglobulina determinantes de la regién C y
la formacién de complejos antigeno-anticuerpo podria conducir a tras-
tornos patoldgicos.

Vacurnas DNA recombinantes

La tecnologia de ingenieria genética del DNA-recombinante permite, en
principio, preparar cualquier secuencia proteica, natural o imaginaria, en una
gran variedad de sistemas iz vivo (levaduras , bacterias, insectos, cultivos ce-
lulares de mamiferos). La expresiéon de genes que contienen la informacién
adecuada para dar lugar a los antigenos deseados en cantidades suficientemente
grandes ha mejorado mucho y permitido a los investigadores evaluar el poten-
cial patogénico e inmunogénico de los componentes '*°.

2 Coa WI, Tartaglia ], Paoletti E, (1992), Poxvirus recombinant as live vaccines, Recombinant
poxviruses. Binns MM and Smith GL. eds, 123-162. CRC Press, Boca Raton.
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El proceso suponc basica y brevemente, las siguientes operaciones:

a) Identificacion de los dominios importantes del gen del agente paté-
geno que sirvan a los propésitos de vacunacién. Se basa en los esti-
mulos de la presentacién de una proteina antigénica a las células T:

b)  Aislamiento y manipulacién del gen elegido;
¢) Construccién del sistema de expresién;

d) Organizar el crecimiento real del recombinante y proceder al aisla-
miento del péptido o de la proteina antigénica.

Actualmente, es ficil que la proteina que se estd considerando como in-
mundgeno se haya analizado ya al nivel de gen, y que la secuencia del DNA
que la codifica haya sido clonada y determinado el orden en que se encuentran
colocados las cuatro bases principales:

(A) Adenina; (G) Guanina; {C) Citosina y (T) Timina.

Es el procedimiento més ripido de prediccién de la secuencia primaria en
aminodcidos y que contribuird también al conocimiento de cualquier precursor.

Durante las altimas décadas, los avances alcanzados por la biologia mole-
cular han conducido al desarrollo de técnicas altamente sofisticadas y métodos
muy seguros de ingenieria genética.

Utilizando las normalmente disponibles, o las descubiertas recientemente
frente a los distintos agentes infecciosos, existen posibilidades de preparar va-
cunas recombinantes o preparaciones quiméricas que mejoren las condiciones
de inmunizacidén y que permitan perfeccionar el control de enfermedades para
las cuales ain no se dispone de medios eficaces.

Desde que se descubrié la posibilidad de transferir material genético ex-
trafio de una célula a otra ™™, por transduccién de bacteréfago-mediador, que-
dé abierto un nuevo camino de investigaciones de vacunas innovadoras.

La posibilidad de transformar agentes patégenos en inmunizantes, con in-
munogenicidades altas vy seguridad total, ha sido siempre un objetivo de in-
vestigacién muy perseguido y deseado, que se ha lograde con la tecnologia del
DNA-recombinante. La ingenieria genética con genomas RNA es algo mas di-
ficil, aunque también se han conseguido resultados brillantes. Por ejemplo, en
el caso de los virus de la poliomielitis y de la influenza, respectivamente.

1 ZinderND, Lederberg J, {1952).Genetic change in Sabmonells. ] Bacteriol, 64:679-685
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La modificacién genética de las bacterias no ha sido dificil en ¢l caso de
que las cepas estudiadas crezcan bien, pero el trabajo es algo mas problemati-
co cuando se trata de bacterias que crecen lentamente como las wycobacterias.

Las recombinaciones entre homélogos se produce en una gran variedad de
sistemas y se ha utilizado con numerosos microorganismos. Es esencial efec-
tuar la fractura de dos regiones idénticas de moléculas de DNA v, a continua-
cién, proceder al intercambio de fragmentos, uniéndolos en los puntos en los
que sc los habia abierto. De esta forma, se consigue intercambiar secuencias
entre los fragmentos de DNA de las moléculas mencionadas. La operacién se
puede realizar para conseguir la exclusién o la inclusién de determinados cons-
tituyentes dentro del genoma que se manipula.

Se construye un plasmido con la inclusién o exclusién deseada y este plds-
mido se introduce dentro del vector. En estos momentos, cs relativamente f4-
cil manipular en el laboratorio los genomas de muchos gérmenes patégenos,
bien sea para atenuar sus virulencias o para utilizarlos como vehiculos de ex-
presion de genes extrafios. Ambos casos pueden ser vias de preparacién de va-
cunas.

5.7.5.1. ATENUACION: VACUNA FRENTE AL COLERA

La capacidad para omitir segmentos especificos de bases de los acidos nu-
cleicos de los genomas se ha convertido en la practica habitual de atenuar las
cepas de los agentes infecciosos.

Conocemos los problemas mundiales ocasionados por la 7* pandemia de
colera que, desde 1961, se ha ido extendiendo por muchos paises de Asia orien-
tal, Africa y América del sur. La O.M.S. solicita de todos los grupos de inves-
tigadores del mundo la atencién imaginativa y técnica para que busquen una
solucién final del problema. Desde hace muchos afios, se ha venido mejoran-
do el tipo de vacuna utilizada en las distintas campafias anticélera 2 2.

Por fin ahora ¥, mediante miltiples atenuaciones recombinantes, se tiene
la esperanza de que, en unos pocos afios '?, se dispondré de una vacuna por
viz oral combinada, conteniendo varios determinantes antigénicos frente al

2 Levine MM, Kaper |B, Herrinton D et al. (1988) Safety, immunogenicity and efficacy of re-
combinant live oral catenciholera vaccine. Lancet 2 2:467-470.

 Tailor DN, Killeen KP, Hack DC, et al. (1994), Development of a live, oral attenuated vacci-
ne against El Tor cholera. J. Infect Dis 170:15188-1523,

' Dougan, G. (1994). The molecular basis for the virulence of bacterial pathogens-lmplications
for oral vaceine development. Microobiology UK, 140:215

¥ Costear TSE, Pillen KPH, Waldor MK, et al. (1995) Safety, immunogenicity and efficacy of
live attenuated Vibrio cholera 0139 vaccine prototype. Lancer 345:949-952.
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V. cholera, que cumplird con los tres objetivos mds importantes requeridos por
las autoridades sanitarias internacionales:

a) Marca la cepa de la vacuna, con el fin de distinguirla del tipo 01 del
bacilo salvaje;

&) Produce subunidades B de la toxina del célera, con el fin de estimu-
lar inmunidad frente a este antigeno;

¢) Inactiva el gen de la hemolisina.

3.7.5.2. ATENUACION DE SALMONELLA COMO PORTADORA DE ANTIGENOS

La cepa de salmonella atenuada parece ser un buen candidato para la inves-
tigacion de vacunas portadoras de antigenos clonados de otros microorganismos.
La mayor parte de los trabajos se han realizado utilizando cepas de S. ryphiniu-
rium por la facilidad de experimentacién que ofrece el ratén, Las mencionadas
cepas atraviesan el epitelio intestinal y la ldwina propia se replica en el tejido lin-
foide y en las placas de Peyer, y entra en la circulacién sanguinea a través de los
vasos linfiticos. Entonces, tiene acceso al higado y al bazo, donde se replica y ex-
tiende la infeccién que puede poner en peligro la vida del animal.

Parece demostrado que la respuesta inmunitaria estd a cargo de los linfo-
citos T-CD4+ %, Gran parte de estos trabajos de experimentacién animal son
aplicables al género humano, basindose en la amplia experiencia obtenida con
la utilizacién de la cepa atenuada TY-21, ademads, porque su administracién
oral estimula Ia formacién de anticuerpos secretorios conjuntamente con la res-
puesta de inmunidad celular. Asi, el gen de la subunidad B termoldbil de la E.
colf enterotéxica se introdujo dentro de la cepa atenuada Aro A de salmonella,
v esta salmonella recombinante estimulé la produccién de anticuerpos IgG v
de IgA frente a la subunidad B enterotdxica y frente 2 la salmonella.

Se han realizado numerosos trabajos de investigacién para desarrollar re-
combinantes de la Salmonella typhimurinum que expresarian antigenos extra-
fios, o epitopos de esos antigenos:

@) Con la proteina HBcAg como portador proteico en salmonella, e in-
sertando otros epitopos de células B en ese portador, que puede adop-
tar la forma de particula.

5) Empleando numerosos pldsmidos portadores de marcadores de resisten-
cia a los antibiGticos y un clemento promotor constitutivamente activo.

2 Nauciel C. (1990). Role of CD4 T cells and T-independent mechanims in acquired resistence
to Salmonella typhimurium infection. J Immunol 143:265-269.
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Produciendo proteinas bacterianas recombinantes, utilizandolas como
portadores de epitopos extrafos. Por ejemplo, obteneniendo flagelina de
salmonella, la unidad monomérica de los flagelos que posee radicales car-
boxi y aminico muy bien conservados, pero también una regién central hi-
pervariable. Esta parte central, cuando se prepara o existe en la forma
polimérica, lleva importantes epitopos de las células B que estan expuestas
al medio. En la mencionada regién hipervariable, se han insertado largas
secuencias provenientes de estructuras extrafias, Algunas de estas cons-
trucciones recombinantes han resultado inmunogénas por administracién
oral '

Se han conseguido inmunizaciones eficaces por administracién oral al ra-
tén frente a la infeccion letal por Streptococcus pyogenes, cuando se ha utiliza-
do un plidsmido con DNA que codifica la proteina M, en Aro A de la Salmo-
nella typhimurin ** El ratén produce IgA, IgM vy slgA, que opsonizan al S.
Pyogenes in vitro.

Se ha desarrollado una vacuna potencialmente interesante que reconoce
al HBsAg nativo, incorporando oligonucledtidos sintéticos que codifican para
las secuencias del mencionado antigeno y, simultaneamente, para el antigeno
de la fraccién pre-S2, dentro del gen de una cepa de Salmonella-flagelina-

negativa '¥°,

5.7.5.3. MEJORA DE LA INMUNOGENICIDAD DE VIRUS VACCINIA

Con el fin de conseguir una cepa segura e inmunogénica del virus vaccinia,
se estudid profundamente y se determind la secuencia estructural de las bases
de 4cido nucleico de la cepa Copenhague. Se encontré que el DNA contiene
191.636 pares de bases con potencial para codificar 198 lecturas del genoma
(ORFs) de unos 65 o més aminodcidos '*°.

El virus vaccinia tiene muchos genes que parecen estar comprometidos
en controlar las respuestas de inmunidad innata e inducida por el virus. Tres
de los genes se encargan de neutralizar los efectos antivirales de la gamma-

127 Sambrook J, Fritsh EF, Maniatis T. (1989). Site-directed mutagenesis of cloned DNA .Mole-
cular Cloning: a labortory manual. Cold Spring Harbor Press, NY, pg.1-13. Parish CR, Wistar R, Ada
GL, (1969) Cleavage of bacterial flagellin with cyanogenbromide antigenic properties of the protein
fragments, Biochem }, 113:501-506.

2 Poirer TP, Kehoe MA, Beachy, EH. (1988). Protective immunity provoked by oral adminis-
tration of ettenuated AroA Salmonella typhimurium, espressing cloned streptococcal M-protein. ] Exp
Med 168:25-32.

“? Shodel F, Kelly SM, Peterson D et all. (1994). Development of recombinantSalmonella expres-
sing bybrid bepatitis B core particles as candidate for oral vaccine Dev Biol Stand 82:151-138

B Goebel ], Johnson GP, Perkus ME, et al. (1990). the complete DNA sequence of vaceinia vi-
rus. Viriology 179:247-266.
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globulina y otros genes interficren con las fijacién del complemento y con
el procesamiento de los antigenos, por los componentes del sistama MHC.
La eliminacién de ellos, obviamente, aumentara la inmunogenicidad de la
vacuna. En el proceso de recombinacién genética, entre otras cosas, se eli-
minaron minuciosamente 18 de los 65 ORFs mencionados, incluyendo al-
gunas de replicacion en determinadas lineas celulares humanas, pero no las
de las células vero. El producto recombinante final, el NYVAC, ha demos-
trado retener un gran poder inmunogénico, haber perdido casi todas la po-
sibilidades de patogenicidad, incluso para pacientes inmunodeficientes e in-
munocomprometidos '*.

Con el virus atenuado de vaccinia también se ha logrado que, como vector
vivo, mejore su capacidad inmunogénica expresande ademds citoquinas apro-
piadas, tales como IL-1, IL-2, IL-4, IL-6 e IL-10. Al menos la expresién de IL-
2 ha demostrado atenuar mucho la accién del virus, permitiendo inmunizar a
inmunodeprimidos. La coexpresién de IL-12 es interesante, pues esta inter-
leuquina posee actividad de adyuvante.

