Compuestos inorgdnicos como adyuvantes de vacunas

Armando A Paneque-Quevedo N

Direccién de Produccién, Centro de Quimica Biomolecular, CQB
Calle 200 y Ave. 21, Atabey, Playa, La Habana, Cuba
armando.paneque@cgb.cu, armandopaneque@infomed.sld.cu,
panecu@yahoo.com

RESUMEN

REVISION

La propiedad adyuvante de los minerales fue descubierta en 1926, al observarse que una suspension de toxoide
diftérico precipitado con sulfato doble de aluminio y potasio proveia de una inmunogenicidad notablemente superior
al toxoide sin adyuvante. Desde entonces se han evaluado numerosas sales inorgénicas como adyuvantes de vacunas
y las Unicas aprobadas para su uso en seres humanos son la alumina, el fosfato e hidroxido de aluminio y el sulfato
de hidroxifosfato de aluminio. El fosfato de calcio se ha utilizado en algunas vacunas europeas. Las propiedades
adyuvantes de las sales inorgdnicas son muy dependientes del proceso de obtencién e inciden sobre los efectos
depésito y presentador atribuidos a estas. La no observancia de ello ha conducido al rechazo de muchas sales con
mejores propiedades adyuvantes que las tradicionales sales de aluminio. La aplicacién de los Gltimos avances de la
nanotecnologia y la alternativa de combinar adyuvantes han motivado la sintesis y evaluacién de nuevos adyuvantes.
En esta revisién se describen los adyuvantes inorgdnicos citados con mayor frecuencia y sus potencialidades para el
desarrollo de vacunas mas eficaces que las que poseen sales de aluminio como adyuvantes.
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ABSTRACT

Inorganic compounds as vaccine adjuvants. The adjuvant capacity of minerals was first discovered in 1926, when
a suspension of diphtheria toxoid precipitated with potassium aluminum sulfate was found to be significantly more
immunogenic than the same suspension in the absence of this compound. Although a large number of inorganic
salts has since been evaluated for this purpose, only alum, phosphate and aluminum hydroxide, and aluminum
sulfate hydroxyphosphate have been approved in humans, and calcium phosphate is included in some vaccines
manufactured in Europe. In the past, lack of awareness of the fact that the adjuvant properties of inorganic salts
are highly dependent on nuances of their production processes that directly affect the depot and presenting effects
attributed to adjuvants has led to the rejection of many compounds with potentially better adjuvant properties than
traditional aluminum salts. However, the application of recent advances in nanotechnology and the combination of
different adjuvants have led to the emergence and evaluation of a large number of new alternatives. The present
review describes the most frequently cited inorganic adjuvants, examining their potential for the development of

more potent vaccines than the current crop of products using aluminum-based compounds.
Keywords: inorganic adjuvants, aluminum salts, alum, vaccine

Introduccién

Los minerales son los constituyentes basicos de la cor-
teza terrestre y los componentes principales de los ferti-
lizantes, los productos quimicos, la industria del papel,
la pintura y la cosmética. En medicina se emplean co-
moingredientes farmacéuticos activos oaditivos en for-
mulaciones antidcidas y en suplementos nutricionales;
en formulaciones novedosas se emplean como exci-
pientes, trasportadores y encapsuladores; y en la formu-
lacion de vacunas se emplean como adyuvantes [1-3].

En la actualidad, la vacunacion es una de las in-
tervenciones médicas preventivas mas efectivas y se-
guras. Desde su descubrimiento, son el mejor medio
para prevenir enfermedades, y se consideran el mayor
logro de la salud publica de todos los tiempos [4]. Es-
tas inducen una respuesta inmune mas potente y pro-
longada cuando en su composicion quimica incluyen
un adyuvante [5-8].

Los adyuvantes son sustancias que en combinacion
con los antigenos favorecen la estimulacion del siste-
ma inmunitario y aumentan la efectividad de las vacu-
nas. La palabra adyuvante proviene del latin adjuva-
re, que significa “ayudar, asistir’ [7, 8]. La propiedad
adyuvante de los minerales fue descubierta por Gleny

et al. en 1926 cuando observaron que una suspension
de toxoide diftérico precipitado con sulfato doble de
aluminio y potasio, tenia una inmunogenicidad nota-
blemente superior a la del toxoide sin adyuvante [9].

