Adyuvantes vacunales: estado actual y nuevas tendencias
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RESUMEN

En general, los antigenos solubles puros, recombinantes o sintéticos han resultado seguros, pero con una menor
inmunogenicidad en comparacién con aquellos del organismo de origen. Es por eso que la busqueda de adyuvantes
nuevos y atéxicos, asi como el desarrollo de nuevos sistemas de envio de antigenos, son necesidades de la
investigacion en el campo de las vacunas. El desarrollo de vacunas efectivas contra la gran cantidad de patégenos
que permanecen en las superficies mucosales o que tienen en ellas su puerta de entrada, requiere adyuvantes
que potencien respuestas locales. Otras razones econémicas y logisticas apoyan el desarrollo de adyuvantes para
las vacunas mucosales. En la actualidad, existe un nOmero creciente de reportes sobre el uso de diferentes
adyuvantes y sobre estrategias de adyuvacion para vacunas basadas en la inoculacién de ADN, lo que incre-
menta sus potencialidades profilécticas y terapéuticas. Los adyuvantes también se han utilizado como elementos
indispensables en las estrategias novedosas de vacunacién contra enfermedades alérgicas, autoinmunes y contra
el cancer, lo que, sin dudas, abre nuevas posibilidades en el desarrollo de vacunas.
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ABSTRACT

Vaccine adjuvants: current state and new trends. In general, the pure soluble, recombinant or synthetic
antigens have resulted safe, but less immunogenic than those in the organism of origin. Thus, the search for new
and non-toxic adjuvants and immunostimulants, as well as the development of new antigen delivery systems, is
one of the first lines of current investigation in the field of vaccines. Adjuvants that enhance local responses are
required for the development of effective vaccines against most pathogens infecting mucosae, and also against
those having a door of entry in mucosae. Other economic and logistic reasons have also encouraged the development
of such adjuvants. A lot of adjuvant strategies for enhancing the immune response against DNA-based vaccines
have recently been reported, which increases the potential in the design of prophylactic and therapeutic vaccines.
Adjuvants have also been used as main elements in novel vaccine strategies against cancer, allergies and autoimmune
diseases, opening new possibilities for the development of vaccines.

Introduccién

Lameta principal de la vacunacién contra enfermeda-
des infecciosas, es € establecimiento de una resisten-
ciadelargaduracién contralainfeccion luego deunao
pocas inmunizaciones. En el caso de las vacunas vivas
atenuadas como las que se emplean contra la varicela
y la poliomiditis, esta meta se ha acanzado con éxito,
mientras que las vacunas que contienen microorganis-
mos inactivados o sus subunidades son menos
inmunogénicas y, con frecuencia, se administran con
un adyuvante [1].

Los adyuvantes son sustancias o procedimientos
que aceleran, prolongan o potencian la respuesta in-
mune especifica contra los antigenos inoculados. La
palabra adyuvante proviene del latin adjuvare, que
significa ayudar, asistir [2].

Los adyuvantes inmunol 6gicos se comenzaron a
desarrollar a partir de la segunda década del siglo xx,
cuando Ramon y colaboradores observaron que los
caballos que desarrollaban abscesos en e sitio de in-
yeccion del toxoide diftérico, generaban mayores titu-
los de anticuerpos especificos que aquellos que no los
tenian. Posteriormente, se reportd que los abscesos
generados por lainyeccion de sustancias extrafias jun-
to con el toxoide, aumentaban la respuesta antitoxina
en caballos [3, 4].
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En 1926, Glenny demostr6 la actividad adyuvante
de los compuestos de aluminio mediante el uso de una
vacuna de toxoide diftérico precipitado en alimina
[5]. En la actualidad, los adyuvantes de aluminio
(fosfato e hidréxido de aluminio) contindian siendo los
adyuvantes inmunol 6gicos méas ampliamente usados
y los dnicos presentes en las vacunas licenciadas en
los Estados Unidos [6].

En 1936, Freund desarroll6 una emulsién de agua
en aceite mineral que contiene micobacterias muertas,
lo que actualmente se conoce como adyuvante com-
pleto de Freund (ACF) [7]. EI ACF es uno de los
adyuvantes més poderosos, pero es muy reactogénico
paraser usado con fines clinicos. Aun asi, el adyuvante
incompleto de Freund (AlF) —la emulsion sin la adi-
cién de lamicobacteria muerta— ha sido empleado en
formulaciones vacunales en humanos [8].

En 1956, Johnson demostré la actividad adyuvante
de la endotoxina lipopolisacaridica (LPS) proveniente
de una bacteria gramnegativa [9]. Estos estudios son
la base del uso actual del LPS detoxificado o de sus
componentes como candidatos de adyuvantes para
uso en humanos [10].

En 1974, Lederer y colaboradores identificaron el
muramildipéptido (MDP) como un componente con
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actividad adyuvante de la micobacteria presente en el
ACF [11]. Mas recientemente, otros compuestos de
origen bacteriano han sido identificados y caracteriza-
dos, y se ha comprobado su funcién inmunomodula-
dora e inmunopotenciadora como parte del ACF [12].

Se conoce que cientos de compuestos naturales y
sintéticos poseen actividad adyuvante. Estos adyuvan-
tes, que pueden ser usados para adicionar o reemplazar
ala aumina en vacunas humanas, han estado en desa-
rrollo y evaluacion preclinica durante décadas. Varios
de ellos han demostrado ser més efectivos que la a imi-
nay potencian respuestas inmunes mediadas por
anticuerpos, asi como respuestas celulares intensas [2].

En la actualidad, se consolidan estrategias més ra-
cionales en e disefio de vacunas. Estas requieren la
identificacion de epitopos apropiados y el desarrollo
de formulaciones que permitan generar una respuesta
inmune protectora con esos epitopos. La funcion de
los adyuvantes inmunoldgicos en € disefio racional de
vacunas, es dirigir y optimizar respuestas inmunes
apropiadas hacia epitopos vacunales protectores [2].

Este trabajo de revision intenta abordar €l estado
actual de desarrollo y los principales resultados obte-
nidos con los adyuvantes, a partir de las ventgjas que
proporcionan y de su seleccién sobre la base de sus
propiedades fisicoquimicas, inmunolégicas y toxico-
l6gicas. Se mencionan, ademés, las tendencias en €
desarrollo de adyuvantes que vislumbran nuevos cam-
pos en la investigacion sobre vacunas.

Adyuvantes vacunales

Ventajas de su uso

Entre las ventgjas del uso de adyuvantes se hallan: (i) su
capacidad de potenciar lainmunogenicidad de antigenos
con un grado de pureza elevado o recombinantes; (ii) la
reduccién de la cantidad de antigeno y del nimero de
reinmunizaciones requeridas para proveer una inmuni-
dad protectora; (iii) €l aumento de la eficacia de las
vacunas en los recién nacidos, los ancianos y las perso-
nas inmunocomprometidas, y (iv) permitir el envio
mucosal de vacunas dirigidas aincrementar larespuesta
inmune a nivel de mucosas [13-15].

A diferencia de la presentacion del antigeno en su
entorno microbiano natural, € uso de adyuvantes per-
mite una forma menos téxicay méas segura de inocula-
cion. Su utilizacién desborda el universo delasvacunas
preventivas y se introduce en las formulaciones vacu-
nales con objetivos terapéuticos [16].

Seleccién

Entre los factores involucrados en la seleccion de un
adyuvante se encuentran: el tipo de respuesta deseada
0 que se quiere evitar, la especie vacunada, la ruta de
administracién y los efectos colaterales inducidos por
el adyuvante [17, 18].

La disponibilidad clinica de adyuvantes adecua-
dos, seguros y efectivos es decisiva en €l desarrollo
de las nuevas vacunas. De forma ideal, los adyuvan-
tes deben ser materiales baratos, no téxicos y poco
inmunogénicos. Ademés, deben ser estables, biode-
gradables y, preferiblemente, deben promover inmu-
nidad tanto humoral como mediada por células, en
dependencia del requerimiento de proteccion del pa-
tégeno [19].
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La generacion de una respuesta inmune protectora
a nivel de mucosas, es de gran interés para quienes
estudian las enfermedades que afectan las mucosas o
quetienen en ellas su puerta de entrada. Existen dife-
rencias en la efectividad de los adyuvantes por las
diferentes rutas, debido a que las vias mucosales tie-
nen caracteristicas fisioldgicas que las diferencian en-
tresi y delasrutas sistémicas. De ahi que el desarrollo
de vectores, sistemas de envio de antigenos y otros
compuestos con actividad adyuvante tiene en cuenta
las caracteristicas de la ruta por la cual ha de ser
inoculado [20].