5.75.4. MEJORA DE LA ESTABILIDAD: VACUNA FRENTE A LA POLIO

La vacuna oral de la cepa atenuada de Sabin esta constituida por los tipo
I, Il y IIL. De estos tres componentes, el tipo I es un virus muy estable y nun-
ca presenta reversiones hacia las formas neurovirulentas. Por el contrario, y
aungue con una frecuencia tan baja como de uno por millén, particularmente
el tipo IIT y algo menos el tipo II, son virus que pueden volver a sus formas
primitivas y causar la enfermedad paralizante. Por esta razén, la O.M.S. ha pe-
dido que se dedique atencién al mejoramiento de los principios antigénicos de
fa vacuna oral de Sabin.

Los estudios realizados sobre la estructura y la composicién de la particu-
la viral estdn muy avanzados. Se ha comprobado que utilizando una tecnolo-
gia corriente, se podria introducir una mutacién dentro de cDNA y aislar un

virus recombinante bioldgicamente mas estable que los componentes del tipo
I y del tipo 1L

Se emplearia el virus tipo I como vector *? de los epitopos de los tipos me-

nos estables para que, manteniendo sus respectivas inmugenicidades, perdie-

ran el riesgo de producir neurovirulencia .

" Lee SL, Ross JM, Mc Guigan LC, et al. (1992). Molecular attenuation of vaccinia virus: mu-
tant generation and animal characterization.] Virol 66: 2617-2630.

> Almond JW, and Burke KL. (1990), Poliovirus as a vector for the presentation of foreign an-
tigens, Sem Virol, 1:11

¥ Andino JK, Silvera D, Suggett SD, Achaceso PL, Miller CJ, Baltimore D, and Feinberg. (1994)
Enginnering poliovirus as a vaccine vector for the expression of diverse antigens. Science, 265:1448.
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5.7.5.5. VACUNA RECOMBINANTE FRENTE A LA HEPATITIS B

Las técnicas mds perfeccionadas de ingenieria genética disponibles hasta los
momentos en que se realizaron las investigaciones, permitieron a los cientificos
de Smithkline Beecham desarrollar la primera vacuna humana obtenida por in-
genieria genética, derivada de la levadura de cerveza (Hansenula polymorpha)
genéticamente adaptada.

La particula del HBsAg esta constituida por una estructura macromolecu-
lar compleja compuesta por proteinas y lipidos. Esa particula lipoproteica sin
core tiene un didmetro medio de unos 22 nm. Posee tres proteinas de superfi-
cie, designadas como larga (M), media (L.} y pequena (S), respectivamente. La
proteina S es el péptido mds importante, codificado por la regién S del geno-
ma del virus y se presenta bajo dos formas: monoglicosilada (P24, GP27); y no-
glicosilada (P24}. La obtencién de este antigeno en fermentaciones de levadu-
ra da lugar a la forma no-glicosilada; la que se obtiene en cultivos celulares de
hdmster chino se origina en forma glicosilada. Ambas particulas son muy simi-
lares en tamafio, forma ultramicroscépica y composicién. La respuesta humo-
ral a la inyeccién subcutdnea en el ratén también es similar. Sin embargo, la
respuesta de los linfocitos T-citotéxico es mds alta en el caso del antigeno ob-
tenido por fermentacion de las células de levadura ',

Las fases principales de la investigacién de la vacuna antihepatitis B re-
combinante se resumen en el siguiente esquema:

El gen-S del virus de la hepatitis B (VHB), habia sido identificado como
el responsable de la codificacién del antigeno de superficie HBsAg, llamado
antiguamente antigeno de Australia .

Utilizando téenicas corrientes de ingenieria genética, ¢l gen-S puede ser aisla-
do, cortado, trasladado e insertado en un huésped alternativo y adecuado. De esta
forma, el microorganismo elegido produce cantidades rentables de HBsAg.

El huésped seleccionado lo ha sido de una manera muy racional, pues se co-
noce mucho sobre su comportamiento bioquimico, genético y su fermentacién in-
dustrial, al haberse empleado durante siglos en la fabricacién de la cerveza.

Puede ser fermentado a altas densidades celulares en un medio nutritivo o
substrato, sintético simple y bien definido, sin riesgos de producir endotoxinas
perjudiciales **.

™ Diminsky I, Schimbeck R, Reimann ] and Barenholz ]. (1995), Vaccine, 15:637-647.

¥ Valenzuela P, Medina A, Rutter W}, Ammerer G, and Hall BD, Synthesis and assembly of ha-
patitis B virus surface antigen particles in yeast, Nature (1982), 298:347-350.

¥ De Wilde M, Cabezén T, Harford H, Tatgers T, Simoen E, and van Wiinendaele F (1983).
Production in yeast of hepatitis B surface antigen by DDNA technology. Dev Biol Standards, 59:99.
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1. Mediante la colaboracién con el profesor J. Desmyter, de la Universi-
dad de Lovaina (Bélgica) se consiguieron sueros de un portador cré-

nico del VHB humano.

2. A partir de este suero 7 se procedié a la extraccién y purificacién del
virus de la-hepatitis B.

3. Se extrajo el DNA viral v se cloné dentro de Escherichia coli en un
plasmido vector de expresion. Este paso crucial permitié la obtencién
de suficiente cantidad de DNA viral para posteriores manipulaciones
genéticas,

OBTENCION DE VACUNA FRENTE A LA HEPATITIS B POR INGENIERIA GENETICA
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4. Mediante un procedimiento de etapas multiples a partir del DNA vi-
ral clonado, se aislo el gen-S y se fusioné a la secuencia que controla
la expresién en levadura (promotor TDH3), incorporandose a un plds-
mido de expresién que contenia los componentes necesarios para la re-
plicacién y para el mantenimiento de la cepa preparada de la levadura
de cerveza acomodada al proceso de fabricacién. El plasmido de ex-
presion final, designado por PRIT12.363, se introdujo entonces en las
células de Saccharomyces cerevisae mediante transformacién citoplas-
matica. De esta forma, las células transformadas producen HBsAg. El
PRIT12363 contiene Gnicamente un fragmento minimo de DNA viral,
el indispensable para la especificacion de los 226 aminoacidos de la mo-
lécula proteica del antigeno. La cepa del huésped y el plasmido de ex-
presion, estan ampliamente estudiados y caracterizados para asegurar-
se la estabilidad y fidelidad de la expresion del HBsAg en condiciones
de fermentacién industrial.

YT (Desmyter J. Hepatitis B vaccines: past, present, and future(abstract),Postgraduate Med |
(1987) 63(suppl.2),57:
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El método de produccién de la vacuna estd basado en el empleo del sis-
tema de lotes de semillas. Por este procedimiento, la poblacién de células
homogéneas de levadura recombinante se divide en un nimero determina-
do de recepticulos que son almacenados bajo condiciones controladas en un
medio estable. A ellas se les denomina semilla principal. Estas células de le-
vadura, a su vez, pueden diluirse en el liquido adecuado y subdividirse de
nuevo dentro de las semillas de trabajo. Se denominan SKRIT4376. Estas
pueden permanecer almacenadas a -70 °C, durante muchos afios, y se utili-
zan como fuentes de suministro de Jevaduras para la produccién de HBsAg
a escala comercial.

El antigeno de la vacuna antihepatitis B obtenida por ingenieria genética
en estas células de levadura se ha caracterizado totalmente por métodos fisico-
quimicos e inmunoldgicos, asi como mediante microscopia electronica. Las res-
puestas de anticuerpos se han comprobado en experimentacién animal, parti-
cularmente en chimpancés. Hasta la fecha, el ntimero de personas inmunizadas
con esta vacunas sobrepasa la cifra de 100 millones.

5.7.6. Vacunas de dcidos nucleicos. Vacunas de DNA (RNA)

La técnica de inoculacion de DNA se habia empleado para varios propé-
sitos desde hace algunos afios. Ahora, a finales del siglo XX, cuando se ha des-
pertado mayor inquietud por disponer de vacunas para combatir enfermeda-
des antiguas, como la malaria, pero especialmente la emergente de mayor
inquietud, la infeccion por el VIH, parece que la posibilidad de disponer de
un procedimiento mds bien simple se ha recibido con mucho entusiasmo cien-
tifico.

Las vacunas de dcido nucleico por inoculacién directa de nanogramos
de proteinas {mil-millonésima de gramo; de 100 a 1000 veces menor que el
contenidosde una vacuna de virus inactivados), expresaran la produccién
de antigenos dentro de las células del individuo vacunado y, consecuente-
mepte, generardn anticuerpos, linfocitos T citotéxicos y respuestas inmuni-
tarias protectoras. Suponen la utilizacién de la tecnologia de DNA-recom-
binante para la clonacién de genes que codifican la proteina, o las proteinas
genéticamente responsables del antigeno, o de los antigenos que se desean
emplear en la inmunizacién. Se los incluye en un plismido adecuado para
su transcripcién y expresién. El plismido, constituido por el DNA y un
promotor adecuado, se hace crecer en cultivos celulares, generalmente bac-
terianos, y se purifica. La vacunacién se realiza por inoculacién directa del
DNA {RNA) incluido en el pldsmido, que sirve de vector muy dindmico en
el citosol celular. Para poder penetrar la membrana celular, cuando se em-
plea la piel, se utiliza la pistola de genes que acelera balisticamente la par-
ticula.

120



En la mayor parte de las vacunaciones con DNA, la inoculacién se realiza en
Ia piel o en el misculo, alguna vez también se pueden efectuar administraciones
de cantidades minimas por via endovenosa, La expresién del gen se efectda en
las células musculares o miocitos, a través de las miofibrillas, o en los querati-
nocitos de la piel, que originan antigenos nacientes con estructuras cxactamente
coincidentes con los naturales. En esencia, el plismido del DNA, transcribe v
traduce por via citoplasmatica, de forma que los componentes mas importantes
de la respuesta inmunitaria especifica generan de una manera muy eficiente lin-
focitos CD4+Th y CD8+ linfocitos citotéxicos, tal como sucede cuando se ino-
cula virus o bacterias atenuadas, bien directamente, o a través de vectores %,

Parece comprobarse que, cuando la administracion del DNA se efectiia in-
yectandolo en forma de una solucién salina en ¢l masculo, se estimularia la res-
puesta del linfocito Th1, la actuacién de gamma interferén y de IL-2, con ac-
tivacion de macréfagos y produccién de opsonizacion; los tipos de anticuerpos
generados son C'-dependientes ¢ 1gG2a, IgG2b.

Por otro lado, la inoculacién en Ja piel a través de pistola de genes, gene-
ra preferentemente la activacién de linfocitos cooperadores de tipo Th,, con
produccién de IL-4, IL-5, IL-6 e IL10; los anticuerpos que aparccen son de
los tipos C’-independiente, IgG1 e IgE. Se origina un aumento de la cifra de
eosinéfilos, respuesta de sensibilidad de las mucosas y un control de la activi-
dad fagocitaria '’

Muchos proyectos de investigacién sobre vacunas de dcido nucleico estan
dedicados a estudiar los pardmetros fundamentales de csta tecnologia tan po-
tente. Entre ellos se encuentran algunos tales como los mecanismos de pre-
sentacion del antigeno ™ las respuestas inmunitarias inducidas, la correlacién
entre las respuestas y las protecciones del sistema inmunitario, la posologia, las
vias de administracién y las dosis necesarias que cntran dentro de las claves
mds importantes para valorar la trascendencia del avance tecnolégico ',

Se necesita disponer de vacunas mejoradas y de vacunas nuevas de extra-
ordinaria importancia sanitaria que, utilizando las técnicas actuales, no se han
podido descubrir y para cuyas disponibilidades de obtencién a través de los
procedimientos genéticos, las vacunas de DNA podrian tener probablemente
soluciones brillantes.

P8 McDonell WM, Askari FK. (1995). Molecular medicine. DNA vaccines. N Engl | Med
334:42-45.

" Barry MA and Johnston SA. (1997). Biological features of genetic immunization. Vacci-
ne,15,8:788-791. Barry MA and Johnston SA. (1997). Biological features of genetic immunization Vac-
cine, 15,8:788-791.

" Robinson HL.Nucleic acid vaceines:an overview. (1997). Vaccine 15,8:185-787.

¥ Aguado MT, Bazin 11, Rabinovich R, Smith H, and Vogel, International mecting on nucleic acid
vaccines for the prevention of infectious diseases. (1997). Vaccine, 15:vii-vii 1.
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Durante los Gltimos cinco afios, se han celebrado varias reuniones cientifi-
b

cas, dos de las cuales han sido convocadas por la O.M.S. exclusivamente para

valorar la importancia y las responsabilidades de sus utilizaciones **,

Muchos de los estudios de seguridad se han realizado, y contintan reali-
zandose ' " basdndose en experimentacién animal, especialmente con rato-
nes y en otros animales pequefios, pero varios candidatos para convertirse en
vacunas se estdn ensayando en primates no humanos y algunas muy seleccio-
nadas en ensayo clinico en hospitales especializados.

