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Consigna:
Obtener anticuerpos anti- cdndidas

- Conceptos generales de Antigenos-
Inmunizacion

- Inmunizacion con Candida Albicans
- Casos clinicos



- ¢Inmunizacion?

» ¢Antigeno- inmundgeno- hapteno?



CONCEPTO DE ANTIGENO
INMUNOGENO Y HAPTENO

1. ANTIGENO:
Sustancia reconocida por el sistema inmune (BCR y TCR
/ Ac). Antigenicidad: capacidad de combinarse de
forma especifica con estos elementos especificos del
sistema inmune

2. INMUNOGENO:
Sustancia reconocida por el sistema inmune (BCR y TCR
/ Ac) + induce una respuesta inmune. Inmunogenicidad

3. HAPTENO:
Sustancia reconocida por el sistema inmune INCAPAZ
de inducir una respuesta inmune



¢Qué factores influyen en la
inmunogenicidad?
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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
ANTIGENICIDAD

1.- Estructura bioquimica

Proteinas ricas en tirosina

Proteinas
LipidOS (se presentan en moléculas CD1)

Acidos nucleicos

Inmunagenicida’

Sustancias inorganicas
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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
ANTIGENICIDAD

2.- Peso molecular (Pm)

Relacion directa entre el tamano de una
macromolécula y su inmunogenicidad

Pm (Da)
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5 000 Inmundgenos débiles E
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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
ANTIGENICIDAD

3.- Composicion y complejidad quimica

Relacion directa entre la complejidad de
una macromolécula y su inmunogenicidad

Copolimeros compuestos

T Inmunogenicidad

homopolimeros sintéticos

I Inmunogenicidad
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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
ANTIGENICIDAD

4.- Dosis de inmundgeno
10°
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Tolerancia de zona baja
Tolerancia de zona alta

Respuesta de anticuerpos
(unidades arbitrarias)

110" 10 10" 10* 0° 10° 107 10’
Dosis de antigeno administrada
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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
ANTIGENICIDAD

5.- Via de administracion

A Via parenteral no i.v.

Subcutdnea
Intradérmica
Intramuscular

Via oral

Inmunogenicida

Via intravenosa
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FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
ANTIGENICIDAD

6.- Numero de contactos
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Tiempo tras la inmunizacion (semanas) Tiempo tras la inmunizacidn (semanas)
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¢Qué es un adyuvante?

Son sustancias o preparados quimicos que, incorporados al
antigeno o inyectados simultdneamente con él, hacen mas
efectiva la respuesta inmune.

Con su empleo se lo?ra una economia de antigeno y de tiempo, asi
como un mayor nivel de anticuerpos especifico

Mecanismo de accion:
- crear un reservorio o depdsito del antigeno de larga vida.

- activar o estimular los macréfagos; éstos cuando son activados
estimulan la respuesta inmune por un incremento de la cantidad
de antigeno expresado en la membrana celular y de la eficiencia
de su presentacion a los linfocitos. El macrofago también libera
factores solubles estimulantes, que amplificanla proliferacion de
los linfocitos.



Adyuvantes emulsiones usados en inmunologia
experimental

Completo de Freund ||- Respuesta de Ac y C.T. Muy téxico
Incompleto de Freund ||~ Respuesta humoral

Elevada eficacia, amplio espectro de
aplicacion, facil manipulacion y
disponibilidad comercial.