Seguridad

Los beneficios de la incorporacion de adyuvantes en
formulaciones vacunales para potenciar su inmuno-
genicidad, deben ser sopesados con €l riesgo de reac-
ciones adversas que estos compuestos pueden
inducir [21, 22].

El marcado efecto inmunopotenciador de la mayo-
ria de los adyuvantes esta relacionado directamente
con su toxicidad. La introduccion de adyuvantes po-
tentes en los ensayos clinicos, comenzd en relacion
con las vacunas preventivas y terapéuticas en las que
los adyuvantes de aluminio son inefectivos. Uno de
los objetivos del desarrollo actual en materia de adyu-
vantes, consiste en disminuir al méximo su toxicidad
sin afectar el efecto inmunopotenciador [23].

Las regulaciones establecidas para €l uso de los
adyuvantes novedosos en humanos son rigurosas,
comparado con las que se aplican para las vacunas
veterinarias. Los animales afectivos son diferenciados
de los demas [24].

Las reacciones adversas asociadas a los adyuvantes
se clasifican en locales y sistémicas. Las reacciones ad-
versaslocaesincluyen dolor, inflamacion locd, necrosis
en el sitio de la inyeccion o en zonas adyacentes,
linfadenopatias regionaes y, en raras ocasiones, la in-
duccién de granulomas'y laformacién de abscesos esté-
riles. Las reacciones sistémicas observadas incluyen
nausess, fiebre, artritis por adyuvante y uveitis, anafi-
laxis, toxicidad especifica de 6rgano e inmunotoxicidad,
como por gemplo, liberacién de citocinas, inmunosu-
presion y enfermedades autoinmunes [25, 26].

La evaluacién toxicolGgica sistematica, como la re-
querida para productos farmacéuticos, no es rutinaria
en e caso de vacunas que tienen compuestos de alu-
minio como adyuvante. Aunque el uso de estos com-
puestos hasido asociado con algunasreaccioneslocales
[21, 22], la vasta experiencia con este tipo de adyu-
vantes en vacunasindica que la observacion del animal
posinyeccion y del sitio de inyeccion es genera mente
adecuada desde un punto de vista de la seguridad
preclinica, sin lanecesidad de unatoxicologiaformal, a
menos que exista algin problema especial con el
antigeno. A diferencia de los compuestos de aluminio,
muchos de los adyuvantes en investigacion deben ser
objeto de un estudio toxicol6gico més intensivo. Para
algunos adyuvantes, existen datos historicos que cons-
tituyen pruebas de seguridad adicionales previo a la
evaluacién de la formulacion antigeno-adyuvante en
humanos [21, 22].

Como parte de la evaluacion inicial, se deben reali-
zar estudios preclinicos con e adyuvante por separa-
do, como los estudios toxicolégicos de dosis Unicas y
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repetidas, incluida la ruta de inoculacién que se preten-
de para el uso clinico. Usuadmente, se dispone de infor-
macién sobre estudios toxicolégicos con € adyuvante
solo, incluso en més de una especie, realizados por los
fabricantes del adyuvante. Ademés de los estudios
preclinicos realizados con € adyuvante solo, el pro-
ducto combinado antigeno-adyuvante debe ser carac-
terizado en un estudio de seguridad que cuente con
buenas précticas de laboratorio y obtenga datos rele-
vantes, como minimo, para apoyar la iniciacion de los
estudios de fase | en humanos [27].

Esta evaluacion debe ser conducida en una especie
animal pequefia en que el antigeno seainmunogeénico,
y que pueda ser inmunizada por la misma ruta antici-
pada para uso en humanos. La dosis o frecuencia de
inmunizaciones con el candidato vacunal, debe ser igual
0 mayor que aquellas que van a ensayo clinico en
cuanto a cantidad, y similar en cuanto a frecuencia e
intervalos. Lo expuesto anteriormente es un mandato
de la Administracion de Alimentos y Farmacos (FDA,
por sus siglas en inglés) de los Estados Unidos, con €l
objetivo de ofrecer la mejor oportunidad para identifi-
car problemas potenciales de seguridad [27].

Los puntos de mayor interés para avalar la seguri-
dad, donde no se incluyen todos |os aspectos de rutina
de un estudio toxicoldgico, se muestran en la Tabla.
Hay que destacar que los estudios preclinicos pueden
ser usados para seleccionar dosis apropiadas e identifi-
car situaciones donde se deben garantizar con cuidado
rangos de dosis para los estudios de fase |. Ademas,
estos estudios pueden avalar nuevas dosis y esquemas,
0 detectar situaciones especiales durante el desarrollo
del producto [28].

Ya se han evaluado diversos adyuvantes en huma
nos, tanto en voluntarios sanos como enfermos. Estos
adyuvantes se han relacionado con el desarrollo de
vacunas, tanto preventivas como terapéuticas, contra
diferentes enfermedades y microorganismos [27]. Una
informacidn més detallada acerca de latoxicidad de los
distintos adyuvantes, se puede encontrar mas adelan-
te junto a la descripcidn de los tipos de adyuvantes y
Sus mecanismos de accion.

Clasificacion

Los adyuvantes inmunol 6gicos pueden ser clasifica-
dos atendiendo a su fuente de origen, mecanismos de
accion y propiedades fisicoquimicas [2].

SegUin Edelman [23], los adyuvantes pueden ser se-
parados en tres clases amplias: (i) inmunoestimulantes
activos, que son agentes que aumentan la respuesta
inmune especifica contra el antigeno; (ii) portadores,

gue son proteinas inmunogeénicas que proporcionan
ayuda de células T; y (iii) adyuvantes tipo vehiculo,
como las emulsiones oleosas y los liposomas, que Sir-
ven como matriz para el antigeno y para lainmunoesti-
mulacién. Esta clasificacion tiende a confundir por la
propia forma en que se dividen.

También se han dividido en adyuvantes mucosales
y sistémicos, teniendo en cuenta que las caracteristi-
cas fisiologicas en cuanto a la tomay procesamiento
del antigeno para ambas vias de inoculacién generan
procederes diferentes de adyuvacion [16].

Otra clasificaciéon aceptada los divide en: sales de
aluminio y otros adyuvantes minerales; agentes
tensoactivos, derivados de bacterias; vehiculos y ma-
teridles de liberacion lenta, y citocinas [18].

Una clasificacion reciente de los adyuvantes [29]
considera su separacién en los grupos siguientes: adyu-
vantes de tipo gel, agentes tensoactivos, productos
bacterianos, productos basados en aceites y emulsio-
nes, adyuvantes particulados, proteinas de fusion y
lipopéptidos. De acuerdo con la definicién genera de
adyuvantes, a esta lista se pudieran adicionar los in-
munomoduladores e inmunoestimulantes como las
citocinas y otros compuestos naturales que activan el
sistema inmune innato y que no estan incluidos en
ninguno de los grupos destacados.

Limitaciones

A pesar del progreso actual en la definicion y com-
prension de la naturaleza y mecanismos de accion de
los adyuvantes, alin existen limitaciones con respecto
a su uso.

Entre |as limitaciones mas frecuentes se encuentran
su grado de toxicidad, pirogenicidad, estabilidad, de-
gradacion in vivo y rdpida excrecién. Se han encontra-
do restricciones de tamafio, carga e hidrofobicidad en
la incorporacién de proteinas y péptidos. Ademas, se
conoce que ocurren modificaciones epitdpicas duran-
telaformulacion o conjugacion. En €l caso de las pro-
teinas transportadoras, una inmunidad preexistente
contra ellas es una limitante para su uso repetido y
eficiente. Aln esta por demostrar para muchos adyu-
vantes si estos problemas se pueden superar [29].

Cada adyuvante posee un perfil de respuesta in-
munol égica caracteristico. Laineficienciadelos adyu-
vantes de aluminio para inducir ciertos isotipos y
subclases, asi como su incapacidad para generar
células T citotdxicas y proveer una buena respuesta
inmune contra antigenos polisacaridicos u otros
antigenos T-independientes, limita su aplicabilidad,
especialmente en aguellos casos donde estas caracte-

Tabla. Puntos de mayor interés en los andlisis de seguridad preclinica de un adyuvante.

Valores
de laboratorio

Observaciones

Panel de ensayos séricos pre y posvacunacién. Pruebas de funcionamiento hepdtico y renal, creatina-kinasa
y hematologia (conteo completo de células de la sangre). La inmunogenicidad se puede determinar para
correlacionarla con otros hallazgos, aunque no sea definitoria.