Toda [a informacién que se va generando como consecuencia de los mencio-
nados estudios constituira la base necesaria para ampliar o no la investigacién y
la esperanza de conseguir aplicaciones practicas de mucho interés, no solo relati-
vo a la seguridad de las vacunas producidas utilizando las nuevas tecnologias, sino
también sobre la calidad y la cantidad de la respuesta inmunitaria generada.

Las vacunas genéticas que utilizan un plidsmido de DNA que codifica el gen
del antigeno, o antigenos, presentan la gran ventaja de ser portadoras de la in-
formacién que se le proporciona al cuerpo para que ¢l mismo fabrique el an-
tigeno con su propia capacidad biolégica, sin la introduccién de efectos inde-
seables de la entrada de ninglin agente infeccioso patogénico. Al menos
tedricamente, representan el acercamiento mas intimo a la infeccidn natural,
sin los efectos secundarios que esta conlleva.

5.7.6.1. TPOSIBLES VENTAJAS DE LAS VACUNAS DE ACIDOS NUCLEICOS

Entre las posibles ventajas que presentan las vacunas de dcidos nucleicos
podemos resaltar las siguientes:

a) Induccién de respuesta inmunitaria humoral y celular. Al parecer, si
se estudia adecuadamente el régimen posoldgico, el nimero de dosis v
la via de administracién, podria conseguirse confeccionar la respuesta
inmunitaria deseada.

b) Para numerosos antigenos, seria el método de vacunacién preferido
para conseguir la inmunizacién efectiva y para lograr la respuesta ma-
xima de la dosis de recuerdo.

" World Health Organization. (1994). Proceeding of WHO meeting on nucleic acid vaccines.
Vaccine 12:1491-1568.

' Kennedy RC, Shearer MH and Hildebrand W. (1997). Non-buman private models to evaluate
vaccrre safety and impunogenicity Vaccine, 15,8:903-908. i

* European Commission, the Food and Drug Administration, the National Institutes of Allergy
and Infectious diseases and the Wold Health Organization.Special Conference Issue International me-
eting on nucleicAcis Vaccines for the Prevention of infectious diseases. 13,8: 785-933. '
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¢) Deberia funcionar también en los casos de sistema inmunitario inmadu-
ro, asi como evitar [as interferencias que ofrecen los antigenos maternales.

d) Desde un enfoque préctico, las vacunas genéticas ofrecen la posibili-
dad de combinar antigenos procedentes del mismo o de diferentes gér-
menes patégenos de forma ficil, o ain mas, de administrar conjunta-
mente inmunomoduladores.

¢) Se facilitan las técnicas de fabricacién y se mejoran las estabilidades.

5.7.6.2. POSIBLES DESVENTAJAS DE LAS VACUNAS DE ACIDOS NUCLEICOS

Tedricamente, existe la posible integracién cromosémica o la tolerancia in-
ducida por el gen. Afortunadamente, hasta este momento, las comprobaciones
y estudios realizados son negativos en este aspecto.

5.8. Investigaciones de adyuvantes en vacunas

Desde 1925 '*, se han utilizado adyuvantes para aumentar la respuesta inmu-
nitaria de los antigenos en experimentacion inmunolégica . Desde entonces, se
han multiplicado los proyectos de investigacién del grupo de sustancias, especial-
mente en la bisqueda de las bases moleculares donde sustentar su modo de ac-
cién. Pero aunque los adyuvantes se han venido utilizando durante tantas décadas,
apenas sc¢ conoce algo sobre su modo de accién. La lista de sustancias adyuvantes
es muy abundante, pero entre una y otras, poseen muy poco puntos COmunes con
respecto a sus estructuras quimicas, o a las ciscunstancias en que desarrollan la ac-
tivacién de algunas de las célular que componen el sistema inmunitario.

Actualmente, los adyuvantes han recibido mucho mayor atencién porque:

@) Las vacunas sintéticas y las subunidades antigénicas, muy purificadas,
son escasamente inmunogénicas y necesitan adyuvantes para despertar
la respuesta protectora que se requiera;

b) La modulacién selectiva de la respuesta inmunitaria por adyuvantes,
con relacién a los complejos principales de histocompatibilidad
(MHCs), de las clases 1y II, y de los linfocitos T cooperadores (Th),
de los tipo Th; y Th, que juegan un papel imporrante en la proteccién
frente a las infecciones causadas por patégenos intracelulares, tales
como virus, bacterias y parésitos.

*» Ramon G, (1926). Procedres pour acroitre la preduction des antotoxines.Ann Institut Pas-
teur.40:1-10.

¥ Ramon G. (1995}. Sur 'augmentation anormale de I'antitoxine chez les chevaux producteurs
de serum antidiphterique, Bull Soc Ceantr Med Vet 101:227.234.
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La mayor parte de las veces, el objetivo del empleo de adyuvantes estd en
convettir antigenos poco inmunogénicos en vacunas protectoras. Las molécu-
las o los complejos de adyuvantes mejoran la presentacion fisica de las molé-
culas del antigeno para potenciar sus propiedades inmundgenas. El efecto ad-
yuvante de una sustancia, en términos de respuestas inmunitarias obtenidas con
él, como regla general, no puede extrapolarse a otros antigenos.

Formulacion con adyuvante
(inmunoestimulante + veh i'culo)

Ejemplos de vacunas que requerlran/beneficlaran con Ios .
nuevos adyuvanteS' '

® v Herpes sampie :

El término de formulacién con adyuvante se utiliza ampliamente para la va-
cuna con induccion deseada, selectiva de la respuesta inmunitaria. Aunque en
la bibliografia se describen numerosos adyuvantes. Su modo de accién ha per-
manecido empirico y misterioso por falta de conocimientos técnicos. La pri-
mera vez que se utiliz6 este tipo de agente 'V se deseaba mejorar la eficacia in-
munoldgica de las vacunas.

Es muy importante investigar su actuacion a niveles biolégicos y clasificar-
los de acuerdo con estas caracterfsticas, lo que facilitaria la eleccién en cada
caso. Los beneficios que se generarian se pueden resumir en lo siguiente:

a) Cuando se conociera la patogénesis de la enfermedad, se podria elegir
un adyuvante que facilitara la formulacién de una vacuna, que estimu-
le la respuesta inmunitaria protectora deseada;

" Glenny AT, Pope CG, WaddingtonH, and Wallace U, (1826). Immunological notes-] Path Bact.
29:38-39
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5) Cuando no se conociera ni la patogénesis a la que da lugar el germen
patégeno, ni la respuesta inmunitaria originada, la investigacién de
la formulacién incluiria una franja de adyuvantes que se sospeche que
produce reforzamientos diversos de la respuesta inmunitaria para po-
der empezar a seleccionar, racionalmente, los que son mds impor-
tantes;

¢) Cuando los conocimientos que se posean pudieran utilizarse para com-
binar varios adyuvantes, con el fin de lograrr los diferentes efectos que
se desean conseguir.

5.8.1. Propiedades de los adyuvantes

Como para las vacunas, la prioridad méixima de todo adyuvante consis-
te en ser seguro. La sustancia que se utilice como adyuvante no puede ser
ni cancerogénico, ni teratogénico, ni abortogénico. Deberfa no dar lugar a
hipersensibilidad, fiebre, ni producir necrosis local, ni granulomas, ni desa-
rrollar efectos autoinmunes. Deberia evitarse el empleo de adyuvantes que
pudieran producir efectos inespecificos en la célula. Serfa conveniente que
se tratara de una sustancia biodegradable, de corta vida media. Por otra par-
te, es muy importante la especificidad. La actividad de los adyuvantes tiene
que estar dirigida hacia células especificas del sistema inmunitario, porgue
la mayor parte de los signos de activacién podrian ser transducidos por la
fosfolipasa de la membrana. Seria conveniente que se conociera su estruc-
tura molecular,

Existen otras condiciones para que haya una respuesta inmunitaria efecti-
va: las células del sistema inmunitario han de yuxtaponerse con el antigeno de
una manera correcta, La acumulacién de células que son capaces de reconocer
al antigeno es un prerequisito para una iniciacién satisfactoria de la respuesta
inmunitaria. La inyeccién de sales de aluminio da lugar a una hipercelularidad
y a un aumento de volumen paracortical del nédulo linfoide. Esto se debe a
un incremento del influjo de linfocitos, desde el aparato circulatorio, denomi-
nado «trampa de linfocitos», creyéndose que es probable que esto constituya
un componente del «wodus operandi» del adyuvante '**. Los macréfagos v los
linfocitos T se cree que median en los intercambios de los linfocitos y la inter-
leuquina-1 {IL-1) y que son responsables de la retencién celular, Se podria de-
ber a la adherencia molecular que darfa lugar a un aumento de la capacidad
de los linfocitos para unirse a las células endoteliales ¥,

' Dresde DW,Taub RN, and Krautz AR. {1970). The effect of localized injection of adjuvant ma-
terial on the draining lymph node 11:circulating lymphocytes Immunol. 18:663-670

" Vadas MA, Gamble JR and Smith WB, (1992). regulation of myeloid blood cell endothelial in-
teraction by cytokines.In Adhesion.Its role in inflamatory desease.De.by Harfand M and Liu DY, WH
Freeman and company NY pg 65-81.
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Otras propiedades deseables, tales como que los adyuvantes fueran sus-
tancias de facil manipulacién en la fabricacién de vacunas; moléculas con bue-
na estabilidad a largo plazo; que se presentaran como patticulas multiméricas,
que facilitaran su fagocitosis.

La presentacién fisica del antigeno dentro de la vacunas, incluye la estabi-
lizacién estructural y 2 exposicién del epitopo nativo conformacionalmente,
asi como la capacidad que el adyuvante posea para formular el antigeno en pe-
quefias particulas o agregados, preferentemente solubles y, si fuera posible, que
por algiin mecanismo el antigeno estuviera contenido en una estructura multi-
mérica organizada.

5.8.2. Inmunomodulacion ejercida por adyuvantes

Los adyuvantes son, por lo general, moléculas relativamente pequefias que
modifican el comportamiento de las citoquinas, que aumentan la respuesta
inmunitaria, que ejercen una seleccién entre los Th; v Th,. La potencia-
cion/modulacion que incluye actividades que regulan los aspectos cuali-cuan-
titativos resultantes de las respuestas inmunitarias. Estas actividades pueden
suponer también la circulacién intracelular del antigeno, su procesamiento
proteolitico, su asociacién con las moléculas de los complejos MHC-1 y
MHC-II, asi como la expansion de los linfocitos T, con distintos perfiles de
produccién de citoquinas. A los adyuvantes se les pide que modifiquen la ac-
tuacién de las citoquinas. En general, los adyuvantes estimulan las acciones
de un grupo de citoquinas mientras que deprimen las correspondientes al
otro grupo ”°. Dos series importantes Th de linfocitos T.CD4+, por ejemplo
Th, y Th, se han descubierto sin ninguna duda. La respuesta de los linfoci-
tos Th, es tipicamente de estimulo de la fijacion del complemento al anti-
cuerpo y de fuerte hipersensibilidad. Su actuacién, como se ha mencionado
en otros apartados, estd asociada a las acciones inmunomoduladoras del
IFN-v, e IL-2. Por otra parte, las respuestas de los linfocitas Th, resultan de
altos niveles de anticuerpos secretores, frecuencia de IgE, y de citoquinas
IL-4, IL-5, IL-6 y posiblemente, de IL-l 0. Las respuestas Th, y Th, se inhi-
ben unas a las otras.

La respuesta inmunitaria nunca oscila totalmenete a un lado o al otro. Pro-
bablemente, las sales de aluminio son las que actian de una forma mis radical
- - q ’

pues se inclinan hasta més del 90% hacia las respuestas del linfocito Th, ', asi

" Romagnani S. {1991). Human Thl and Th2 subsets:doubt ne more.lmmunol Today,
12:256- 257.

¥ Mancino D,Ovary Z. (1980). Adjuvant effects of amorphpus silica and aluminium hydroxide
on IgE and IgGl antibody production in different inbred mouse strain.Int Arch Allergy Appl Immun,
61:253-258
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como las de las endotoxinas bacterianas y derivados como son el lipido A, mo-
nofosforil lipido A .

Las sales de aluminio son las que constituyen el Gnico adyuvante autoriza-
do universalmente por las distintas autoridades sanitarias.

Especialmente los eosinéfilos son atraidos por este adyuvante. Después de
la inyeccién se forma un depésito coloidal que engloba al antigeno '**. Puede
activarse el complemento y se originaria el estimulo para la localizacién del an-
tigeno, por las células dendriticas foliculares y se mejoraria la memoria inmu-
nitaria por los linfocitos B.