El adyuvante completo de Freud
(FCAS

Produccion de antisueros en animales
cantidades limitadas de antigenos
presentan una baja inmunogenicidad.
Toxicidad

En la investigacion pueden utilizarse,
ademds,

los compuestos de aluminio
"Syntex-1" (SAF-1): treonil andlogo
del dipéptido muramico,

polimeros no idnicos en bloque (NBP)
saponinas,
bromuro de dimetil dioctadecil



FACTORES QUE INFLUYEN EN LA
ANTIGENICIDAD

7.- Administracion de adyuvantes
Potencian la inmunogenicidad del antigeno

Mecanismo de accion

Prolonga la " Proliferacion

Adyuvante persistencia ;.:eﬁnl “o Formacion inespecifica de
estimuladora  granulomas : e
del Ag linfocitos
Coadyuvante incompleto de Freund + + + -
Coadyuvante completo de Freund + ++ ++ -
Sulfato potdsico de aluminio + ? + -
Mycobacterium Tuberculosis - ? + -
Bordetella Pertussis - ? - +
Lipopolisacdrido bacteriano (LPS) - + - +

Polinucledtidos sintéticos - ? - +
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8.- Factores dependientes del huésped

FACTORES QUE INFLUYEN EN LA

ANTIGENICIDAD

El genotipo del individuo inmunizado influye
en el tipo y grado de respuesta inmune

Individuo A

HLA-B78 . HLA-Cw3
= = =
- Hl

HLA-Cw7

HLA-A1

.I
HLA-A11

|MOLECULAS HLA

HLA-BT

HLA-AZ

Individuo B

HLA-B51 . HLA-Cw7
-
- R

HLA- Cwl

7
HLA-AZ8

HLA-B27




¢Otras caracteristicas del
antigeno considera importante

tener en cuenta?
- ¢ Extraho?

» ¢ NUmero de epitopes del antigeno?
+ ¢ Respuesta que genera?



CONCEPTO DE EPiTOPp
O DETERMINANTE ANTIGENICO

Sitio concreto de un antigeno que se une

especificamente a un TCR / BCR o Ac

Un antigeno (o un inmundgeno) puede tener varios
epitopos o determinantes antigénicos, cada uno de los
cuales es reconocido de forma especifica por un
receptor concreto (TCR o BCR) / Ac.




¢ Considera relevante saber si el
determinante antigénico tiene una
secuencia lineal o conformacional?



C-terminus

“conformational” :

binding site
(level 2)
. “discontinuous”
. binding site
“linear” ﬂﬂm 3j
binding site ;57

flevel 1)

MN-terminus



‘CLASIFICACION DE LOS ANTieENos\

Ag secuenciales

Molécula presentadora
de antigeno (HLA)
'-'.%Ill

Linfocito T % ——




CLASIFICACION DE LOS ANTIGENOS

Ag conformacionales

Tipos de Ag conformacionales:

Linfocito B -Continuos
-Discontinuos




TIPOS “"ESPECIALES" DE
ANTIGENOS

Antigenos multivalentes o repetitivos

Antigeno multivalente o
repetitivo

® Antigeno comdn




TIPOS "ESPECIALES" DE

Antigeno comin

ANTIGENOS

Superantigenos

CPA I

HLA-I | =«

Péptido
comun =

TCR

CelulaT

Célula presentadora
de antlgenﬂ

Celula presentadora
de antigeno

&

Bacteriano

1 i|
MHC de @@
clase ll
q

TCR Virico
o 3

Celula T

CelulaT




Factores que influencian la inmunogenicidad de una proteina

Parametro Inmunog.incrementada Inmunog. disminuida

Tamatio Grande Pequefiio

Dosis Intermedia Alta o baja

Ruta SC > IP>IV - Mucosa

Composicidn Compleja Simple

Forma Particulado Soluble

Similaridad a lo

propio Mdltiples dif. Pocas dif.

Adyuvantes { Lib. lenta Lib. rdpida
Presencia de bact. Ausencia de bact.

Interaction con

MHC del huesped Efectiva No efectiva



¢ Como es la respuesta inmune
que genero?

Inmunomodulacion?

Prevencion o Tratamiento?
Especifica o inespecifica?
Respuesta primaria o secundaria?
Generar memoria o ho?

Humoral y o celular?



¢Qué animales pueden utilizar
para inmunizar?

a) Silo que buscan obtener es
anticuerpos anti-candidas para
administrar el suero a un individuo.

b) En el caso de querer obtener
anticuerpos anti- cdndidas para uso en
diagnastico.