Observacion del sitio de la inyeccion anterior y durante tres dias después de cada inyeccién. Observacion
del funcionamiento del miembro vacunado durante tres dias al menos.

Evaluacién por cuantificacién de las reacciones inflamatorias. Ademas, se debe realizar una necropsia

Patologia

completa con descripcién de los érganos, peso e histopatologia si se considera necesario para un estudio

en particular. Considerar los datos disponibles en la literatura.*

Evaluacién especial de ciertos parametros especificos del producto o clase, por ejemplo, andlisis de induccién

Otros

de uveitis —si fuese aplicable. Los estudios preclinicos pueden ser usados para la seleccién de rangos de dosis

o para resolver problemas de desarrollo del producto.

*Si se dispone en la literatura de datos clinicos favorables y de un estudio toxicolégico bien fundamentado con el mismo adyuvante
—solo o combinado con otros antigenos—, y si el antigeno en cuestiéon no posee ningun riesgo adicional, es menos critica la
necesidad de un estudio toxicolégico preclinico que incluya la necropsia completa antes de la fase 1. En el desarrollo clinico inicial
del producto, se recomienda la inclusiéon de grupos controles con el antigeno solo y/o adyuvado con alumina.
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risticas sean un requisito indispensable para una bue-
na proteccion [17].

Principales tipos de adyuvantes
y sus mecanismos de accién

De acuerdo con las clasificaciones existentes sobre
adyuvantes, a continuacién se expone una descripcién
de las caracteristicas fisicoquimicas e inmunoldgicas
de los principales grupos de adyuvantes, y a mismo
tiempo se describen sus mecanismos de accion.

Adyuvantes de uso sistémico

Adyuvantes de tipo gel. Desde los experimentos de
Glenny y colaboradores [5] en 1926, las sales de
aluminio —principalmente aquellas de fosfato o hi-
droxido— han sido ampliamente utilizadas para in-
munizar humanos y animales. Estos compuestos son
los Unicos adyuvantes de aprobacion general para su
uso clinico [17].

Los compuestos basados en aluminio, a pesar de
ser considerados seguros, son adyuvantes débiles y
muy poco consistentes en su capacidad de estimular
respuestas inmunes mediadas por células, especial-
mente respuestas de células T citotoxicas [30-32].

Los primeros estudios acerca del modo de accién
de los adyuvantes de aluminio, evidenciaron la forma-
cién de un depdsito en € sitio de la inyeccion [33],
donde € antigeno es liberado lentamente. Investiga-
ciones més recientes sugieren que el antigeno soluble
atrapado en € gel permite prolongar el tiempo de inte-
raccion entre €, las células presentadoras de antigenos
(CPA) vy los linfocitos. El mecanismo de adyuvacién
también abarca la estimulacién de células inmuno-
competentes a través de la activacion del complemen-
to, la induccién de eosinofilia en € sitio de inyeccion
[34], laactivacién de macréfagos y latoma eficiente de
particulas de antigeno por las CPA —dada su natura-
leza particulada y su tamafio inferior a 10 nm [35].

Aunque los efectos colaterales son relativamente
pocos, se han observado mucho mas granulomas en
sitio de inyeccion por via subcuténea o intradérmica
que por la ruta intramuscular [36, 37].

Entre otras limitaciones se encuentran: la genera-
cién dereaccioneslocales, laproduccién de anticuerpos
de tipo IgE y la inefectividad para algunos antigenos
[32, 35, 36, 38-40]. También hay reportes de |la
neurotoxicidad del aluminio y se plantea que pudiera
desempefiar algin papel en laenfermedad de Alzheimer
y e sindrome de encefal opatia asociado a didlisis [40].
Se conoce, ademas, que laal iminano es biodegradable
y sedetectaen € sitio de lainoculacion a afio de haber
sido inyectada [35, 41].

En vacunas para uso en humanos, los adyuvantes
de aluminio fueron usados inicialmente contra téta-
nos, difteria, pertusis y poliomielitis. Aunque algu-
nos componentes de Bordetella pertussis pueden
ocasionar efectos colaterales, se ha demostrado una
reduccién significativa de dichos efectos con la
adsorcion a adyuvantes de aluminio [36].

En vacunas veterinarias, estos adyuvantes han sido
utilizados ampliamente contra agentes virales y
bacterianos, asi como en vacunas antiparasitarias.
Existen algunas similitudes entre la respuesta inmune
—estimulacién de IgE y eosinofilia— inducida por
algunos helmintos y la provocada a inmunizar con
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adyuvantes de aluminio. Dichas similitudes hacen que
estos adyuvantes sean candidatos interesantes para
vacunas antiparasitarias [36].

Las sales de otros metales como € calcio, € hierro
y € circonio, también han sido utilizadas para adsorber
antigenos, pero no han tenido el amplio uso de las
sales de aluminio [36]. No obstante, el fosfato de cal-
cio ha sido empleado durante décadas para las vacu-
nas del grupo de difteria-tétanos-pertusis [42, 43].
Aungue tiene propiedades similares a las de los com-
puestos de aluminio, esta sal presenta varias ventgjas
potenciales sobre ellos como: es un constituyente nor-
mal del cuerpoy, como tal, es bien tolerado; adsorbe
eficientemente a los antigenos y permite su liberacion
lenta; genera niveles elevados de anticuerpos IgG; y no
incrementa la produccion de IgE. En varias pruebas se
ha encontrado que el uso de vacunas adyuvadas con
calcio es eficiente y seguro contra reacciones adversas
alargo plazo que sélo pueden ser reconocidas después
de muchos afios. Vale la pena destacar que se han ob-
servado reacciones neurol 6gicas esporadicas en e caso
de vacunas de pertusis adsorbidas a fosfato de calcio
[44], y que agunos componentes de B. pertussis tie-
nen propiedades inmunomoduladoras que contribuyen
al efecto adyuvante de la preparacion vacunal [45].

Agentes tensoactivos. La saponina Quil A —ex-
tracto acuoso de la corteza de Quillaja saponaria
Molina—, y fracciones purificadas de ésta —princi-
palmente QS-21—, constituyen alternativas a la alU-
mina con potencial para inducir respuestas celulares
intensas [23, 46, 47].

L as saponinas son glicdsidos tensoactivos que con-
tienen un ndcleo hidrofébico de estructura triterpe-
noide, y cadenas de carbohidratos enlazadas al
triterpeno que conforman regiones hidrofilicas [46].
Entre las propiedades asociadas a las saponinas de
Q. saponaria Molina, seincluyen: un excelente efec-
to adyuvante para antigenos tanto T-dependientes
como T-independientes, y la estimulacion de isotipos
asociados a respuestas de células T auxiliadoras de
tipo 1 (Thl). Esta clase de adyuvantes induce, ade-
mas, respuestas de linfocitos T citotéxicos ('CTL)
CD8+, propiedad asociada usualmente con vectores
virales. Las saponinas también potencian vacunas
administradas por las vias mucosales [46].

La saponina Quil A ha sido empleada en varias
vacunas veterinarias [48]. Es un producto heterogé-
neo compuesto por 23 picos diferentes de saponinas
detectables por cromatografia liquida de alta presion,
queseuneal colesterol delamembranadeloseritrocitos
y los rompe provocando efectos colaterales indesea-
bles[21, 24, 48-51].

Estudios clinicos preliminares han demostrado lavia-
bilidad, con un patrén toxicol Ggico aceptable, de usar la
saponina QS-21 en vacunas humanas, como dternativa
a los adyuvantes tradicionales de duminio [52].

Derivados de bacterias. Las estructuras bacteria-
nas constituyen la principal fuente de inmunoadyu-
vantes. Incluso, se conoce que copias sintéticas de
bajo peso molecular como el péptidoglicano de la pa-
red celular o e lipido A de bacterias gramnegativas,
son capaces de dterar € sistema inmune sin ser ellas
mismas inmunogénicas. Esto se puede deber a que
imitan las estructuras microbianas que proporcionan
la sefial de peligro para el inicio de las defensas del
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hospedero [38]. Un concepto similar ha sido desarro-
Ilado recientemente por Rook [53], quien postulé que
la base para € efecto adyuvante podria ser € recono-
cimiento de componentes microbianos definidos por
receptores presentes en las células accesorias. Este
reconocimiento induce a dichas células a producir
citocinas que determinan la activacién de las
subpoblaciones de linfocitos Thl o Th2. Las estruc-
turas microbianas conservadas también pueden indu-
cir laactivacion directa de células B o macréfagos que
expresan una potente actividad coestimulatoria de la
expansion clona de las células T CD4+ [54].