La adecuada eleccion del adyuvante, no sélo aumenta la respuesta iInmuni-
taria, sino que también determina el isotipo de IgG.

5.83. Presentacion del antigeno por adyuvantes

Son generalmente moléculas anfipaticas (hidrofilico, hidrofébico) o com-
plejos moleculares que interactiian con los inmunégenos en su conformacién
nativa. Aumentan cuantitativamente la respuesta de anticuerpos neutralizantes
y prolongan su duracién. Una de las propiedades de los buenos adyuvantes
consiste en preservar la integridad de la estructura del epitopo del antigeno
para que no sufra ningin deterioro y pueda ser presentado de forma eficaz a
las células profesionales efectoras del sistema inmunitario (APCs, antigen pre-
senting cells), constituidas principalmente por las células dendriticas, y las cé-
lulas de Langerhans; posiblemente también por los macréfagos ™, aunque esta
funcién no esta suficientemente aclarada para estas células, hasta el momento,
para lograr una respuesta eficaz de anticuerpos. El antigeno se acopla al re-
ceptor por endocitosis; o por ingestién de liquidos o de particulas muy pe-
quenias a partir de la formacién de vesiculas endocelulares o pinocitosis ™, en
tase liquida. El endosoma que resulta se funde con un lisosoma para dar lugar
a un endolisosoma. Entoces es cuando ha llegado el momento de que las cé-
lulas dendrfticas, probablemente estimuladas por el GM-CSF (granolocyte-ma-
crophage colony stimulanting factor), se dirijan hacia una zona de drenaje de
un nédulo linfitico o al bazo para iniciar el proceso de presentacién. Se pro-
cesa al antigeno en pequefias porciones peptidicas, para que entonces tengan

% Johnson AG and Tomai MA. {1990). A Study of the cellular and molecular mediators of the
adjunvant action of a nontoxic monophosphostyl lipid A Adv Exp Med Biol. 256:567-579.

1 White RG Cons AH, Connolly JM, (1995) Studies on antibody production. Ill. The Allum gra-
nuloma. | Exp Med 102:73.

" Brewer JM,Richmond J,and Alexander J. (1994). The demonstration of an essetial role for ma-
crophages in the in vivo generation of 19G2a antibodies. Clin Exp Immu, 97:164-171

' Lanzavecchia (1990) A, Receptor-mediated antigen uptake and its effect on antigen presenta-
tion to das 11 -restricted T lymphocytes. A Rev immunol, 8:773-793
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ocasién de establecer contacto fisico con las moléculas del MHC clase II, que
se encuentran en cl reticulo endoplasmico. Se transporta al complejo molecu-
far resultante a la superficie de la célula efectora APC, en donde se presenta al
antigeno conjuntamente con el MHC-II %,

Una de las funciones inmunomoduladoras que ejercera el adyuvante con-

sistird en estimular al APC para que segregue IL-1, que atraerd linfocitos
T.CD4+.

Los linfocitos T, con receptores complementarios al complejo péptido
MHC, procederdn a su correspondiente expansién clonal. Es posible que en
estec momento se decida el balance del equilibrio de la fraccién Thy/Th, y, en-
tonces, el adyuvante debe jugar el papel que se espera de él. Por otra parte, la
segunda interaccién corresponde al reconocimiento entre el antigeno y el lin-
focito B. Se inicia porque la superficie de la inmunoglobulina y el antigeno se
unent ', luego ¢l antigeno-mediado se interioriza por endocitosis a través del
receptor de la Ig. Se le digiere en un endolisosoma y los péptidos resultantes,
asociados al MHC-II son expresados de nuevo en la supetficie del linfocito B.
Para entonces, las serie de linfocitos T capaces de reconocer ¢l complejo anti-
geno-MHC-IT han experimentado sus correspondientes expansiones clonales y
se encuentran en condiciones de cooperar y de dirigir a los linfocitos B, para
que clonalmente se expandan y transformen en células plasmaticas, que excre-
ten inmunoglobulina de la misma especificidad de la Ig sobre la superficie de
[a célula B inicial. Ademds, el cambio de citoquinas también contribuirdn en
la produccién de isotipo de anticuerpo.

La relacién antigeno/anticuerpo y su distribucién, que cubre una franja am-:
plia que incluye la liberacién lenta del antigeno desde una zona de depésito en
¢l sitio de la inyeccién, iniciacién de la respuesta inmunitaria a través de la
atraccién del ntimero suficiente de células presentadoras y realizacién de otras
actividades que conduzcan a aumentar ¢l consumo de antigeno, y su transpor-
te hacia los érganos linfiticos més relevantes, constituye una de las varias acti-
vidades que el adyuvante puede cjercer.

5.8.4. Induccién de respuestas de linfocitos T citotdxicos por los adyuvantes

Estos adyuvantes que inducen respuestas de linfocitos T citotdxicos son par-
ticulas que pueden unirse o incluir inmundgenos y que, en medios emulsionan-
tes de caracteristicas agua/lipido, se fusionan con las membranas celulares o las
rompen para soldar péptidos a la cubierta celular que contenga moléculas de

*¢ Neefies JJ, and momburg E {1993).Cell biclogy of antigen presentation. Curr Opi immu. 3:27-34.
B Cambier JC, Pleiman CM, and ClarkmR, (1994). Signal tranduction by B cell antigen recep-
tor and its coreceptor.A Rev Immu,12:, 457-486.
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MHC-1. Proceso citosélico, via endégena que produce proteinas de peptidos de
correcta clase I (el citosol contiene muchas proteinas y enzimas solubles activas
que intervienen en este proceso). Generalmente, esta induccién requiere que el
antigeno, previamente, haya sido procesado dentro del citosol celular, donde los
péptidos se incorporan al «guante cerrado» de la molécula de complejo MHC-
clase-1 y, entonces, se expresa. La mayoria de las proteinas que atraviesan el com-
plejo salen convertidas en péptidos que, posteriormente, son procesadas por exo-
peptidasas, hasta transtormarlas en aminodcidos. Pero una pequefa proporcién
de moléculas peptidicas compatibles son seleccionadas y transportadas por otras
proteinas especializadas hasta incorporarlas a los receptores del complejo MHC-
Iy, a través del organo de Golgi, hacerlas visibles en la superficie de las células
presentadoras. Parece verosimil que el fenémeno esta modulado por citoquinas
vigilantes y controladoras de que se cumplan determinadas especificidades %,
Durante muchos aflos se observé que los virus inactivados podian sensibilizar a
las células para que se produjera la lisis, cn ausencia absoluta de sintesis protei-
ca, y se considera que era un argumento a favor de la idea de que el antigeno in-
tacto se uniera para formar un complejo antigeno-moléculas del MHC para for-
mar ¢l ligando que los linfocitos citotéxicos pueden reconocer. Mas tarde, cuando
se conocié la importancia de la via citoplasmatica en las interacciones de pépti-
dos con moléculas de los complejos MHC, se constaté que los antigenos extra-
fios de un lisosoma dentro del citoplasma podrfan emerger si se cumplen ciertas

condiciones de la especificidad del sistema inmunitario .

A la hora de la eleccién del adyuvante mis adecuado para lograr la induccién
de formacién de linfocitos citotéxicos, conviene concentrarse en los aspectos de
facilidad de incorporacién o persistencia del péptido apropiado dentro del MHC-
I. El método mas eficaz para seleccionar un adyuvante que interactiie entre las
membranas y los antigenos es buscar que el adyuvante se deposite dentro del ci-
tosol de forma activa para que se produzca el procesamiento en el proteosoma.
Este fenémeno se puede originar por fusién con la membrana externa o, como
previamente se ha mencionado, por endocitosis/pinocitosis, seguido por fusién
membranal endosémica o por ruptura (escape endosémico) de un inmunomo-
dulador dentro de la formulacién con adyuvante, especialmente alguno que in-
duzca la produccién de IFN-y. Podria esperarse que este adyuvante aumente la
expresion relevante del péptido-MHC-I, aunque la mayor parte de las células ex-
presan el complejo MHC-1. La célula diana mis efectiva para la induccién del lin-
focito T citotdxico es la célula presentadora de antigeno {APC) y que con mejor
rendimiento se consiga, probablemente, llegar a las células dendriticas '®.

% Pike B. 1(1992). Cytokines acting an B lymphocytes.En Roitt Ml,Delbes PJ eds.Encydopedya
of immmunilogy. Acad Press NY pg.440-441

** Braciale T], Yap KL. (1978). Role of viral infectivity in the induction of influenza virus-speei-
fic eytotoxic T cells.] Exp Med 147:1236-1252

¥ Macatonia SE, Taylor PM, Knight SC, and Askonas BA,(1989}. Primary stimulation by den-
dritic cells induces antiviral proliferative and cytotoxic T cell responses in vitro. ] Exp Med 169:
1255-1264).
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Las emulsiones de aceites minerales y agua, generalmente, son adyuvantes
de eleccidn, pues originan respuestas altamente inmunogénicas con presencia
de linfocitos citotéxicos, aunque tiene el inconvenientes de provocar algunas

reacciones secundarias .

La emulsién de.tipo agua en aceite puede dar lugar a efectos secunda-
rios en el sitio de inyeccién y reacciones granulomatosas. Un mecanismo
alternativo de la induccién de linfocito T citotéxico esta constituido por el
contacto directo del péptido para vaciar el complejo MHC-I, expuesto ex-
ternamente. Esto se ha conseguido con formulaciones especiales de emul-
siones agua/lipido; en la fase acuosa se encuentran los péptidos y una pro-
teina reconocida universalmente, p-c- (toxoide tetanico) '*. Se supone que
la mencionada emulsién crea un depésito que atraera células dendriticas v,
al mismo tiempo, protege al péptido de la proteolisis. El toxoide tetinico
y derivados, estimula a las células dendriticas para que emigren hacia los
tejidos linfoides y, mientras se realiza [a presentacién de los péptidos aso-
ciados al toxoide tetdnico, se atraerd a los linfocitos T entre los cuales se
encontrardn algunos linfocitos T.CD8+, que reconocen al péptido original
del linfocitos citotdxico. Otra actuacién sobre los determinantes antigéni-
cos de los linfocitos T citotéxicos puede realizarse a través de un vector

quimérico ***. Los linfocitos T citotéxicos podrian actuar sobre la base de
un mismo MHC,

5.835. Investigacion de los modos de accién de los adyuvantes

Algunos adyuvantes particulares se unen directamente a los inmunégenos. Hay
adyuvantes que saturan las células de Kupffer en el higado . Esto constituye una
forma eficiente de utilizacién del conjunto de adyuvantes e inmunégenos. Los ad-
yuvantes con naturaleza de carbohidratos tienen la propiedad de dirigirse hacia
los receptores de la lectina, sustancia con semejanzas con los anticuerpos, que se
muestra sobre las superficies de los macréfagos v sobre las de las células dendbi-
ticas. Definen el potencial de avidez que puede poseer un adyuvante, de presen-
tacién de antigeno, de depositar el inmunégeno precisamente en las células in-
munitaras efectoras, generalmente por via de esas mismas células.

' Schulz M, Zinkernagel RM and Hengartner H. (1991). Peptide-induced antiviral protection by
cytotoxic T cells.Proc Ntl Acad Sci USA. 88:991.993

"% Scalzo AA, Elliot SL. Cox J, Gardner J, Moss D], and Suhrbier A, (1995).Indution of protec-
tive cytotoxic T cells to murine cytomegalovirus by using a nonapeptide and a human-compatible ad-
juvant. J V rol .69:1306-1309

¥ Scalzo AA,Elliot SL. Cox J,Gardner ], Moss DJ,and Suhrbier A. (1993). Indution of protecti-
ve cytotoxic T cells to mutine cytomegalovirus by using 2 nonapeptide and a human-compatible ad-
juvant. J V rol. 69:1306-1309

1 Bradfteld JWB,Soubami RL, and AddisonlE. (1974). The mechanism of the adjuvant effect of
dextran sulphate.lmmunology, 26:383-392
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La actividad de estos adyuvantes puede que no produzca ninguna modifi-
cacién del tipo de respucsta inmunitaria. Lo que significaria es mds bién un
cfecto cuantitativo. El efecto pucde ser més especifico sobre los macréfagos
que sobre las células dendriticas, o lo contrario. Cuando se produce una de-
plecion (pérdida excesiva) de macréfagos, se podria originar un cambio radi-
cal hacia respuestas de tipo Th,.

La forma mds comin de interactuar con el antigeno estd en formar agre-
gados multimoleculares. Los adyuvantes con esta propiedad entran dentro del
grupo de adyuvantes de particulas. Las particulas de 1-10 milimicrones, se pue-
den administrar por via oral.