¢Inmunizacion de gallinas?

IgG de
la sangre

Owviducto

IgA sacralada de
manara local

lgAh an la albimina @

=ingerida por el IgG en la yema

iy g
E - tarrants sanguingo

La trasferencia de la IgY al
huevo ocurre en los foliculos
ovaricos. En las membranas
de los ovocitos de las de las
gallinas existen receptores
especificos que captan
activamente las Ig
presentes en el suero. Esto
E‘ermi‘re que en la yema del

uevo, la concentracion de
Igiy alcance niveles similares
a los del suero.



Ventajas:

Bienestar animal: la extraccion de los anticuerpos del animal se
realiza de una manera no invasiva, minimizando el sufrimiento del
animal, asi como también permite la reduccidon en el nimero de
animales necesarios para obtener una cantidad de anticuerpos
determinada.

Cientificas: permite el uso de estas inmunoglobulinas en
sistemas de investigacion y diagndstico, permitiendo la obtencion
de anticuerpos contra antigenos mamiferos muy conservados
filogenéticamente.

Economicas: reduccion de costos en la produccién de anticuerpos
policlonales, ya que la cantidad de inmunoglobulinas que pueden
obtenerse a partir de la yema de huevo de las aves es similar a la
producida por animales grandes, mientras que el costo de
mantenimiento de una gallina es similar al de un animal pequefio.



Analice e Indique:
Via de inoculacion seleccionada. Justifigue
Esquema de inmunizacion. Justifique.

Forma de inmunizacidn. ¢ En que casos
utilizaria adyuvante? Justifique.



Raton Rata Cobayo Conejo
Oral 0,5-1ml 1-2ml 1-2ml 5-7ml
/sonda gastrica
ID 0,1ml piel 0,1ml 0,1ml 0,1ml
lomo
SC 0,5- 1ml piel 1-5ml 1-2ml 1-5ml
laxa lomo
1P Iml lateral Sml 10ml 20ml
abdomen
M 0,05ml muslo 0,1ml 0,1ml 0,2ml
posterior
v 0,2ml vena 0,5ml 0,5ml vena 0,5ml vena
lateral cola metatarsiana marginal de la
oreja
Extraccion de | 0,3ml venade | 0,3ml Sml Vena de 15ml vena
sangre la cola- seno la oreja- vena | marginal de la
orbital- metatarsiana oreja
puncion

cardiaca







Otras consideraciones.....

a) Es importante la edad del animal. Justifique.

b) Si trabajamos con un animal prefado ¢Podemos
recuperar los anticuerpos deseados del liquido
anmiotico? Justifique

c) Silo amamanta ¢Puedo obtener anticuerpos del
recién nacido? Justifique

d) Modificaria esto la conducta de una inmunizacion



¢Las Igs producidas atraviesan
placenta?

- Vaca, cabra , cerdo y caballo mayor
permeabilidad en el intestino: se absorben los
Ac del calostro pero no atraviesan la placenta.

* Hombre, mono y cobayo atraviesan la placenta
pero ho se absorben en intestino los
anticuerpos de la leche.

* Los anticuerpos homdlogos atraviesan placenta
pero no los heterdlogos.



Tnmunizar con Candida Albicans

» Inocular un Conejo por via SC 4-6 veces
cada 15 dias 1ml de antigeno con 1ml de
adyuvante completo- incompleto de
Freund.

» Respuesta humoral con produccion de
IgG de alta afinidad, memoria.

+ ¢Qué antigeno utilizamos?



Inmunizacion con candida
Albicans

a) Si inmuniza con la levadura completa
¢obtiene anticuerpos monoclonales o
policlonales? Ventajas y Desventajas.

b) ¢Y si inmuniza con una proteinay con
un péptido?
c) Enel caso de querer obtener

anticuerpos monoclonales como lo
haria? En que especie? Justifique.



¢Antigeno?