Entre las bacterias usadas como adyuvantes se in-
cluyen: Mycobacterium spp., Corynebacterium parvum
o C. granulosum, y B. pertussis. Lamentablemente,
estos microorganismos o sus productos son considera-
dos muy toxicos para ser usados como adyuvantes en
humanos. Se ha trabajado mucho en la purificacion de
los componentes activos de Mycobacterium spp.,
B. pertussisy C. granulosum. En laactualidad, se presta
atencion a la purificacion de los componentes con po-
der adyuvante presentes en la micobacteria [24].

El poder adyuvante del N-acetilmuramil-L-alanil-p-
isoglutamina o el muramildipéptido (MDP) —el com-
ponente con actividad inmunopotenciadora mas
estudiado del ACF— depende de la forma en que se
administre [11, 55]. En solucién salina aumenta prin-
cipamente la inmunidad humoral contra un nimero
de antigenos naturales y sintéticos de bacterias, virus
y parésitos [21, 56, 57], mientras que incorporado a
liposomas 0 mezclado con micolato de glicerol induce
inmunidad mediada por células [58]. Se ha demostra-
do que el MDP activa varios tipos celulares
(macréfagos, leucocitos polimorfonucl eares, mastoci-
tos, plaguetas, células endoteliales y fibroblastos, en-
tre otros) e induce la secrecién de una variedad de
citocinas, incluidos lainterleuquina 1 (IL-1), e factor
de crecimiento de células B y  factor de activacion de
fibroblastos. EI MDP provoca, ademas, un incremen-
to en la produccion de superdxidos, prostaglandinas y
colagenasa [59]. Se han obtenido algunos derivados
del MDP para retener e poder adyuvante con un mi-
nimo de toxicidad. De ellos, uno de los més promete-
dores es el treonil-MDP, un adyuvante potente y
apirogenico [24].

Los LPS y sus derivados son componentes de la
pared celular de bacterias gramnegativas. Sus deriva-
dos son compuestos mitogénicos para las células B,
estimulan alascélulas T paraque produzcan interferén
gamma (IFN-g) y median las respuestas de hipersen-
sibilidad tardia (DTH, segln sus siglas en inglés). La
estructura de estos compuestos consiste en un polisa-
cérido hidrofilico unido a una porcion hidrofébica de
naturaleza lipidica: € lipido A, que es e responsable
de latoxicidad y e efecto adyuvante de los LPS. Por
hidrélisis del lipido A en condiciones de mediana aci-
dez, se puede obtener el lipido A monofosforilado,
compuesto que retiene la actividad adyuvante pero
muestra una menor letalidad y pirogenicidad que el
lipido A [60].

Otros compuestos derivados de bacterias son los
dimicolatos de trehalosa (TDM, por sus siglas en in-
glés). Procedentes de la pared celular, son insolubles
en agua, de naturaleza anfipatica, y capaces de poten-
ciar la actividad presentadora de antigenos por media-
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cién de respuestas DTH, y un incremento en los titu-
los de anticuerpos especificos contra el antigeno
coinoculado [61].

Hace relativamente poco tiempo, se demostré el
efecto adyuvante del ADN micobacteriano —com-
puesto presente en el lisado de micobacterias mezcla-
do con aceite de parafina que Freund ensay6 hace 60
afios. Se demostré que la actividad adyuvante estaba
relacionada a la existencia de motivos CpG en el ADN
presente en las bacterias. Este efecto inmunoestimu-
latorio solo era desarrollado por e ADN bacteriano y
no por e de vertebrados, hecho que se relacioné con la
baja metilacion de aquél. En los Ultimos afios, se ha
incrementado la cantided de datos referidos a efecto
inmunoestimulatorio del ADN bacteriano y de los
oligodesoxinucledtidos que contienen dichas secuen-
ciasinmunoestimul adoras. Ambos han demostrado que
pueden inducir la proliferacion de células B y la pro-
duccién de inmunoglobulinas. Ademas, estimulan la
secrecion de IL-6, IFN-g, IL-12 e IL-18, que a su vez
induce la produccion de |FN-g por las células asesinas
profesionales (NK, por sus siglas en inglés) [12].

Se ha reportado que |os oligodesoxinucledtidos sin-
téticos que contienen motivos CpG en los que se ha
introducido un &omo de azufre en el enlace fosfodiés-
ter, muestran una actividad inmunoestimulatoria mu-
cho mayor que los naturales [12].

\ehiculosy materiales de liberacion lenta.

e Emulsiones

Se encuentran en esta categoria las emulsiones de acei-
te como e AlIF, Montanide, Adyuvante 65 y Lipovant
[18]. El mecanismo de accion del AlF se atribuye ala
formacién de un deposito en e sitio de inyeccion que
posibilitalaliberacion lentadel antigeno, con lo que se
estimulan las células productoras de anticuerpos [62].
Este adyuvante no se emplea actualmente en huma-
nos debido a que ocasiona reacciones locales colatera-
les como la formacion de granulomas e inflamacion
local. Se han evaluado varios tipos de emulsiones con
diferentes tipos de aceite, con e propésito de encon-
trar un adyuvante mejor, estable y no téxico. Una
alternativa es el Adyuvante 65, que, a diferencia del
aceite mineral del ACFy e AlF, tiene un componente
aceitoso que es metabolizado por € organismo [24] y
ha demostrado ser seguro y potente en humanos
[63-65]. También se han probado emulsiones diferen-
tes como aceite en agua [66] y agua en aceite en agua
[67]. Esta dltima es tan potente como e AlF, menos
viscosa, més estable, fécil de administrar, y produce
menos nédulos en el sitio de inyeccidn [68, 69].

La familia de adyuvantes oleosos conocida como
Montanide, ha probado ser potente en numerosas va-
cunas experimentales en ratones, ratas, gatos, perros
y cerdos, tanto con péptidos sintéticos como con
antigenos virales. Se han conducido algunos estudios
preliminares con Montanide | SA 720, con la finalidad
de disefiar vacunas en humanos contra el VIH y la
malaria [70].
¢ Liposomas
Los liposomas son gldbulos sintéticos formados por
capas de lipidos que encapsulan las sustancias tera-
péuticas, y constituyen uno de los vehiculos més uti-
lizados para las investigaciones en vacunas. Ya se ha
descrito su uso en formulaciones vacunales complejas
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como vehiculo de otros adyuvantes e inmunomodul a-
dores (vea los subacépites Formulaciones adyuvan-
tes, Derivados de bacteriasy Sistemas sintéticos o
inactivados de envio de antigenos). Su adyuvanticidad
depende del nimero de capas [71], la carga [72], la
composicién [73] y el método de preparacion [73, 75].
Su uso potencia tanto la inmunidad humora como la
mediada por células para antigenos de naturaleza
proteica y polisacaridica [72, 75]. El tiempo de vida
medio de los antigenos incorporados en liposomas en
la sangre es notablemente prolongado, |o que asegura
una mayor exposicion de antigeno alas CPA luego de
su inyeccion [76].

* Microesferas copoliméricas

Entre lamultitud de sistemas particulados y poliméricos
que se han desarrollado, el de las microesferas
copoliméricas de acido l&ctico y glicdlico (DL-PLG) es
uno de los que més se destaca. Estas microesferas son
particulas biocompatibles y biodegradables capaces de
incorporar en su seno diferentes antigenos, entre ellos
proteinas. Con el empleo de por cientos adecuados de
sus componentes, es posible controlar el tiempo de
liberacion de los antigenos atrapados. Su uso abarca
tanto rutas sistémicas como mucosales [77, 78].

Citocinas. Como regla general, en las clasificacio-
nes mas recientes de adyuvantes se incluyen las
citocinas. El IFN-g es una citocina pleiotrépica que
puede potenciar respuestas inmunes mediadas por cé-
lulas T através de la regulacion positiva de la expre-
sién de los determinantes del complejo principal de
histocompatibilidad (MHC, por sus siglas en inglés)
[79]. Esta citocina incrementa la liberacion de IL-1 y
la expresion del MHC clase |l en la superficie de las
CPA, propiedades que pueden explicar su actividad
adyuvante [38].

El factor estimulante de laformacion de colonias de
granulocitos y macréfagos (GM-CSF, por sus siglas
en inglés), potencia respuestas inmunes primarias
mediante la activacion o reclutamiento de CPA profe-
sionales [80]. Sin embargo, la aplicacion préctica de las
citocinas como adyuvantes presenta varias dificulta-
des, ya que es posible que se requieran multiples dosis,
y s se usa una citocina de una especie diferente, éta
puede ser inmunogénica en la especie “blanco” [18].