Las posibilidades de estimular, bien sea a los macréfagos, a las células den-
driticas o a las células de Langerhans, definen la especificidad selectiva del ad-
yuvante y el tipo de respuesta inmunitaria que puede modular,

5.8.6. Investigacion del control de la liberacion de antigenos por adyuvantes

Desde hace pocos afios se ha dedicado un esfuerzo considerable al desa-
rrollo de vacunas de liberacién controlada del antigeno '’. La accién de libe-
racién controlada o de “Depot”, se consigue, generalmente, a relativamente
corto plazo con gran eficacia empleando sales de aluminio o emulsiones agua/li-
pidos, pues el antigeno queda atrapado en el sitio de inyeccién y no puede ser
eliminado por funciones fisioldgicas. Cuando se requiere prolongar la potencia
de una sola dosis durante un largo periodo de tiempo, como de 1 a 4 meses,
la solucién mas adecuada la presenta ¢l empleo de polimeros sintéticos biode-
gradables, tales como el coglicélido de poliactida, que da origen a microsferas
o nanoesferas de tamafio mayor de 10 milimicrones, para que puedan perma-
necer en el sitio de la inyeccion hasta que alguna celula presentadora de anti-
geno lleguen a actuar sobre éllas ' %7,

5.9. Las Citoquinas

Las citoquinas son, generalmente, moléculas de glicoproteinas con un gran
poder de potenciacién del procesamiento del antigeno por los sistemas de los
complejos MHC,

& Eldridge JH, Staa JK, Meulbrock JA, Tice TR, and Gilley RM. (1991). Biodegradable and bio-
compatible poly (DL-lactide-co-glycolide) microsphere as an adjuvant for Staphylococeal enterotoxin
B toxoid which enhances the level of toxin-neutralizing antibodies.Infect immun, 59:2978-2986

% Fldridge JH, Hammond CJ, Meulbroek JA, Staas JK, Gilley RM and Tice TR. (1990}. Con-
trolled vaccine release in the gut associated lymphoid tssue. | control release. 1:205-214

¥ Gupta, Varanelli Cl. Griffin P, Wallach, DFH,and Siber GR. (1995). Adjuvant properties of
non-phospholipid liposomes in experimental animals for human vaccine antigens {in press}), (1997).
Cox JC,and Coulter AR Adjuvants, a dassification and review of their modes of action..15:248-256.
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Constituyen una clase especial de adyuvantes porque cooperan en la libe-
racién del antigeno en el sitio en que el linfocito actda, y ejercen una serie de
acciones de potenciacion, especialmente en los casos de subunidades antigéni-
cas y de las vacunas de dcidos nucleicos.

El objetivo de administrar citoquinas como adyuvantes de las vacunas estd
en aumentar o en modular las respuestas inmunitarias suministrando los signos
intracelulares o mensajeros que normalmente se producirian en la respuesta in-
munitaria, pero mejorando a la naturaleza en el sentido de que esos signos apa-
rezcan antes y a mayores concentraciones, o en un sitio o localizacién atipico,
donde, para lograr respuesta inmunitaria, sea conveniente su presencia.

El sistema inmunitario est4 constituido por diferentes tipos de células, cada uno
con sus funciones especificas, dirigidas a la defensa del individuo ™. Las distintas
clases de células y en las diferentes localizaciones, interaccionan, bien por contac-

to de célula a célula, o bien a través del uso de sustancias solubles o citoquinas %,

Los macréfagos normalmente originan la IL-12, que induce a los linfocitos

NK a que produzcan interferén (, dirigiendo la respuesta inmunitaria hacia el
fenotipo TH1'°

Temas relacionados con este apartado de citoquinas,han sido tratados en
las sesiones correspondientes a: 3.4.- La Respuesta inmunitaria; 3.5.- La fago-
citosis, 3.6.- Algunas funciones del Interferén-y; 4.1.- Linfocitos responsables

“de las respuestas de inmunidad adquirida.

5.10. Los Liposomas

Los liposomas son moléculas con propiedades fisicas muy distintas. Se pue-
den emplear para potenciar la actividad inmunégena de un antigeno, pero tam-
bién para resolver las defectos de respuesta inmunitaria, por factores genéticos,
en individuo no respondedor.

Se fabrican utilizando distintas composiciones lipidicas con el fin de im-
primirles las propiedades fisico-quimicas y bioldgicas que més convenga a la
vacuna que se esta investigando. Es claro que al variar sus componentes se va-
rian sus comportamientos, adaptddolas a las que se requieran en cada caso.

¥ Alwan WH, Record FM, and Openshaw PIM. (1995) Phenotypic and funtional Characteriza-
tion of T cell lines spectfic for individual respivatory syncitial virus proteins.] Immunol £50:5211-5218

*? Vogel FR and Powell ME A compendium of vaccine adjuvants and excipients.En Powell Mfand
Newman (eds). Vaccine Design: The Subunit and adjuvant Aproach Plenum Press. N.Y. 1995,
pg.141-228,

7 Afonso LC, Scharton TM, Vieira m, Trinchierd G and Scott. (1994). Administration of recom-
binant IL-12 in a vaccine agains Lefshmania major.Science 263:235-237.
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Sus formas similares a las vesiculas de las membrana de los microorganis-
mos, con didmetros que varian entre los 20 nm a 3 (m, pueden estar confor-
madas por una o multiples capas y contienen colesterol y fosfolipidos. Se uti-
lizan especialmente, cuando el inmundgeno tiene tendencia a unirse a las
membranas (moléculas lipofilicas y anfipiticas, es decir molécula asimétrica,
con un extremo hidrofilico y el otro hidrofébico), incluyéndolo entre los es-
pacios intermembranales, especialmente si se trata de moléculas de inmunége-
no con propiedades hidrofilicas. Los liposomas se¢ han empleado especialmen-
te como adyuvantes de formulaciones de vacunas de administraciéon oral ..

Estd demostrado que los liposomas constituyen un grupo de adyuvantes
muy eficaces en la presentacion al sisterna inmunitario. Sin embargo, se ha com-
probado también que por si mismo no afectan ni a la potenciacién ni a la mo-
dulacién de la respuesta inmunitaria, y que necesitan de la actuacion suple-

mentaria de los inmunomoduladores 72,

5.11. Microparticulas poliméricas degradables

Como se ha comentado repetidamente a lo largo de este estudio, en las al-
timas décadas la investigacion de agentes inmundgenos en las vacunas ha to-
mado unas vias de preferencia que en resumen son:

a) El empleo de subunidades recombinantes;
b) Sintesis peptidica de epitopos importantes del patdgeno;
¢)  Vacunas de dcidos nucleicos.

Aunque se ha comprobado que estas vacunas ofrecen ventajas significati-
vas frente a las tradicionales, la desventaja mas importante consiste en poseer
inmunogenicidades empobrecidas generalmente por la simplicidad de sus mo-
léculas. Consecuentemente, de una forma paralela, se ha originado un movi-
miento de investigacién, concentrado en conseguir adyuvantes eficaces que po-
tencien la propiedad inmunogénica de las vacunas, ademds de favorecer la
distribucién del antigeno, para contribuir al éxito de conseguir inmunidades
protectoras eficaces mds persistentes.

Se sabe que las sales de aluminio son }os Gnicos adyuvantes aprobados por
las autoridades sanitarias internacionales. Indudablemente, son adyuvantes muy

" Powers DC, Manning MC, Hanscome PJ, Pietrobon PJE. (1993). Gytotoxic-T-lymphocyte res-
ponses to a liposome-adjuvanted influenza A virus vaccine in elderly adults. J Infect Dis 172:
1103-1107.

72 Kersten GFA and Crommelin DJA. {1995}, Liposomes and ISCOMS as vaccine formulations.
Biochim Biophys Acta 1241:117-138. )
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seguros, pero se ha demostrado que son débiles en la induccién de produccién
de anticuerpos y en el desarrolllo de inmunidad celular .

Se han obtenido buenos resultados utilizando mezclas de determinados ad-
yuvantes prestandose mucho a esto los lipososmas . También asociando las
subunidades antigénicas con varias microparticulas poliméricas . La eficacia
de las microparticulas parece que se relaciona con la facilidad que ofrezcan
para que los macréfagos las fagociten.

Los derivados de los poli-lactido-co-glicélidos (PLGs), por ser polimeros
biocompatibles y biodegradables, han ofrecido grandes ventajas ™.

La prevencion total de la infeccion, lo que se puede denominar “inmuni-
dad esterilizante” o ausencia total de riesgo, se puede conseguir con respues-
tas inmunitarias elevadas y de duracién prolongada.

Los factores que afectan al elevado titulo de anticuerpos se pueden con-
trolar con sistemas de liberacién continua de antigenos, a través de una vacu-
na preparada con microesferas poliméricas '

5.12. Vacunas terapéuticas

Cuando se llegue a disponer de medios adecuado para estimular al sistcma
inmunitario de forma que proporciones le respuesta deseada, la ciencia inmu-
noldgica se acercard al concepto que se desea tener de una vacuna: “Un agen-
te que protege al sistema inmunitario de tal forma, que este pueda evitar con
mayor eficacia la enfermedad y recuperar la salud de la persona”.

Las base para desarrollar estas vacunas se encuentra continuamente en
la biologia humana. El sistema inmunitario, en la practica, cura muchisimas
enfermedades con los medios de que dispone, sin ningln apoyo del desa-
rrollo cientifico. Con cierta freciencia se presentan casos de nifios infecta-
dos al nacer por el VIH, con marcadores positivos, que aclaran del virus.
Sus sistemas inmunitarios han sido capaces de curarles. Otras muchas in-

3 Bengtsson KL and Sjolander A. (1996}, Adjuvant activity of ISCOMS; effect of ratio and co-
incorporation of antigen and adjuvant Vaccine, 14: 753-760

¥4 Schutz N; Qrant R; Chen D Zeleninch-Jacquette A; Abcles G: and Bystryn JC (1995). Effect
of Detox as an adjuvant for melanoma. Vaccine 13: 503-508

7 (¥Hagan DT. (1994}, Micropaarticles as oral vaccines, in Novel delivery Systems for Oral Vac-
cines {O'Hagan DT ed; CRC Press) Pg. 175-205.

i Ecdrige JH; Biodegradable and biocompatible poly (DL-actide-co-glycolide) micrespheres as
an adjuvant for staphylococcal enterotoxin B toxoid which enhances the level of toxin-neutralizing in
antibodics. Infect. Immun 59: pg. 2978-2986.

7 Clealand JL; Lim A; Barron L; Duenas ET; and Powell MF; (1996); Development of a single-
shot subunit vaccine for HIV-1: Part 4; J.

134



fecciones curan por si mismas, unicamente proporcionando proteccién nu-
tricional, estado de reposo, apoyo psicolégico, elementos que fortalecen al
sistema inmunitario ''*, etc.

También se sabe que, a pesar de haberse sufrido la inoculacién del agente
patdgeno, por cjemplo el Clostridinm tetani o el virus de la rabia, la inmuni-
zacién especifica frente al microrganismo, tiene probabilidades de actuar a fa-
vor de que el posible enfermo, recupere el estado de salud.

5.12.1.  Vacunas frente a las células neoplisicas

Los tumores s¢ producen por alteraciéon en la expresién de uno o de va-
rios genes que regulan el crecimiento y/o la diferenciacién celular. Las causas
son atribuibles a factores quimicos, fisicos y por algunos virus.

Se ha demostrado que las defensas en el individuo, normalmente, son in-
suficientes para paralizar el desarrollo y 12 diseminacién del tumor.

La inmunoterapia para controlar el desarrollo de tumores se viene cjer-
ciendo dede hace por lo menos veinte afios '’?. En esta via de investigacion,
se han ensayado vacunas preparadas con células enteras, oncolisados ce-
lulares o principios antigénicos procedentes de tumores benignos y ma-
lignos.

En pacientes con cancer en estado avanzado, al tratarles con citoquinas es-
timulantes del sistema inmunitario ', se han conseguido resultados clinicos es-
pectaculares.

Algunos investigadores ' piensan que una vacuna estimulante de la secre-
cién de citoquina IL-2 podria utilizarse como inmunoterapia del cancer.

Muchos pacientes de melanomas han sido tratados con vacunas preparadas
con componentes celulares supuestamente antigénicos. Los resultados, hasta ¢l
momento, son muy variables, pero parece que mejora, al menos, su supervi-

. 182
vencia'¥,

V8 Spinney L. (1993). Poor diets breed deadly viruses.New Scientist 146:16

7 Thomas L. (1959). En Lawrence HS,ed. Cellular and humoral aspaects of the hypersensitive
state. Hoeber-Harper, New York, 529-532.

" Rosenberg SA; Hotze MT; Muul LM et alt. (1987). Progress report on the treatment of 157
patients with advanced cancer using lymphokine-activates killer cells and interleukin-2 or high doses
of interleukin-2 alone. New Eng J Med 316: pg 889-897.