- Levadura

Mezcla de extracto crudo: fdcil de obtener, gran
ndmero de antigenos, dificil de estandarizary
reaccion cruzada ( bacterias y otros hongos).

Antigenos recombinantes: en huesped procariota, fdcil
de estandarizar y se eliminan las reacciones cruzadas.

+ Péptidos sintéticos
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¢Levadura completa?

* Microorganismo entero muerto por calor,
acetona, formol, etanol.

* A partir de cultivos en medios enriquecidos,
se selecciona la colonia y se transfiere a caldo
enriquecido, se incuba 6-8hs a 37°Cy se
calienta a 100°C 2hs.

 Preservar con 0,5ml de formol al 10%

- Constatar viabilidad?



¢Concentracion del inoculo?

» Concentracion 10° /ml ¢Cémo ajusto la
concentracion?

- Tubo 3 del nefelometro de Mac Farland
(O,3m| CIBa 1%+ 9,7m| H254A|10/o)

* Leer a 660nm (previamente una curva
(Abs. 700 correlaciona con 10000000)

- Contar en camara de heuvaber.



¢ Antigeno purificado"\i%&ﬁ%\? g

Pared celular de C. ! /1
albicans:

-quitina N-
acetilglucosamina (rojo)
(componente fibrilar)
‘R-1,3-D-glucano
(verde)
‘B-1,6-D-glucano (azul)
‘mananos (D-manosa)
(negro)

‘proteinas (naranja)

/

SN SN
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C. albicans yeasts C. albicans hyphae
A. fumigatus conidia A. fumigatus hyphae
PAMP-TLR -
: Zymosan B-gl
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Yeast Cell Wall mmﬂmmm
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c:';‘t,? i'v.f?l;f h'#" ﬁ"!f'lb* « Production of pro-inflammatory cytokines

» Production of IL-12 by dendritic calls
i, - = Induction of respiratory burst and degranulation
Mannoprotein T helper 1 (T 1)-cel diferentiation

|~ P-Glucan
1= p-Glucan + Chitin
Jh Mannoprotein

Nature Reviews | Immunoclogy

Nature Reviews Immunology 4, 11-24 (January 2004)

The yeast cell wall is made of ~25% helical B(1-3) and (3(1-6)-D-
glucans and ~25% oligo-mannans, ~20 % protein, ~10% lipids,
and some chitin. The protein component exists predominantly
as a mannoprotein complex. Covalent linkages are reported to
exist as B(1-4)-linkages between the reducing ends of chitin and
the nonreducing end of b(1-3)-glucans as well as among
glycoproteins, 3(1-6)-glucans, and (1-3)-glucans.

I J— Membrane
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¢levadura?

» Colonizacién comensal de la sup de
mucosas. Individuos normales tienen
anticuerpos. Falsos positivos

» Infecciones oportunistas en
inmunocomprometidos baja produccidn
de anticuerpos. Falsos negativos



H. UNICELULAR
(levadura)




Adhesins

Hydrolytic enzymes
Hypha formation
Phenotypic switching
Molecular mimicry?

Stage 1: Colonization
Epithelial adhesion

Nutrient acquisition

Stage 2: Superficial infection
Epithelial penetration
Degradation of host proteins

Hydrolytic enzymes
Hypha formation

Hydrolytic enzymes
Hypha formation
Host mimicry?
Immunomodulators?

Stage 3: Deep-seated infection
Tissue penetration

Vascular invasion

Immune evasion or escape

Adhesins

Hydrolytic enzymes
Hypha formation
Phenotypic switching?
Antioxidants?
Immunomodulators?