Carbohidratos como adyuvantes. Muchos carbo-
hidratos complejos de origen natural estimulan las cé-
lulas de los sistemas inmune y reticuloendotelial [81].
Entre ellos se encuentran los polimeros de plantas y
hongos como los glucanos, las dextranas y los
lentinanos —todos ellos polimeros de glucosa—, y
los mananos, entre |os que se encuentran los glucoma-
nanosy los galactomananos. Los levanos y los xilanos
[82] también han evidenciado actividad potenciadora.
La actividad de muchos de estos poliglicanos sobre
los macréfagos —que tienen receptores de glucanos y
mananos—, incluye la induccién de fagocitosis y la
secrecion de citocinas, leucotrienos y prostaglandinas.
El lentinano, glucano comin de las setas, estimula la
respuesta celular y de anticuerpos contra eritrocitos
de carnero, aumentalaresistenciadel huésped a varios
tipos de infecciones bacterianas, viraes y parasiticas,
y harestaurado la disfuncién inmunol égica en pacien-
tes con neoplasias [83].

Distintas pruebas in vitro indican que los mananos
activan los monocitos y los macréfagos, con lo que
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inducen la produccién de IFN-g, factor de necrosis
tumora-a, factor estimulante de la formacién de colo-
nias de monocitos y granulocitos, IL-1b e IL-6 [84]. El
acemanano es un polisacarido compuesto mayorita-
riamente por manosas con O-acetilaciones en aproxi-
madamente 8 de cada 10 residuos. Se extrae como
componente mayoritario de la sustancia mucilaginosa
o gel de la hoja de Aloe barbadensis Miller, planta
medicinal usada desde la antigliedad. Este polisacéri-
do potencia la generacion de linfocitos CTL [85], la
actividad citotoxica de células NK [86] y también,
modestamente, |a alorrespuesta humana in vitro.

Recientemente, se ha demostrado la actividad
adyuvante del acemanano sobre el antigeno de super-
ficie del virus de la hepatitis B (HBsAQ) por via
mucosal, a generarse no sdlo niveles de anticuerpos
en suero de similar intensidad que los obtenidos con
alimina como adyuvante, sino con la induccion de
ademas respuestas intensas de IgA secretoria en
mucosas adyacentes y remotas, lo cual no ocurre en
las vacunas inoculadas por via parenteral [87]. Estos
resultados, asi como la reconocida inocuidad del ace-
manano, avalan al ensayo clinico de una formulacién
nasal del HBsAg mezclado con el acemanano por via
intranasal, previsto para €l afio 2000.

Formulaciones adyuvantes. Las formulaciones
adyuvantes han surgido como resultado del desarrollo
en e conocimiento de los mecanismos de accion de
estos compuestos. En ellas se combinan varios adyu-
vantes que, por lo general, poseen diferentes mecanis-
mos de accion, con el propdésito de aumentar la
potenciay la calidad de la respuestainmune contralos
antigenos de interés.

Entre las formulaciones adyuvantes que tienen
como base los compuestos de aluminio, Cooper y
colaboradores han combinado & hidrdxido de aluminio
con g-inulina—polisacarido procedente de algas— en un
nuevo adyuvante denominado algamulina. Diversos
antigenos comerciales han sido potenciados por la
algamuling, entre los que se encuentran los toxoides
diftérico y tetanico, el virus sincitial respiratorio, la
proteinaE7 del papilomavirus humano, laglicoproteina D
del virus herpes tipo 2, el HBsAg, € virus completo
delainfluenza, Haemophilus influenzae, el conjugado
peptidico del antigeno 2 de superficie de merozoitos
de Plasmodium falciparum, el extracto de esperma
de ratdn (vacuna anticonceptiva), y membranas de
micoplasma porcino [88-90].

Las saponinas también han sido utilizadas como
parte de formulaciones adyuvantes en los complejos
inmunoestimulantes (ISCOM, por sus siglas en in-
glés), y se ha demostrado la eficacia de combinaciones
de aguéllas con microesferas, liposomas e hidréxido
de aluminio [46].

Los ISCOM son particulas relativamente estables
de 30-40 nm de didmetro y estructura dodecahédrica,
compuestos por Quil A, lipidos y antigenos
anfipaticos. Se disefiaron para combinar la presenta-
cién fisica 6ptima, desde €l punto de vista inmunogé-
nico, de los antigenos en una forma multimérica
particulada submicroscopica con un adyuvante incor-
porado. Una amplia variedad de proteinas de parési-
tos, bacterias y virus han sido formuladas en |ISCOM.
También se han unido proteinas no anfipéticas y
péptidos mediante enlaces covalentes, 1o que ha gene-
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rado una respuesta intensa de anticuerpos contra es-
tos antigenos que son poco inmunogénicos en solu-
cion [91-93]. Estas estructuras han posibilitado una
presentacién éptima del antigeno con retencion de la
actividad adyuvante y una disminucién de los efectos
colaterales de Quil A [24]. Los ISCOM han sido uti-
lizados en modelos animales y han inducido inmuni-
dad, tanto sistémica como local, cuando se administran
por las vias oral, respiratoria 'y vagina [94].

En todos los casos evaluados, |os antigenos formu-
lados en ISCOM muestran un incremento en la res-
puesta de anticuerpos y en la respuesta mediada por
células, en comparacion con los antigenos no incorpo-
rados. En experimentos de reto antigénico, lasinmuni-
zaciones con ISCOM han protegido varias especies
contra numerosos virus envueltos, incluidos los
retrovirus, las bacterias y los parésitos [92, 95). Se ha
reportado que los ISCOM modulan la expresion de
moléculas del MHC clase Il y podrian actuar indu-
ciendo laliberacion de IFN-g[38]. También se haesta-
blecido que son capaces de estimular las células T
CD8+ restringidas a moléculas del MHC clase I.

Otro giemplo de formulacién es el ACF, mezcla de
agua, aceite y micobacterias muertas capaz de generar
uno de los mayores efectos inmunopotenciadores. Sin
embargo, su uso esté restringido a trabajo de labora-
torio por su toxicidad [96].

Se ha demostrado que las formulaciones de vehicu-
los como los liposomas, a los que se les adiciona o
incorpora los MDP o monofosforil lipido A (MPL,
seguin las siglas en inglés), pueden incrementar la res-
puesta inmune especifica, tanto por vias mucosales
como parenterales [24, 97].

Adyuvantes mucosales

El desarrollo de los adyuvantes para uso mucosal cons-
tituye actualmente una necesidad en €l campo de las
vacunas. El progreso en el conocimiento de lafisiologia
de las mucosas y del modo de accion de los adyuvantes,
puede ayudar en el desarrollo de vacunas mucosales
mas efectivas. Aunque los adyuvantes mucosales se
pueden clasificar dentro de los grupos anteriormente
expuestos, en nuestra opinion merecen ser considera-
dos de forma independiente. La actividad inmunopo-
tenciadoradel adyuvante o sistemade envio de antigenos
a mucosas, debe tener en cuenta, en primer lugar, la
penetracion de los antigenos por esa via'y posterior-
mente, la potenciacion de la inmunogenicidad de los
antigenos por diferentes mecanismos que pudieran ser
similares 0 no alos sistémicos. Se han obtenido resulta:
dos diferentes cuando se usa un mismo adyuvante, tan-
to por via sistémica como mucosal. La alimina
—adyuvante sistémico més universalmente utilizado—
no ha sido efectivo por via oral y nasal con antigenos
que tradicionalmente son inyectados con este adyuvante,
como el toxoide tetanico [98].

Es bueno destacar que el antigeno per se puede
poseer caracteristicas que lo hagan “ penetrante”, como
es el caso de determinados antigenos particulados y
de otros que, aungue no lo sean, tengan la capacidad
de adherirse a receptores especificos, o de establecer
otro tipo de interaccion con células o componentes
mucosales. Estas caracteristicas conducen a una co-
rrecta asimilacion del antigeno por vias que favorecen
las respuestas mucosal y sistémica.
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Se ha demostrado que las mucosas son puertas de
entrada muy eficaces para ciertos patdgenos. Aunque
es muy dificil lograr unainmunidad de mucosa efecti-
va a partir de la inmunizacion sistémica, por la via
mucosal se logra inmunidad de mucosas y sistémica
[99]. También se hademostrado que paralos patbgenos
que permanecen en las superficies mucosales o tienen
en ellas una puerta de entrada, la proteccion se relacio-
na mejor con una respuesta local fuerte [100].