¥ Santin AD); Ioli GR; Hiserodt JC Et alt. Development Pharm sci.

%2 Harris J; Ryan L; Adams G et alt (1994). Survival and relapse in adjuvant autologous tumor
vaccinetherapy for Dukes B and C colon cancerEST-5283. Proc. Am Soc Clin Oncol 13: 294.
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Los antigenos asociados a los rumores que se reconocen como linfocitos T-

CD-8 citotéxicos, se consideran como posibles candidatos a vacunas ',

Se resuelve el problema de inmunogenicidad baja de las células cancero-
sas, aportanto un complejo celular peptidico extrafio al organismo humano ™,

La combinacién de factor estimulador de colonias granulocito-macréfago
(MM-CSF) con interleuquina-4 (IL-4), intensifica la inmunidad anti-tumor en
el cancer cerebral murino ¥,

Las vacunas que combinan los principios antigénicos del cancer embrional
con el virus vaccinia recombinante ¢ interleuquina 2 mejoran las situaciones cli-

nicas*®,

La vacunacién con vacunas anti-idiotipo pucde producir inmunidad celu-
lar y humoral en sistemas de modelos animales, pero alin se necesitan muchos
trabajos de investigacién para averiguar las casusas de los fallos vacunales.

Finalmente, aunque desde el principio de este estudio se ha llamado la aten-
cién sobre las bases de la investigacién de vacunas que sean eficaces, es evi-
dente que el desafio mas importante de estos proyectos no solo esta en la
identificacidén correcta de los componentes inmunogénicos de los patégenos
causantes de la infeccién, sino también en comprender, lo mejor que sea po-
sible, la etiopetogénesis de ellos.

El objetivo mencionado es alcanzable siempre que se logre entender como
se origina v regula la respuesta inmunitarias, y cual es el punto del sistema que
necesita estimulacidn precisa para que se desencadena la proteccién frente al
patdgeno especifico.

Para que una molécula determinada de adyuvante ayude al sistema inmu-
nitario, tiene que actuar en alguna de sus células.

Las identificaciones de las respuestas Th,, Th,, Th, y el cfecto de desviacién
que las diferentes citoquinas pueden ejercer, indican claramente que el adyuvan-
te en toda formulacién de vacunas, debe estimular la célula del sistema inmuni-
tario que sea la especifica para desarrollar la cascada de citoquinas adecuada.

'** Bronte V; Tsung K.; Rao JB, et alt. (1995). IL-2 enhances the function of recombinant poxi-
virus vaccines in treatment of estblished pulmonary metastases. ] Immunol 154: pg 5282-5293

" Birnstiel ML(1996) Transloading tumor cells with a foretgn peptide, generates a potentimmune
response. Proc Nar Acad of Sci 93:9739-63,

> Tamada H. (1996). Dual cytokine cancer vaccine intensifies antitumor tmpranity. Vac Wkly June 10.

"™ MeLaughlin JP, Schlom J, Kantor JA, et alt. (1996), Improved immrunotherapy of a recombinant
carcinoernbryonic antigen vaccinia vaccine when given in cobination with interleukin-2. Can Res 356:
2361-2367.
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Ademis, la activacién debe producirse en el tiempo correcto y en la mag-
nitud apropiada. Cualquier desviacién de este programa podria conducir a
conseguir una respuesta reducida, o lo que es mds serio, una respuesta per-
judicial.

Por eso se necesita investigar mucho sobre si [a inmunidad humoral o la
celular es la mas importante para eliminar la accidn de un patégeno determi-
nado, pero también si algunas de las respuestas tiene algin riesgo de producir
inmunopatologia.

Si se consiguc caracterizar bien la constelacién de citoquinas y las cinéti-
cas de las respuestas inmunitarias, seria posible dirigir la respuesta inmunita-
ria de forma que se pudiera modificar el curso de la infeccién de muchos
patégenos.
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CONTESTACION AL DISCURSO DE INGRESO
EN LA REAL ACADEMIA DE FARMACIA

del Excmo. Sr. D. DaAviD MARTIN HERNANDEZ

POR EL ACADEMICO DE NUMERO

ExcMmo. Sr. D. LEON VILLANUA FUNGAIRINO



Exemo. Sefior Director,
Excmos. Sefioras y Sefiores Académicos,
Seftoras y Sefiores

La Junta de Gobierno de la Real Academia de Farmacia acordé el 18 de
septiembre; designarme para dar la bienvenida como Académico de nimero de
esta corporacion al Excmo. Dr. D. David Martin Herndndez. Reconozco, por
supuesto, el honor y la responsabilidad que representa dicha designacién.

Me une una sincera amistad con el Doctor David Martin, y acepto con ale-
gria la empresa que se me encomienda. Con la ayuda de Dios y la indulgencia
del Docto auditorio, reflejaré en unos minutos mis apreciaciones sobre el nue-
vo académico de niimero, como es costumbre en estos actos.

FORMACION ACADEMICO-PROFESIONAL (3 v 5)

Estudié el Bachillerato Universitario en Las Palmas de Gran Canaria con
notas de sobresalientes, alcanzando la calificacién de Notable en el Examen de
Estado en la Universidad de La Laguna (Tenerife). En 1947 obtuvo el Titulo
de Maestro de Primera Ensefianza en la Escuela de Magisterio de Las Palmas
de Gran Canaria.

Posteriormente, se trasladd a la Universidad de Barcelona, en cuya Facul-
tad de Farmacia obtuvo el Grade de Licenciado el 20 de Junio de 1951, con
la calificacién de Sobresaliente y Premio Extraordinario. Una vez graduado,
trabaj6 en diversos laboratorios de la Facultad, inicidndose en diferentes tare-
as de investigacidn, especialmente con el profesor Moreno Martin, que le nom-
bré Profesor Ayudante de Analisis Quimico y Bromatologfa; también trabajé
con los profesores Gastén de Iriarte (E.) de Microbiologia, Larralde (J.), de Fi-
siologia. En la Citedra de Quimica Orgénica, con los profesores Marquina, Pu-
lido y Hernandez-Gutiérrez, con quienes participé como coinventor en las pri-
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meras patentes espafiolas sobre los métodos de sintesis del dcido para-amino
salicilico y de otras moléculas del grupo.

Durante su estancia en Barcelona, trabajd asimismo como analista del Hos-
pital Clinico de Barcelona (Laboratorios de Analisis Bioquimico de la Facul-
tad de Medicina, 1948).

Se trasladé a Madrid, para realizar estudios de Doctorado en la Facultad
de Farmacia, Citedra de Bioquimica, equipo de G. de la Fuente de la Univer-
sidad Complutense. Como Director de Tesis figuré el Excmo. Prof., y actual-
mente Presidente honorifico de esta Real Academia de Farmacia, Don Angel
Santos Ruiz. El 12 de diciembre de 1955, ante el Tribunal correspondiente, leyd
su trabajo de investigacién titulado “Accion de los Antibiéticos sobre algunos
Sistemnas Enzimdticos®, habiendo obtenido la calificacién de Sobresaliente y re-
cibido el Premio de Doctorado de la Fundacién Valdecilla.

Su formacién académico-profesional terminé con la obtencién de los titu-
los de Especialista en Anilisis Clinicos y Bioldgicos (20/01/54), v de Farma-
céutico Especialista en Farmacia Hospitalaria expedido por el Ministerio de Edu-
cacion y Ciencig (21/04/87).

LABOR PROFESIONAL E INVESTIGADORA (3 v 5)

Nada mis terminar su licenciatura {(03/10/51), ingresé por oposicién en el
Cuerpo de Farmacia Militar, con el niimero 1 de su promocién. En este cuer-
po estuvo destinado en Madrid, desempefiando vatios cargos. Recibié la Cruz
del Mérito Militar de Primera clase, con distintivo blanco por servicios farma-
céuticos distinguidos.

Siendo Capitan Jefe de Anilisis Clinicos de la 1* Regién Militar y habien-
do realizado el curso de aptitud para su ascenso a Comandante Farmacéutico,
pasé a la situacién de supernumerario, para marchar a la Universidad de Cam-

bridge.

Independientemente de su faceta militar, nuestro nuevo académico, con-
servando su vocacién cientifica e investigadora, en el afio de 1952 fue lla-
mado para participar en trabajos que realizaba el Dr. J.L. Rodriguez-Can-
dela en el Instituto “Gregorio Marafién” del C.S.I.C sobre insulina y
acciones de agentes hipoglucemiantes. En este Centro, recibe una beca de
la “Fundacién Juan March” para continuar estudios bioquimicos sobre el
mencionado tema de investigacién con el Director del Departamento de
Bioquimica de la Universidad de Cambridge (Reino Unido) Prof. EG.
Young. Alli tuvo la oportunidad de conocer y trabajar con los Premios No-
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bel Frederick Sanger (descubridor de las estructuras de las moléculas de las
insulinas, y Cesar Milstein (obtencién de monoclonales), pudiendo actuali-

zarse cn las mds modernas teorfas, metodologias y proyectos de investiga-
cién cientifica.

Su estancia en Inglaterra le sirvié para consolidar su formacién. Su esposa
le ayudé mucho en los trabajos de laboratorio porque el prof. Young, ente-
rindose de que ella trabajaba en el mismo Centro del C.SI.C., permitié su in-
corporacién al proyecto que se estaba realizando.

Desde 1952 que gand por oposicién el ingreso como Farmacéutico Adjun-
to de la Beneficencia de la Diputacién Provincial de Madrid hasta 1985, fecha
en que pasé a la situacién de excedente, ha desarrollado variados cometidos
en esta institucién, que actualmente depende de la Consejerfa de Sanidad del
Gobierno Autonémico de la Comunidad de Madrid.

El Dr. Martin Hernandez, ingresé en el Cuerpo de Farmacéuticos Titula-
res en 1956. En 1971 fue invitado por la entonces Direccion General de Sani-
dad, para coordinar la instalacién de los nuevos centros técnicos (Farmaco-
biologia y Alimentacién y Nutricién) de Majadahonda.

En 1955, el Dr. David Martin tuve la primera responsabilidad en la In-
dustria Farmacéutica como Director Técnico de los Laboratorios Rapide.

En 1963 fue nombrado Director de Investigacién y Desarrollo Farmacéu-
tico de Pfizer en Espafia, lo que le supuso recibir formacién investigadora prin-
cipalmente en Sandwich y Folkstone (Inglaterra); en Massy (Francia), Latina
(Italia), Karlsruhe (Alemania).

Estos cursos de especializacién versaron especialmente sobre planificacién
de la investigacién farmacéutica y farmacolégica, formulaciones, experimenta-
cién animal y ensayo clinico de los medicamentos desarrollados.

Durante varios afios, el Dr. David Martin Hernandez fue vocal represen-
tante de industria en el Colegio Oficial de Farmacéuticos de Madrid.

Estas y otras facetas relacionadas con el medicamento fueron galardo-
nadas con uno de los premios del concurso cientifico de la Real Academia
de Farmacia (1973) y con la Encomienda de la Orden Civil de Sanidad
(1974).

Por su prestigio y por su conocimiento en los temas de investigacién y de
Industria Farmacéutica, en 1976 es nombrado Director Cientifico de Smith Kli-
ne and French S.A.E. y, posteriormente, en el afio de 1964, al iniciar la men-
cionada empresa sus actividades en vacunas en Espaiia, se le nombré Director
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de la Divisién Biolégica. Al fusionarse esa compania con Beecham S.A., el Dr.
David Martin Herndndez ha continuado en esta prestigiosa posicién en Smith

kline Beecham {SB).

Desde 1981, David Martin Hernandez es el representante espafiol de la Sec-
cién de Industria y-Tecnologia de la FI.P. {Federacion Internacional Farma-
céutica).

El Dr. David Martin Hernandez es Profesor Honorario de la Catedra de
Medicina Preventiva y Salud Piblica de la Facultad de Medicina de la Uni-
versidad Auténoma de Madrid desde el afio 1991 hasta la fecha.

Desde el afio de 1995 es Miembro de honor de la Sociedad Espafiola de
Medicina Preventiva, Salud Publica e Higiene. Socio de Honor de la Sociedad
Espaiola de Farmacia Hospitalaria. Desde 1989 es profesor de los cursos de
Puericultura para Médicos, impartidos por la Sociedad Espariola de Puericul-
tura, y desde 1997 es socio honorifico de esta Sociedad.

Como resultado de los trabajos de investigacion realizados en la industria
farmacéutica, independientemente de los trabajos publicados, mencionaremos
que en la década de los setenta, el Dr. David Martin Hernandez figura como
nico inventor de una patente suscrita por Pfizer S.A. para Preparar y mante-
ner separados los distintos componentes activos de una especialidad farmacéutica
hasta su administracion.