Los trabajos de revision mas recientes sobre adyu-
vantes, se enfocan mas en aquellos inmunoestimu-
ladores (saponinas-QS21, oligonucledtidos CpG, li-
popolisacaridos, monofosforil lipido A, citoquinas),
en los de naturaleza lipidica (liposomas, virosomas,
cochleates), en los llamados particulados (particulas
de polaxamero, semejantes a los virus), y solo dedican
algunas lineas para comentar las tradicionales sales de
aluminio [4, 5].

Muy pocos estudios profundizan en los otros com-
puestos inorganicos, dando la falsa idea de que los
adyuvantes inorganicos s6lidos son un campo agota-
do, y que la comunidad cientifica debe concentrarse
mas en los adyuvantes provenientes de productos que
actien como fuentes de sefiales de peligro para el sis-
tema inmunitario. Sin embargo, el adyuvante optimo
para todos los antigenos no se ha encontrado y mu-
chos candidatos muy potentes se han rechazado por
problemas de estabilidad, toxicidad y el elevado costo
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de los procesos para su obtencion [10-12].

Un analisis detallado de las fuentes y el procedi-
miento para la obtencion de los minerales utilizados
como adyuvantes sugiere que controlando las condi-
ciones de obtencion de algunos de estos y modifican-
do sus propiedades quimico-fisicas, es posible obtener
adyuvantes que solos o unidos a otros adquieren pro-
piedades de adyuvacion muy superiores a las de las
tradicionales sales de aluminio.

Esta revision resume informacion sobre los com-
puestos inorganicos sélidos utilizados como adyuvan-
tes en formulaciones vacunales para su uso en seres
humanos, en la medicina veterinaria y para la obten-
cion de anticuerpos. Se enfoca en los detalles estruc-
turales de algunos de estos compuestos que, por su
importancia, se ha publicado abundante informacion.
El resto de los materiales que no se han aplicado en la
clinica en formulaciones vacunales, no se discuten de
manera pormenorizada; solo se describen los tipos de
estudio en que se utilizaron.

Mecanismo de accién

Los adyuvantes vacunales forman un depodsito en el
sitio de la inyeccion, donde se libera lentamente el
antigeno y se mantiene durante mas tiempo. Este fe-
ndémeno provoca una respuesta inmunitaria de mayor
intensidad. Por mucho tiempo se considerd que era su
unico o principal mecanismo de accion [13-16].

Se conoce que las acciones de los adyuvantes son
mas complejas, y que ademas de la persistencia fisica,
promueven fenémenos inflamatorios con liberacion de
citoquinas y una intervencion mas eficaz de las células
presentadoras de antigeno. Ello se debe a su naturaleza
particulada y su tamafio inferior a 10 pm, que favore-
cen su reconocimiento. De este modo, el antigeno se li-
beraal sistema inmunitario de forma mas efectiva. Tam-
bién se han descrito los mecanismos de estimulacién
de células inmunocompetentes mediante la activacion
del complemento, la induccion de eosinofilia en el
sitio de la inyeccion y la activacion de macrofagos [8].

En el afio 2008, varios grupos de inmunélogos pro-
pusieron que la activacion del complejo inflamasoma,
un complejo de proteinas con varias funciones en el
sistema de defensa natural [5], era otro de los meca-
nismos de accion. Se considera que el factor que esti-
mula este mecanismo es la naturaleza particulada del
adyuvante y no su naturaleza quimica [17, 18].

Limitaciones

Las limitaciones de estos adyuvantes incluyen reac-
ciones adversas locales como inflamacion, granulo-
mas, abscesos y la induccidon de respuestas inmunes
caracterizadas por la produccion de inmunoglobuli-
na E (IgE), asociadas con reacciones alérgicas. Ade-
mas, no son tan potentes en la induccion de anticuer-
pos, ni efectivos en la induccion del patrén auxiliador
de células T auxiliadoras tipo 1 (Thl) protector para
microrganismos de vida intracelular, especificamente
células T citotoxicas [19-26].

Por lo general, las estructuras cristalinas de estos
compuestos se modifican cuando disminuye la tem-
peratura. Se ha postulado que durante la congelacion
y cristalizacion del disolvente, las particulas coloidales
se concentran en regiones llamadas ‘concentrados por
congelacion’. Las particulas suspendidas en estas re-
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giones se aproximan estrechamente unas a otras hasta
vencer las fuerzas repulsivas y formar un sistema de
particulas coaguladas o aglomeradas. Una vez coagu-
ladas, la suspension original no se puede reproducir
[27]. La ruptura irreversible de la estructura del gel
afecta la estabilidad fisica de las vacunas y, conse-
cuentemente, ocurre una disminucion notable de su
potencia [28]. Por tales razones, no se logran producir
vacunas liofilizadas con estos adyuvantes. Ademas, se
recomienda no almacenarlas en torno a 0 °C.