La edtrategia de adyuvacion por la via mucosd, de
acuerdo con las caracterigticas del antigeno, exige pro-
cedimientos de union o recubrimiento con ligandos es-
pecificos que envien el antigeno a células especializadas
del epitelio mucosa simple (células M). Ademés, para
que el antigeno pueda cruzar las barreras que la ruta
impone, se manipulan caracteristicas propias del
antigeno como tamafio, presenciadeligandosmucosaes,
carga eléctrica y lipofilicidad [20], asi como d uso de
sistemas de envio de antigenos que favorezcan dichas
caracteristicas. Una vez asimilado el antigeno, el
adyuvante puede favorecer la respuesta por cuaquiera
de los mecanismos conocidos. adsorcion del antigeno,
efecto de depdsito, induccién de citocinas, activacion
del sistema del complemento, reclutamiento de distin-
tas poblaciones de células del sistema inmunol6gico,
envio del antigeno a diferentes células presentadoras de
antigenos, regulacion de laexpresion viaMHC clase | o
clase Il, y estimulacion de la produccion de diferentes
subclases de anticuerpos [101], en dependencia de la
estrategia de adyuvacion utilizada.

Derivados de bacterias. Algunos de los inmunoes-
timulantes conocidos, como € MDP, el MPL, laamina
lipoidal Avridinay las conocidas toxinas de Vibrio
cholerae (CT) y de Escherichia coli (HLT), son adyu-
vantes reconocidos para antigenos administrados por
via de mucosas [102].

Aunque e MDP y el MPL han sido evaluados en
formulaciones liposomales con fines terapéuticos y
profilécticos, las toxinas o sus subunidades (en espe-
cia CT y CTB), son los adyuvantes mucosales més
estudiados. La capacidad de CT de actuar como
adyuvante oral ha sido confirmada por un gran nime-
ro de investigadores [103]. La toxina del colera no
cumple con la definicién clésica de un adyuvante por-
que estimula una respuesta inmune contra ella misma
y su actividad adyuvante es dependiente de su inmu-
nogenicidad [104]. Los efectos de CT y HLT que ex-
plican su fuerte actividad adyuvante, incluyen el
incremento de la presentacion de antigenos por varios
tipos de células B, € incremento en la diferenciacion
de cdlulas B a cdlulas secretoras de IgA, lainteraccion
con células T y la produccién de citocinas [105].

Desde el punto de vista préctico, el uso de la
holotoxina en humanos no es factible debido a su toxi-
cidad. Una estrategia acertada es la destoxificacion de
CT por escision de la subunidad A o por mutacion del
gen quelacodifica. Tanto CT como CTB —subunidad
no téxica— pueden potenciar larespuestainmune con-
tra varios antigenos acoplados covalentemente, debi-
do a las interacciones especificas que se establecen
con las células M [106].

Sistemas de envio de antigenos a mucosas. Los
sistemas de envio de antigenos, del inglés antigen
delivery systems, han alcanzado un nivel de desarrollo
suficiente que avala su introduccion en la préctica de
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lainmunizacion. Se espera que los sistemas particula-
dos solidos, tanto para administracion parenteral como
no parenteral, se encuentren dentro de los primeros
productos a licenciar [107].

Por las posibilidades que brindan los sistemas de
envio de antigenos en la particulacion de antigenos
solubles, y aprovechando las caracteristicas fisiol6gi-
cas de la via mucosal, estos sistemas han sido
ensayados y han mostrado actividad adyuvante. En la
literatura se han clasificado como: a) sintéticos o inac-
tivados, y b) vivos [108].

e Sistemas sintéticos o inactivados de envio

de antigenos

Se han obtenido diferentes resultados a partir del es-
tudio de las particulas poliméricas artificiales. Estas
particulas comprenden las microesferas DL-PLG, los
polimeros aternativos como polifosfacenos, los poli-
meros de acetato de celulosa, 1os iminocarbonatos, los
polimeros de etilenvinilacetatos, las microesferas
proteinoides, los polianhidridos y las nanosferas de
dextranas, las particulas producidas a partir de mate-
riales naturales (alginatos, gelatinay semillas de plan-
tas), y los liposomas y sus variantes (proteoliposomas,
virosomas e |ISCOM) [107].

El tamafio de las particulas es uno de los factores
importantes para el envio de antigenos. Para el caso de
la via mucosal de inmunizacion, se hainformado que
las particulas de diametro mayor de 10 nm no son
absorbidas [109]. En experimentos en ratas se ha ob-
servado, luego de la administracion oral, que solo las
particulas de 5 mm penetran profundo en las placas de
Peyer y las de 1 mm penetran a los linfonodos y a
higado, y pasan ala circulacion sanguinea[110, 111].
La extrapolacion de estos resultados a humanos alin
no estéa definida y a veces la absorcién por € tracto
gastrointestinal no es un requisito del poder adyuvante.
Aunque se ha comprobado que se potencie la res-
puesta inmune con la adsorcion del toxoide diftérico
en semillasde plantasde hasta2 mm de diametro[112],
la determinacion de la talla optima de los sistemas de
liberacién controlada para via nasal, rectd o vaginal es
motivo de investigacién en la actualidad [107].

Otro factor que afecta las particulas es el balance
hidrofobicidad-hidrofilicidad, que puede ser modifi-
cado para obtener una modulacién de la respuesta in-
mune [110].

L os cocleatos proteicos son compleos de liposomas
y cationes divalentes —fundamentalmente calcio—
que, mediante la interaccion calcio-fosfolipido, posi-
bilitan la formacion de una estructura de liposoma
enrollado sobre si mismo, lo que permite lainmuniza-
cién por diferentes vias. Con esta estructura se esti-
mula tanto la respuesta inmune de anticuerpos como
la respuesta mediada por células [113].

Los liposomas y las microparticulas pueden ad-
herirse a superficies mucosales por interacciones hi-
drofébicas, pero la entrada de los antigenos a las
células M es muy poco eficiente debido a que son
répidamente atrapados en los geles mucosales y mu-
chos no llegan a alcanzar la mucosa. Las macromo-
léculas o particulas que se conjugan o recubren con
ligandos como CTB, tienen como factor limitante la
accesibilidad a los receptores [114].

El uso de ligandos unidos a particulas puede resul-
tar en una adherencia especifica a las células M, pero

154

sblo dentro de un rango de tallas restringido por el
glicocdliz. Las particulas de 1 mm o mayores requie-
ren ligandos dirigidos especificamente a componentes
de las células M, aunque la identificacién de estos
componentes alin se encuentra en investigacion [115].
« Sistemas vivos de envio de antigenos

En este grupo se puede apreciar bien que e concepto
de adyuvante no se restringe a compuestos, sino que
también incluye las estrategias encaminadas a desa-
rrollar una respuesta inmune aunque no implique la
adicion de alguna sustancia.

Un grupo de bacterias patdgenas es capaz de su-
perar las dificultades de los sistemas no vivos al ser
asimiladas eficientemente por receptores a nivel de
las células M. Estas bacterias utilizan este mecanismo
para infectar los tejidos mucosales y diseminarse sisté-
micamente antes de ser detenidas por € sistema inmu-
ne. Los patégenos bacterianos que se adhieren a la
superficie de las células M, inician eventos de
transduccion de sefides anivel epitelia que promueven
su internalizacion. Teniendo en cuenta esta propiedad,
se han obtenido cepas atenuadas de Salmonella typhi
ty2la para la cua se ha descrito una interaccion de
tipo lectina con receptores de naturaleza polisacari-
dica de la membrana citoplasmatica de las células M.
También son consideradas seguras y efectivas las
cepas vivas atenuadas de V. cholerae y poliovirus
para la inmunizacion oral. Las cepas manipuladas
genéticamente de estos microorganismos, comienzan
a ser usadas en humanos como portadoras de
antigenos heter6logos [116].

La biologia de estos vectores vivos introduce nue-
VoS retos. Las cepas vacunales de V. cholerae que no
poseen los genes de la toxina ain pueden causar
diarreas, a parecer porque las céulas epiteliaes libe-
ran citocinas en respuesta a la adherencia bacteriana
[116]. Laestrategiaen €l uso de las cepas manipuladas
genéticamente de S. typhi y S. typhimurium, consiste
en lograr una atenuacion suficiente que brinde seguri-
dad alavez que conserve laadherenciaalas células M
y la proliferacion en mucosas para mantener su inmu-
nogenicidad. Las cepas atenuadas de Shigella también
son internalizadas por las células M, pero no son ca-
paces de diseminarse de una célulaalaotra. Este fent-
meno es la base de la atenuacién, pero alin hay una
liberacién local de citocinas y factores quimiotécticos
que puede producir la pérdida de la funcién normal de
la barrera epitelial [117].