En la década de los ochenta, intervino directa y activamente, en la investi-
gacién y el desarrollo del ensayo clinico de una vacuna antthepatitis B, obteni-
da por ingenieria genética, que constituye hasta la fecha, el mejor agente in-
munogénico y de defensa contra la infeccién de los hepatocitos por el virus,
cuyo riesgo de contagio es alto, con consecuencias de posible peligro especial-
mente para la integridad del higade, con posibilidades de cronicidad y de ame-
naza de sufrir cancer hepéitico primario.

También ha estado vinculado a la coordinacién europea de la experimen-
tacién clinica del acido selacrinico un producto diurético hipotensor.

Algunos de los trabajos del Dr. David Martin Herndndez han sido publi-
cados en prestigiosas revistas cientificas internacionales : Nature, Lancet, Ex-
perientia, Proceedings de la Sociedad de Biologia Experimental de Norteamé-
rica y otras nacionales.

Su labor investigadora la podemos resumir citando diversos temas y orien-
taciones de sus trabajos y publicaciones :

a) Algunas sintesis orgdnicas que han dado Iugar a patentes;
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&) Estudios de acciones de medicamentos sobre algunos sistemas enzi-
mAticos;

¢ Interacciones de insulinas a nivel de membrana;

d}  Acciones farmacolégicas de algunos agentes hipoglucemiantes orales;
e¢) Investigaciones sobre biodisponibilidad de algunos medicamentos;

£ Estudios de reacciones adversas e interacciones de medicamentos;

g) Formularios y Guias de prescripcién para Ia administracion de medi-
camentos.

Pero el buen investigador no sélo es el que en su laboratorio descubre so-
luciones a problemas importantes y publica en una revista sus descubrimien-
tos para la correspondiente difusién a nivel cientifico. También lo es ¢l que pro-
cura difundirlos entre los profesionales, y especialmente el que tiene la
inquictud de que la ciencia beneficie a la Humanidad, dando conferencias, cur-
sos, charlas de divulgacion al nivel mas grifico y comprensibie. Este es el caso
de nuestro nuevo académico.

El Dr. David Martin Herndndez ha participado activamente en més de trein-
ta congresos, Jornadas y Reuniones cientificas nacionales e internacionales; en
mas de veinte cursos impartidos en Universidades, colegios de médicos etc.;
ha pronunciado mas de cincuenta conferencias en diferentes centros sanitarios
como hospitales, sociedades cientificas; ha publicado cuarenta y tres trabajos
cientificos en revistas espaiolas y extranjeras; tres manuales de especializacién;
ha participado como coautor en 7 libros, uno de ellos en lengua inglesa.

Es coautor de una patente de invencién referente a procesos industriales.

El dia 28 de junio de 1992, el Dr. David Martin Hernéndez fue nombrado
Académico correspondiente de esta Real Academia de Farmacia, Instituto de
Espafia. Su discurso de ingreso se titulaba “Investigacion y Perspectivas de Nute-
vas Vacunas” (2). La presentacién corrié a cargo del Exemo. Sefior Don Anto-
nio Portolés Alonso, quien lo realizé, como es habitual en él, con gran bri-
llantez y cordialidad a un compaficro en el C.S.1.C. y amigo personal (5).

En aquel entonces, el tema que nos presenté tiene un valor introductorio
y descriptivo sobre las vacunas actuales y las esperanzas que existian de en-
contrar vacunas nuevas y petfeccionadas aplicando los avances logrados con
las tecnologias descubiertas hasta aquellas fechas. Pero ahora no es exagera-
do decir que en estos cinco afios transcurridos, la biologia molecular, los nue-
vos datos que poseemos sobre la respuesta inmunitaria y su modulacién, de
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las acciones de las numerosas citoquinas, el perfeccionamiento de las técnicas
de ingenieria genética, y de plasmidos vectores de genes etc., ha impulsado a
David, con ocasién de la toma de posesién de la Medalla Niimero cuarenta y
cuatro” de la Real Academia de Farmacia, del Instituto de Espania, a estudiar
mucho més y a profundizar en los principios, estrategias y métodos de per-
feccionamiento y de-investigacién de las vacunas que vendrdn a mejorar e} es-
tado de salud y la proteccion frente a las infecciones, y posiblemente a acabar
con varias enfermedades y cronicidades de ellas, que siembran de sufrimien-
to el mundo actual, especialmente arriesga la vida de los nifios. Es interesan-
te su resumida exposicion sobre las expectativas de lograr algunas vacunas no
solo profildcticas, sino terapéuticas frente a males que preocupan tanto a la
humanidad, como son el cancer, el sindrome de la inmunodeficiencia huma-
na y otras.

Como al Dr. Portolés, también a mi me unen muchos lazos de amistad y
de afecto hacia el nuevo académico y reconozco mi responsabilidad en este
acto. He hecho una resefia de David Martin como hombre de ciencia, pero en
su trayectoria quisiera reflejar ademads unas facetas diferentes que se relacionan
con su vida familiar: primero con su padre en Las Palmas de Gran Canaria,
con su colegio en la playa de Las Canteras. En un hogar convivido y querido,
con sus cuatro hermanos. Posteriormente, crea una nueva familia pero en Ma-
drid. Segiin el Dr. Portolés (5), “se suele decir que detrds de un hombre fa-
moso, existe una mujer laboriosa, inteligente y generosa que se sacrifica. Los
franceses utilizan una expresién que a veces aplican con otro sentido ,”cher-
chez la fewmme”. En nuestro caso es Teresa Castilla Cortdzar, también Dra. en
Farmacia, que ha trabajado con €l en el C.S.1.C. y publicado conjuntamente
varios articulos cientificos, Ella cooperd con €l en su estancia en la Universi-
dad en Cambridge, pero no solo con su labor investigadora, sino que también
es el dngel tutelar de una familia de ocho hijos (desgraciadamente, el mayor de
ellos, David murié de cincer cuando tenia 37 afos; era Dr. en Derecho y pro-
fesor titular de Legislacion farmacéutica en la Universidad de Granada).

Este matrimonio de Teresa y David, es para mi, un prototipo de hogar fe-
liz que se puede aplicar a una definicién de matrimonio que lef v decia que:
el matrimonio es una promesa de envejecer juntos. Deben de tener muchas
anécdotas, pero creo que algunos de ustedes recordaran aquella va hecha pi-
blica en esta Real Academia, del dia de una jornada de trabajo de 12 horas
en el laboratorio del C.S.1.C., y de volver a casa en una motocicleta bajo la
lluvia, al poco tiempo de acostarse tuvieron que salir urgentemente para la
clinica de maternidad, porque Teresa, embarazada y fuera de cuentas, daba a
luz una nina (6).

" Vacante que fue anunciada en BOE ntim.28 del Sébade 1 de febrero de 1997, v votacién ce-
lebrada y ganada por mayoria de votos de los Excmos. Académicos de Némero de esta prestigio-
sa Academia,
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Independientemente de su entorno familiar, siempre se han sabido ro-
dear de buenos amigos que han reconocido las cualidades que les acomparnian
stempre:

a) Sus profundas convicciones religiosas.
b) Sus tenacidades para conseguir los objetivos que se habian fijado en
sus estudios.

¢} Sus fortalezas de espiritu frente a la adversidad.

d) Sus grandes capacidades para ganarse el respeto y la amistad de sus
companeros.

Prueba de lo relatado es la anécdota que se ha narrado de él: “Durante su
estancia cn Barcelona, para completar su formacién ingresé como ayudante del
laboratorio de analisis del Departamento de la Catedra de Medicina Interna
del Prof. Dr. Soriano, en la Facultad de Medicina. Después de tres afos de tra-
bajar alld, un dia tuvo la mala suerte de pipetear un hemocultivo para proce-
der a seriarlo e iniciar las pruebas de identificacién de germen aislado. Se dis-
ponia de material defectuoso para realizar estas fases y le salto una goticula
que, a pesar de proceder a su neutralizacién, se trataba de una bacteria muy
virulenta que le causé una fiebre tifoidea experimental muy grave. Tuvo que
ser internado durante un mes en el Hospital de infecciosos de Barcelona. Le-
jos de su familia (que vivia en Canarias), siempre contd con el apoyo de sus
compaiieros y amigos, que le ayudaron y acompafaron permanentemente en
los momentos de mayor gravedad y ademis, con gran esfuerzo econémico le
conseguian el primer cloranfenicol que llegaba de contrabando al puerto de
Barcelona, hasta que su familia se enterd y vinieron a ayudarle, acompanarle y
llevarle a casa. David, también entonces puso por su parte su profunda fe re-
ligiosa, y su entereza y fortaleza de espiritu (5).

En el ano 1997, diversas sociedades cientificas, sus companeros y amigos le
ofrecieron un merecido homenaje con motivo de su jubilacion oficial, que se
celebré en esta Real Academia de Farmacia, el 12 de febrero. Intervinieron D.
Eduardo Rodriguez Rovira, D. Antonio Portolés Alonso y D. Lluis Salleras y
Sanmarti. El homenajeado pronuncio una conferencia sobre “Investigacion y
Perspectivas de las Vacunas™ (6 y 7).

Tengo la impresién de que David Martin Hernandez pasard a la Historia
de la Farmacia Espanola como un prestigioso farmacéutico, un gran profesio-
nal e investigador, que desempené diversos cargos directivos en la industria far-
macéutica, académico de esta Real Academia , especializado en inmunologia
aplicada a las vacunaciones, con una gran inquictud en promover la utilizacién
de estos agentes de la medicina preventiva para evitar el sufrimiento intuil de
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numerosas enfermedades infecciosas, encuadrandose y aumentando ¢l ndmero
de profesionales espaioles que, a través de los siglos XVIII, XIX y XX, han
destacado en este campo de la inmunologia aplicada.

% &

En Espafia, aunque con cierta oposicién, se aprobé la Real Orden de 20
de noviembre de 1798 que dispuso que “en todos los hospitales, casas de expo-
sitos, casas de misericordia y en todas las instituciones que dependen de la Real
munificencia, se ponga en prictica el método de inoculacion antiviruela, a fin de
que puedan disminuirse los desastres que causa esta calamidad’.

Téngase en cuenta los estragos que ocasionaba la enfermedad de la virue-
la, cuando se calculé que en el siglo XVIIT murieron 60 millones de personas
por esta infeccién en todo el Mundo.

Sabemos mucho por la historia de las ciencias, que la vacunacién tiene sus
raices en la antigua China (2). Durante los afios 1692 a 1700, J Lister, que tra-
bajaba entonces en China, escribi6 e informé a sus colegas ingleses. Sin em-
bargo, la difusién de las vacunas como agentes preventivos se deben a las ob-
servaciones y estudios de Eduardo Jenner, hijo del vicario de Berkeley, pueblo
del Condado de Gloucestershire (Inglaterra), donde nacié el dia 17 de mayo
de 1749, y donde ejercié la medicina y murié.

Era una creencia popular que la infeccién sufrida por los granjeros, orde-
fiadores y lecheros por contagio de las vacas, proceso denominado viruela bo-
vina {cow-pox), enfermedad siempre benigna en estos casos, era capaz de pro-
porcionar una eficaz defensa contra la virnela humana (small-pox). Las vacas
padecian una enfermedad pastulas en las mamas, la viruela bovina, que conta-
giaba a los ordefiadores, a quienes se les manifestaba una sintomatologia dér-
mica similar. Unas pustulas recubiertas por costras, acompaitada de fiebre li-
gera y malestar generalizado sin complicaciones.

Estos ordefiadores que habian sufrido el contagio de la viruela bovina, no
padecian la enfermedad humana cuando se presentaba en forma de epidemia
en sus localidades, pero si que afectaba a sus familiares, y a otras personas que,
aunque trabajaban con animales, no se dedicaban a ordefiar. Era evidente que
los ordefiadores de las vacas, habian contraido una enfermedad profectora por
contacto con dichos animales. Esta es la razon de que a estos agentes protec-
tores se les lamara vacunas, por las cuales eran respetados por el virus de la
viruela, es decir, quedaban inmunizados.

Antes de Jenner, otros cientificos tales como Jobst Bose (1769), Benjamin
Jesty (1774) y Jensen y Prett (1791), realizaron observaciones aisladas, y prac-
ticas que abandonaron mas tarde porque se les presentaron reacciones graves.