Stage 4: Disseminated infection
Endothelial adhesion

Infection of other host tissues
Activation of coagulation and
blood clotting cascades




Invasion: enzimas y proteinas de
adhesiodn

» Penetracion: secresion de enzimas hidroliticas
como SAPs ( proteasa), Plbs (fosfolipasa), Lips
(lipasa) que digieren la sup. epitelial

» Endocitosis por cél. Epitelial ( Als3 . Proteina
de adhesion anclada a GPT)

induced endocytosis active penetration




Antigenos especificos
de la forma hifal

 La transformacion a la forma hifal es un factor de

virulencia, asociado con una fase invasiva:

* Hyrl; proteina reguladora hifal glicoproteina de la
pared del tubo germinal

+ Ecel: proteina de elongacion de la célula

+ Als3: glicoproteina de la pared celular similar a
aglutinina implicada en la adhesidn a la superficie del
hdesped

* Hwpl: glicoproteina expresada en la superficie de la
pared hifal relacionada con la adherencia y factor de
virulencia



Enzimas

» Enolasa: enzima glicolitica inmunodominante
presente en el citoplasma y en la pared
interna de Candida Albicans en ambas formas.

* Proteinasa aspartil secretada: Pt secretadas
por Candida sp. Considerada un antigeno
inmunodominante y factor de virulencia
asociado con adherencia e invasidon a tejidos y
diseminacion.



¢Como los obtengo?

» Antigeno purificado

* Proteina recombinante
» Péptido sintético



Fuentes naturales de proteinas
Bajos rendimientos
Impurezas

Técnicas de ADN recombinante

Permiten la sintesis y la expresién auténoma, en un
huesped determinado, de un hibrido formado por la
combinacion de moléculas de ADN de origenes
diferentes

!

Proteina heterdloga



Estrategia para la obtencion
de una Proteina Heterdloga

> Clonado

> Sistema de Expresion

Estabilidad

-Solubilidad

- Tamano

*Modificaciones Post-traduccionales

> Aplicaciones

*Antigeno (alta cc, fdcil purificacion)
*Estudio de la funcion bioldgica
(mantener la actividad)

‘Estudios estructurales (solubilidad)

O rOmosoma
pUCArIGBLCD

Vector de /7 —,
clopacion |\
(plasmido) ™

rotur Cod
endonucleass
i PESLACTInn )

l

Vector
-}_, ¥ recombinante

rodura con endonucieasa
de resiAcoion, Separacton
de los ragmenlos

transformacior

{0 infeccion '-m:*af.l
de la célula
hacteriana hoesped




1-

Aspectos Técnicos

Seleccion del ADN de interés

Ddnde buscarlo ?

Qué expresamos ?

Cudnto necesitamos ?
Seleccion del vector

Expresion en eucariotas

Expresidn en procariotas
Digestion, Ligacion del vector y del inserto y
transformacion

Clonado y Expresion de la proteing . |
Plegamiento de la prote

Purificacion
Deteccion (SDS-PAGE)
Confirmacion de identidad (WB/secuencia de ADN)



1- Seleccion del ADN de interés

Conocida > cADNT—> PCR
(Gene Bank) 17
% Desconocida Arvenicidad (Ac)

(DNA library) Actividad Bioldgica
(display en"fago)

Qué porcion del gen vamos a expresar ?
Inserto——> Compatible con el

ﬁ del vector
% Proteiri——> Entre 20- 100 kDa

Tener en cuenta:
hidrofilicidad/hidrofobicidad
presencia de péptido sefal
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Source Antigen

pH-regulated antigen PRAL precursor
pH-regulated antigen PRA1 precursor
pH-regulated antigen PRAL precursor

Aureobasidin A resistance protein
homolog

pH-regulated antigen PRAL precursor
pH-regulated antigen PRA1 precursor
secreted aspartic proteinase 2
aspartic proteinase

pH-regulated antigen PRA1 precursor
heat shock protein 90

pillin

pH-regulated antigen PRA1 precursor

Source Organism

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans

Candida albicans

Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Candida albicans
Pseudomonas aeruginosa
Candida albicans
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A base de péptidos sintéticos no progresan:

“» no son tan inmundgenos como las proteinas

 facilidad para sintetizar proteinas recombinantes o
de alta pureza

< dificultad para incluir los epitopes
inmunodominantes