Los virus se encuentran también en estudio. El
hecho de que el poliovirus tipo 1y la cepa atenuada
de Sabin utilicen el transporte a través de las células
M para cruzar la barrera epitelial, los convierte en
candidatos importantes de vacunacion oral para el
envio de antigenos forédneos en humanos. El virus
vaccinia 'y otros poxvirus son asimilados por las su-
perficies mucosales, pero su interaccion con las célu-
las M no ha sido documentada [20].

Nuevas tendencias en el desarrollo
de adyuvantes

Adyuvantes para la inmunizacién con ADN

A principios de la década de 1990, se pensd que las
vacunas basadas en ADN desnudo, como su nombre o
indica, no tendrian ningn componente adyuvante ni
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ninguna estrategia de adyuvacion. Esta creencia se ge-
neralizé teniendo en cuenta los resultados iniciales
gue demostraron que es posible generar respuestas
inmunes potentes cuando determinadas proteinas co-
dificadas por vectores plasmidicos eran inoculadas en
distintos modelos animales [118].

El aumento del nimero de antigenos eval uados con
esta tecnologia, permitié comprobar que no todos los
antigenostienen el mismo comportamiento y que com-
puestos que se usan rutinariamente en ensayos en
modelos murinos —como |os agentes necrosantes—,
no pueden ser extrapolados a humanos por motivos
obvios de reactogenicidad. En la actualidad, existe un
nimero creciente de reportes en los que se utilizan
nuevos elementos o estrategias para inmunopotenciar
los candidatos vacunales basados en ADN.

Coinoculacion de plasmidos que codifican
inmunopotenciadores. Aunque 10s mecanismos
involucrados en lainduccién y el mantenimiento de la
respuesta inmune aln no estan claros, se ha utilizado
con éxito la estrategia de coinocular plasmidos que
codifican citocinas y factores coestimuladores, con €l
objetivo de potenciar la respuesta inmune generada
por el plésmido vacunal [119]. Recientemente, se ha
reportado que lainoculacién, en un mismo adenovirus,
de genes que codifican el HBsAg y el factor
coestimulador B7-1, induce una respuesta citotoxica
especifica mayor contra el antigeno viral con respecto
a la generada por € gen de este antigeno solo [120].
También se ha demostrado que la coinoculacion del
plasmido de expresion de B7-2 junto a ADN vacunal
del VIH-1, incrementa la respuesta celular especifica
contrael virus, comparado con lainoculacion del ADN
del VIH-1 solo. Ademas, se encontré que esta
potenciacion de la inmunidad celular por B7-2 es de-
pendiente de IFN-g [121]. Otros autores [122] han
obtenido resultados similares que demuestran la
potenciacion de la respuesta citotdxica de linfocitos
CD8+ restringidos @ MHC clase I. Actualmente, se
conoce gue los miocitos, a pesar de expresar pobre-
mente las moléculas del MHC, tienen la capacidad de
presentar antigenos asociados a MHC clase |. Con €l
uso de plasmidos que codifican las moléculas
coestimuladoras B7-1 y B7-2, se puede expresar una
fuerte sefid coestimuladora en los miocitos que no se
puede generar de otro modo [123], y que induce nive-
les mayores de proliferacion y activacion de células T
especificas para e antigeno introducido.

En 1995, Xiang y colaboradores [79] evidenciaron €l
efecto potenciador del plésmido que expresa e GM-
CSF en larespuestainmune humoral contra la proteina
G dd virus de la rabia, mediante la coinyeccién de los
dos plasmidos. La potenciacion de la respuesta de
anticuerpos neutralizantes que se observa por
coinoculacion con e plédsmido que expresa el GM-CSF,
reflgja e efecto primario de esta citocina sobre la res-
puestade células T auxiliadoras, que a su vez resultaen
un aumento de la activacion de células B antigeno-espe-
cificas. En experimentos con lineas celulares depen-
dientes de citocinas, la ausencia de respuesta a IL-4
indica que las vacunas de ADN inducen principalmente
células Thl, como se mostré previamente, y que la
citocina GM-CSF potencia este patron de respuesta
[79]. Se hademostrado que € pldsmido de expresion de
lalL-12 coinoculado con otro que codifica una proteina
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de VIH-1, potencia la inmunidad mediada por céulas
especificas contra e VIH-1. Aunque los mecanismos
involucrados en la induccion y € mantenimiento de la
respuesta inmune no estan completamente dilucidados,
este tipo de estrategia puede ser fructifera [124)].

En estudios de coadministration de plasmidos que
codifican IL-6 y hemaglutinina, inoculados con la pis-
tola génica Accell, se confirid proteccion después del
reto de ratones con €l virus de la influenza. Los rato-
nes que recibieron e ADN plasmidico que expresa la
hemaglutinina sélo exhibieron un aclaramiento acele-
rado del virus, pero no quedaron protegidos contra la
infeccién. No se detectaron particulas virales en los
pulmones de aquellos animales retados que recibieron
la coinoculacion del plésmido de la IL-6 [125].

Sstemas particulados y vacunas de ADN. La crea-
cién de un sistema de envio genético eficiente es un
reto de la terapia génica. Recientemente, se estudio la
asociacion y la estabilidad de un ADN plasmidico que
codifica la ovoalbimina, y de particulas poliméricas
que alcanzan un tamafio de micras: microesferas bio-
degradables de &cido polilactico y coglicélico,
poliDTH-carbonato (pseudopoliaminoé&cido) y par-
ticulas de poliestireno de alrededor de 1 mm. Estas
particulas difieren en carga eléctrica e hidrofobicidad
y han sido evaluadas tanto para la inmunizacion
mucosal como parenteral. EI ADN se adsorbe tanto
sobre |as particul as biodegradables como sobre las que
no lo son. Los resultados obtenidos demostraron que
se logran respuestas superiores luego de la adminis-
tracién de ADN asociado a particulas, comparado con
lainoculacion del ADN solo. Lainoculacion intranasal
e intramuscular de ADN en sistemas particulados, ha
generado respuestas similares a nivel sérico [126].

Inmunomoduladores para vacunas de ADN. Se ha
evaluado en el modelo murino e efecto adyuvante del
ubenimex (UBX), un inmunomodulador anticanceri-
geno. Se pudo obtener una respuesta inmune humoral
y celular superior con € UBX asi como una elevacion
de los niveles de IL-2 e IFN-g y disminucion de la
produccion de IL-4. El UBX puede tener uso clinico
dada su baja inmunogenicidad y toxicidad, por lo que
actlliacomo un adyuvante paravacunas de ADN [127].

El uso de mananos como recubrimiento de estructu-
ras quimicas como N-t-butyl-N' -tetradecyl-3-tetrade-
cylamino propionamidina (diC14 amidina ), también
ha constituido una estrategia de inmunopotenciacion
devacunas basadasen ADN. El recubrimiento del diC14
con & manano aumento significativamente la respuesta
de hipersensibilidad tardia antigeno-especifica induci-
da por € ADN. La actividad CTL también fue poten-
ciada de forma notable por esta mezcla. El efecto
inmunomodulador fue inhibido cuando se trat6 la mez-
cla con anticuerpos antilFN-gin vivo, lo cua evidencia
que el IFN-g desempefia un papel importante en la
induccién de lainmunidad celular generada por las va-
cunas de ADN. Otros resultados muestran que el ADN
vacunal incorporado en la diC14 amidina recubierta de
manano, generd una respuesta de tipo Thl [128].

También se ha evaluado la respuesta inmune con-
tra un ADN administrado por via intranasal e
intramuscular como vacuna contra el VIH-1, con €l
empleo de MPL como adyuvante. Ambas vias de
inmunizacién generan niveles similares de inmuni-
dad celular, pero la respuesta de IgA de secrecién a
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nivel de intestino es mayor en el caso de los animales
inmunizados por la via intranasal. EIl MPL demostr6
su poder adyuvante por ambas vias [129].

Autoadyuvacion por el ADN? Laexplicacion al fe-
némeno de la respuesta intensa encontrada después
de la inoculacién intramuscular del ADN plasmidico
vacunal en tampon fosfato (PBS) reside, en parte, en
la naturaleza de la sefial de “peligro” que € propio
ADN vacunal induce. Las secuencias inmunoestimu-
ladoras presentes en el ADN de los organismos
procariontes (descritas en €l subacapite Derivados de
bacterias), son capaces de inducir la produccion de
citocinas como IL-12, TNF-a e IL-6 [130].