148



Jenner, por el contrario, realizd una experimentacién sistemdtica, indu-
ciendo una ligera enfermedad, para proteger y evitar el sufrimiento de una en-
fermedad grave. Por ello pasé a la Historia, junto con Sara Nelmes, la orde-
fiadora infectada por las vacas, y de quien el 14 de mayo de 1796, Jenner cogié
parte del contenido (linfa) de una pustula de una de las manos de esa sefiora
con viruela bovina, y la inyectd, por via intracutanea haciéndole dos pequenas
incisiones, en el brazo derecho del nifio James Phipps. De esta forma, Jenner
experimentd con él nifio, comprobando que estaba inmunizado al inyectarle
con posterioridad linfa de una pistula de un individuo que sufria esta enfer-
medad humana, y viendo que el nifio ya no la podia padecer

En Espana, en el siglo XVIII fueron varios los que se ocuparon del pro-
blema de la viruela : En 1730, José Sanchez de Caseda trabajé en la inocula-
cién de la vacuna en Alcarria-Jidraque; En 1757 Andrés Piquer publicé el
“Dictamen del Tribunal del Real Protomedicato sobre inoculacién de viruelas”;
En 1765 Antonio Capdevila se ocupé de la inoculacion en Tobarra, y escribié
la “Disertacién de la inoculacién de las viruelas: En 1768, Carlos Manuel Se-
rrano, médico de Majadelrayo, trabajé en la inoculacién y escribié “El mejor
especifico de las viruelas.” También en 1778, se encuentra al primer periédico
espanol que se ocupé de la inoculacién de la vacuna fue “El mercurio histé-
rico y politico”, que en el nimero correspondiente al mes de febrero de 1768,
pagina 139, aludia al método de Sutton.

También en 1768, Francisco Rubio escribié “Disertacién sobre la inocula-
cién de las viruelas”. En 1771 Miguel Gorman y Baria importé de Inglaterra
el genuino método de vacunar. Gorman fue a Londres para aprender de Sut-
ton el método de inocular viruela. El inoculé en Madrid 2 dos hijos, un cria-
do y a un negro del Conde O’Reilly, con el que colaboré como médico militar
en la Expedicién contra Argel, ordenada por Carlos I1i en 1775

En 1784 se publicé en Madrid la “Practica moderna de Inoculacién™.

En Espaiia, durante el Siglo XIX fueron muchos los promotores de las va-
cunaciones: El Dr. Francisco Piguillem y Verdacer, médico al que algunos han
considerado el introductor y apéstol de la vacuna en Esparia, naci6 el ano de
1771,y en noviembre de 1800, comenz6 a vacunar a nifios. En 1801 aparecie-
ron en Espafa los primeros libros sobre la vacunacién Jenneriana, escritos por
Piguillem. En 1821 fue nombrado miembro de la Comisién Central de Vacu-
naciones en Paris, asi como miembro de la Real Academia de Medicina de Bar-
celona (1).

En 1800, la vacuna se distribuyé por toda Espaiia. Existe constancia de que
lo fucra en Aranjuez, Barcelona, Galicia, Guadalajara, Madrid, Navarra, Sego-
via, Tarragona y Pais Vasco. En cada una de los lugares destacaron diversos
profesionales que promovieron la vacunacién.
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El Rey Carlos TV, conocedor del problema sanitario, y por iniciativa de Don
José Antonio Caballero, Ministro de Gracia y Justicia, organizé una expedi-
ci6én sufragada por la Corona, cuyo objetivo era propagar la prictica de la ino-
culacién de la vacuna en las Posesiones espanolas, incluido el Virrcinato del
Perii. La redaccién y ejecucién del Proyecto, fueron encargados al médico y ci-
rujano militar Don Francisco Javier de Balmis y Berenguer (4). Era cirujano
honorario de Camara de Carlos IV, El Proyecto se titulé “Derrotero que debe
seguirse para la propagacion de la vacuna en los dominios de Su Majestad en
Ameérica”,

En junio de 1803, la Junta de Cirujanos de Cdmara constituida por Don
Antonio Gimbernat, Don Leonardo Galli y Don Ignacio Lacaba, dio Ia
aprobacién al Proyecto, y se inicié lo que se denomind Expedicién Filan-
trépica de la Vacuna Antivariélica. Esta expedicion, desde 1803 a 1810, re-
correria mds de 100.000 kilémetros, visitando diversas zonas de Europa,
Asia, Africa, y América, Salvando de una muerte segura 2 muchisimas per-
sonas.

Partié de La Coruna el dia 30 de noviembre de 1803, a bordo de la cor-
beta Maria Pita, a las érdenes de Don Pedro del Barco, teniente de Fragata
de la Real Armada. El equipo médico estaba constituido por Don Francisco
Javier Balmis y Berenguer, acompanado por Don José Salvany Lleopart, como
subdirector cirujano; como médicos ayudantes figuraban Don Manuel Julidn
Grajales, Don Antonio Gutiérrez Robredo y Don Ramén Ochoa. Como prac-
ticantes les acompanaban Don Francisco Pastor Balmis y Don Rafael Lozano
Pérez. Como enfermeros viajaban Don Pedro Ortega, Don Basilio Bolafios,
Don Antonio Pastor y Don Angel Crespo.

Con este equipo de profestonales sanitarios viajaban 22 nifios de la Casa de
Expdsitos de La Coruna. Estos #ifios vacuniferos fueron los que llevarian “de
brazo a brazo,” la vacuna pues, en aquello tiempos, no se podia hacer por otro
procedimiento ni con otros medios. Cada semana se vacunaba a dos de ellos
con linfa procedente de las pustulas de los inoculados la semana anterior.

La expedicion hizo una primera escala en Santa Cruz de Tenerife (del
08/12/1803, al 06/01/1804), a continuacién se dirigié a Puerto Rico
(09/02/1804 al 12/03/1804); después a Caracas (20/03/1804 al 08/04/1804).
Desde el puerto venezolano de La Guaira, la expedicién se dividié en dos sec-
ciones: la dirigida por Salvany, tomé rumbo a la América meridional, cuya la-
bor duré hasta el 21 de julio de 1810, La otra seccién de la expedicion quedé
bajo el mando de Balmis y se dirigié a La Habana y a la peninsula de Yuca-
tan, para seguir el itinerario que comprendié: las Islas Filipinas, Macao, Can-
ton, Santa Elena, y vuelta a Espafa ¢l dia 7 de septiembre de 1806. En 1810,
marché al Nuevo Mundo, de donde regresé definitivamente el 15 de febrero
de 1813, y en el afio de 1819, moria Balmis.
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Como complemento de la labor de Balmis y Salvany, en el Perq, las pri-
meras vacunaciones preventivas fueron realizadas por Pedro Belorno, médico
del apostadero de Callao (23 de octubre de 1905).

La labor que realizaron Balmis y sus compafieros fue transcendental, al pro-
pagar la vacuna por dichos territorios en una gesta lena de peligros vy contra-
tiempos en los afios finales del siglo XVIII y comienzos del XIX, prestando un
buen servicio a la Humanidad, demostrando que estaban dotados de un alma
generosa y de un profundo sentimiento al bien de la Patria, difundiendo por
todo el mundo el buen nombre de Espana.

Como dijo Javier Mazana (4): “Seria prélijo el referirnos a la cronologia
exacta de las distintas expediciones complementarias o secundarias que, por
razones logisticas tuvieron lugar en aquel entonces, asi como los detalles acer-
ca del numero de inoculados, los centros sanitarios y toda la infraestructura
creada para dicho fin”. Habria que consultar estudios mds o menos pormeno-
rizados de los especialistas en el tema: Ricardo Archila, Julio del Castillo v
Domper, S.ECook, Gonzalo Diaz de Yraola, Francisco Fernandez del Casti-
llo, Juan Bautista Lastres y Anibal Ruiz Moreno. Pero yo creo que los datos
que hemos expuesto, reflejan con claridad la magnifica contribucién espafiola
a la historia de la profilaxis antivariélica. Pienso que ni Jenner, ni Piguillem, ni
Balmis ni otros promotores de la vacunacién antivaridlica, sospecharian nunca
que se originaria alguna vez, vacunas para prevenir tantas enfermedades infec-
ciosas, como existen en la actualidad, y las que la investigacién promete ofre-
cer en el futuro.

Otros ejemplos de virus patdgenos en animales, como ¢l virus vaccinia, que
no lo son para el hombre pero que poseen la propiedad de desarrollar inmu-
nizaciones humanas, se encuentran en los virus de la influenza (aviar) y en los
rotavirus (bovino y rhesus).

Posteriormente a los estudios de Jenner y ain en el siglo XIX, Pasteur,
Chamberland y Roux iniciaron sus trabajos sobre la atenuacion de patdgenos
conservando la accién inmunizante, logrando una vacuna contra el carbunco
(1881). Afios mas tarde (1884), J. Ferrdn, otro espanol preparé la vacuna ate-
nuada contra el colera. En 1885 Pasteur y Roux trabajaron con virus atenuados
obteniendo la vacuna antirrabica. En 1896, siguiendo el método de inactivacién
de bacterias patégenas conservando la accién inmunizante, Kolle obtuvo la va-
cuna contra el célera y Pfeiffer y Wright la vacuna contra la ficbre tifoidea.

En Espana, como en el resto del Mundo, en el siglo XX se continué con las
campafias de vacunacién contra la viruela. Se realizé un esfuerzo internacional
sin precedentes, coordinado por la Organizacion Mundial de la Salud (1), ini-
ciando en 1967 el “Programa intensivo de erradicacién de la viruela” con una
vacuna activa y equipos sanitarios especializados. Diez afios mds tarde
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(26/10/1997), se registré en Somalia meridional el dltimo caso de viruela endé-
mica en el Mundo: Ali Maou Moralin, de 23 afios, cocinero del Hospital de Ia
ciudad de Merka, que se habia contagiado catorce dias antes por dos enfermos
ingresados en dicho centro sanitario (1). Sin embargo, el 11 de agosto de 1978,
la doctora Janet Parker del laboratorio de virologia de Birmingham enfermaba
de la viruela y moria*después de contagiar a su madre Helen-Witcomb (1).

A finales de 1979, la “Comisién Internacional para la erradicacion mundial
de la viruela” certificé su definitiva desaparicion. El 8 de mayo de 1980, la XXX
Asamblea de la Organizacion Mundial de la Salud declaré la viruela oficialmente
erradicada como enfermedad en todo el Mundo. Con ello se culminé la labor
de tantos profesionales y la promesa del Director General de [a O.M.S., que en
1974 habia prometido la desaparicién en breve de la viruela (1).

Hemos querido rescnar y resaltar la labor de Espafia en la Promocién de la
vacuna antivariélica durante los siglos XVIII, XIX y XX; pero después de la va-
cuna antivaridlica surgieron otras “vacunas” que, como procedimicntos médi-
cos han contribuido en este siglo a prevenir enfermedades propias de la infan-
cia, entre las que se pueden citar la primeramente denominada “paralisis
infantil” que posteriormente se extendio a los adultos con ¢l nombre de polio-
melitis (1). En Madrid, en los afios 1957 y 1958 hubo una epidemia que nos
afectd a varias personas mayores, algunas de las cuales murieron por haberles
afectado a los pulmones. A mf me aparecieron los sintomas el 28 de diciembre
de 1957, dia de los Santos Inocentes, a mis 39 anos de edad. Gracias al descu-
brimiento, en 1949, de Ender, Wellwe y Robins de que el virus de la poliome-
litis se puede propagar en cultivos de células no humanas ni de monos, poste-
riormente se elabord la vacuna antipoliomelitica inactivada de Salk con los tres
serotipos mds patogénicos del polivirus {1953). En las fechas de la citada epi-
demia todavia no se habia empezado a utilizar para adultos esta vacuna.

Otras de las vacunas de las que disponemos a finales del siglo XX son [a
de la tuberculosis (B.C.G. 1927), la de la fiebre amarilla (1937), la de menin-
gitis (de virus inactivados o muertos), difteria, sarampién, rubéola, parotiditis,
tosferina, hepatitis A y B, antitetanica, antigripal, ...

Pero en el siglo XX, en Espana se pueden citar varios acontecimientos entre
los que podemos citar [a introduccién por primera vez en nuestro pafs en el

calendario vacunal de 1980 de la vacunacién triple virica, en lo que intervino
David Martin.

Nuestro nuevo académico fue ademids el promotor de la puesta en marcha
de la vacunacién universal contra la hepatitis B de [a poblacién infantil en Es-
pafia y en el Norte de Italia (7). Colaboré con los doctores Salleras, Esteban y
Bruguera en los estudios seroepidemiolégicos en los grupos de riesgo y en la
poblacién general para demostrar la inmunogenicidad, eficacia y tolerancia de
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la vacuna antihepatitis B obtenida por recombinacién genética, demostrando
que la infeccién por el virus de la hepatitis B se adquiere principalmente du-
rante la adolescencia y edad adulta joven (7).

Actualmente, la industria farmacéutica, asi como muchos centros de in-
vestigacion institucionales en todo el Mundo, prosiguen con su labor inte-
lectual, cientifica silenciosa, persistente en este maravilloso mundo de la In-
munologia,
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