Adyuvantes y modulacién
de la tolerancia oral

Latoleranciaoral se puede definir como lainhibicion
de la respuesta Thl en la periferia, tanto por dosis
elevadas de antigeno capaces de inducir anergia y/o
delecion clonal, como por la induccion en mucosas
de células reguladoras Th2 o Th3. Por esta razon,
cualquier estrategia que favorezca la respuesta Thl
en detrimento de Th2 o Th3, debe eliminar la tole-
rancia oral, y viceversa [131]. En la opinion de los
autores de este trabajo, estos compuestos o estrate-
gias que potencian la tolerancia pueden considerarse
adyuvantes.

Derivados de bacterias. Como se describi6 anterior-
mente, la toxina del clera es uno de los adyuvantes
mucosales més potentes. Se ha comprobado que la
introduccion delaCT por viaoral junto con antigenos
no relacionados, elimina la tolerancia oral [132]. Sin
embargo, cuando una proteina es acoplada a la
subunidad B de la toxina del coleray administrada
oralmente, se produce una potenciacion de la tole-
rancia periférica [133-135].

Los lipopolisacéridos potencian la induccién de to-
lerancia oral y su actividad ha sido asociada con un
incremento en la expresion de IL-4, como se evidenci6
en el modelo de la proteina basica de la mielina [136].

Citocinas. Se ha comprobado que las citocinas ad-
ministradas oramente retienen su actividad biolGgica
[137]. Grandes dosis de IFN-g pueden eliminar la to-
lerancia oral [138] y se esperan resultados similares
de lalL-12 [139]. De hecho, se ha encontrado que €
uso de anticuerpos antilL-12 potencia la tolerancia
oral y esta asociado con € aumento de la secrecién de
TGF-b y la apoptosis de las células T [140]. En expe-
rimentos recientes, lalL-12 administrada mucosal men-
te no inhibi6 larespuesta de IgA inducida por latoxina
del cdlera, aunque e patron de células T auxiliadoras
si cambi6 con este tratamiento [141].

En el modelo de uveitis, laIL-2 potencialatoleran-
ciaora y estd asociada con un aumento en la produc-
cién de TGF-b, IL-4 e IL-10 en las placas de Peyer;
ademés, se ha comprobado que la administracion de
IL-4 potencia la tolerancia oral a bajas dosis y est4
asociada a un incremento en los niveles de coproanti-
cuerpos de tipo 1gA [142].

Lamanipulacion de latolerancia, asi como lamodu-
lacion de este fendmeno, tienen un auge crecienteen el
tratamiento de enfermedades alérgicas y autoinmu-
nes, y avisoran nuevas aplicaciones en el campo de las
enfermedades infecciosas cronicas. Laadyuvacion, en-
tendida como adicion de una sustancia o como estrate-

156

gia, congtituye una posibilidad de incrementar la efi-
cacia de este tipo de inmunomanipulaciones.

Nuevas estrategias de adyuvaciéon
en vacunas anticancer

Tradicionalmente, las vacunas contra e cancer han
empleado células tumorales enteras administradas con
adyuvantes o infectadas con virus, para incrementar
suinmunogenicidad. Con laidentificacion de antigenos
asociados a tumores y especificos de tumores, se han
disefiado vacunas de epitopos especificos. Compa-
radas con las vacunas de células enteras, las vacunas
de antigenos y epitopos son mas especificas y féci-
les de producir en grandes cantidades, pero pueden
ser menos inmunogénicas o pueden conducir a una
seleccion in vivo de variantes tumorales que no con-
tengan esos antigenos o epitopos. Las vacunas 6pti-
mas deben generar unainmunidad tanto humoral como
celular en los pacientes, y ambos pardmetros se han
correlacionado positivamente con lainduccion de res-
puestas clinicas beneficiosas. La seleccion del
adyuvante, la coestimulacién y el modo de adminis-
tracion, determinan el éxito de las vacunaciones y
pueden favorecer la induccién de respuestas celula-
res de tipo Thl o Th2, o de ambos. Varias vacunas
formadas por antigenos tumorales, antigenos asocia-
dos a tumores y anticuerpos antiidiotipicos que imi-
tan antigenos asociados a tumores, han entrado
recientemente en evaluacion clinica de fase 111 [143].

El aumento de la capacidad para mediar la regre-
sién tumoral, ha sido una meta fundamental en la
inmunologia tumoral. El progreso hacia este objetivo
se ha acel erado recientemente por laidentificacion de
antigenos de céncer, y por una mejor comprension
de los mecanismos de escape tumoral y de la res-
puesta inmune mediada por células T. La posibilidad
de generacién in vitro de células dendriticas a partir
de precursores de la sangre, hainiciado unanuevaera
en la inmunoterapia del cancer. El uso de las células
dendriticas como adyuvantes de vacunas contra el
cancer, ha permitido que se obtengan respuestas in-
munes medibles y, en unos pocos casos, respuestas
completas en pacientes con linfomas de células B y
melanomas [144].

En el caso del desarrollo de vacunas contra el can-
cer de mama, ciertos gangliésidos son antigenos aso-
ciados a tumores y constituyen blancos potenciales
paralainmunoterapia de este tipo de cancer. Un pro-
blema importante del uso de estos antigenos es su
pocainmunogenicidad. Se hareportado recientemen-
te la obtencion de proteoliposomas de tamafio muy
pequefio a partir de la membrana externa de
Neisseria meningitidis, en los que se han podido in-
corporar varios ganglidsidos. Esto ha aumentado sig-
nificativamente la inmunogenicidad, incluso de
ganglidsidos altamente tolerados [145].

Lasestrategiasvacunaesdirigidas contraHER-2/neu,
autoantigeno que se sobreexpresa en 15-30% de los
adenocarcinomas humanos, asi como contra otros
autoantigenos tumorales, también requieren el desa-
rrollo de métodos que sobrepongan un estado de res-
puesta a la tolerancia inmunolégica. Recientemente,
se desarrollaron candidatos vacunales basados en
péptidos que han sido adyuvados satisfactoriamente
con GM-CSF. Hasta el momento, todos los pacientes
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inmunizados con los péptidos HER-2/neu desarrolla-
ron respuestas especificas de células T [146].

Aunque ha habido progresos en la terapia biol 6gi-
cadel cancer colorrectal, alin queda mucho por hacer.
Los descubrimientos continuos relacionados con la
respuesta inmunoldgica contra los tumores, asegu-
ran el camino de los progresos futuros. Entre las es-
trategias vacunales, también se ha utilizado el
GM-CSF para reclutar CPA. El aumento del conoci-
miento sobre los antigenos apropiados para la vacu-
nacién, asi como el desarrollo de estrategias que
sobrepongan un estado de respuesta inmunol égica al
estado de tolerancia, serén pasos criticos en el éxito
de estas estrategias [147].

Conclusiones

Laevolucion del sistema inmune ha conllevado a una
adaptacion a las caracteristicas de los agentes infec-
ciosos —Ilos cuales son generalmente particulados y
en su mayoria estructuras lipidicas portadoras de pro-
teinas organizadas—, de forma tal que brindan pro-
teccion contra su genoma y lo envian a un sitio
intracelular que permite su replicacion. Por lo tanto,
no es sorprendente que la inoculacién de antigenos
gue son subunidades genere respuestas inmunes

Los adyuvantes estédn llamados a asistir a los
antigenos en la optimizacion de su capacidad como
inmundgenos, por lo que su seleccion debe contem-
plar las caracteristicas del antigeno y los mecanismos
de proteccion contra la enfermedad en cuestion.

Los adyuvantes han sido utilizados con diversos
objetivos: incrementar la inmunogenicidad de los
antigenos por las vias sistémica y mucosal; aumentar
el envio de antigenos a las células presentadoras profe-
sionaes; dirigir la respuesta en el sentido Thl o Th2;
promover respuestas citotoxicas; reducir el nimero
de inmunizaciones o la cantidad de antigeno requeri-
da para una inmunizacién protectora; incrementar,
optimizar o dirigir el procesamiento intracelular de
antigenos o ADN vacunal; aumentar la induccion de
tolerancia o sobreponerla; y potenciar fuertes res-
puestas a nivel de mucosas, tanto adyacentes como
remotas.

AUn esta por ver si se pueden resolver las limita-
ciones de los adyuvantes que se encuentran en ensa-
yos clinicos y preclinicos en la actualidad, dado que
existe unanecesidad urgente de producir vacunas efec-
tivas, apropiadas y viables comercialmente a partir
de los nuevos inmunégenos definidos y altamente
puros que estan disponibles a través de las nuevas

inapropiadas o subdptimas.
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