Adsorcién

El aumento de la respuesta inmune provocada por los
adyuvantes inorgdnicos depende de sus estructuras,
propiedades y mecanismos de adsorcion. Se ha pos-
tulado que los principales mecanismos de adsorcion
entre los antigenos y los adyuvantes son las fuerzas
de atraccion electrostaticas, el intercambio de ligan-
do y las interacciones hidrofébicas. Sin embargo, en
algunos sistemas se considera que las fuerzas de Van
der Waals y los enlaces de hidrogeno también contri-
buyen a la adsorcion [29-31].

Las propiedades de los adyuvantes inorganicos que
mayor impacto tienen sobre la adsorcion son el tama-
flo medio de la particula, la morfologia y la carga su-
perficial. Esta tltima es el pardmetro mas importante
para optimizar la adsorcion del antigeno. Los adyu-
vantes con un punto de carga cero por encima del pH
fisiologico, estaran cargados positivamente y adsor-
beran los antigenos cargados negativamente. Mientras
que aquellos con puntos de carga cero inferiores al pH
fisiologico, adsorberan los antigenos cargados positi-
vamente. Las interacciones hidrofobicas y de Van der
Waals predominaran cuando los valores del punto de
carga cero del adyuvante y del punto isoeléctrico del
antigeno sean muy similares. El grado de adsorcion
dependera de la naturaleza y la concentracion del anti-
geno, de la presencia de sales e iones como tampones
y del pH de la mezcla resultante [32, 33].

Recientemente se plante6 que durante la adsorcion
pueden ocurrir cambios estructurales en el antigeno
adsorbido. Esta transformacion estructural puede in-
crementar la susceptibilidad del antigeno a los proce-
sos de proteolisis por el sistema inmunitario y favore-
cer la presentacion del antigeno [34, 35].

Compuestos inorgdnicos empleados
como adyuvantes

Sales de aluminio

Las sales de aluminio son los adyuvantes mas utiliza-
dos en la vacunologia. El primer adyuvante que se uso
fue el sulfato doble de aluminio y potasio (KAI(SO,),
x 12 H,0), para la obtencion de los aluminatos de
toxoide tetanico (TT) y toxoide diftérico. Sus carac-
teristicas son muy similares a las del fosfato de alu-
minio [36].

El hidroxido y fosfato de aluminio y posterior-
mente el sulfato de hidroxifosfato de aluminio son
los unicos adyuvantes de aluminio aprobados para
emplear en las vacunas licenciadas actualmente para
seres humanos. La cantidad de aluminio esta limitada
a no mas de 0.85 mg/dosis, en EE.UU. En 1981, el
nivel permisible se elevo hasta 1.25 mg, en Europa. A
continuacion se resumen algunas vacunas aprobadas
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Tabla. Vacunas con adyuvantes inorgdnicos aprobadas para su uso en seres humanos

Tipo de vacuna Vacuna Adyuvante Contenido de AI** Productor
Antimeningocécica BC ~ VA-Mengoc-BC® Al(OH), 2 mg Instituto Finlay, Cuba
Antineumocécica Prevenar® AIPO, 0.125 mg Wyeth Pharmaceuticals Inc.
Prevenar 13® AlPO, 0.125 mg
Antrax absorbido BioThrax® Al(OH), 1.2 mg/mL BioPort Corporation
DT DT adsorbidos USP Alomina <0.25mg Sanofi Pasteur Inc.
Decavac® <0.28mg
Td (genérico) < 0.28 mg
DTaP Boostrix® Alomina < 0.39 mg GlaxoSmithKline
Infanrix® Al(OH), =< 0.625 mg
Kinrix®* Al(OH), < 0.6 mg
Adacel® AlPO, 1.5 mg Sanofi Pasteur Inc.
Daptacel® AlPO, 0.33 mg
Tripedia® Alumina <0.17 mg
DTaP y Hib TriHIBit® Alomina <0.17 mg Sanofi Pasteur Inc.
DTaP, hepatitis B, IPV Pediarix® AIPO, y AI(OH), 0.85 mg GlaxoSmithKline
DTaP IPV, Hib Pentacel® AlPO, 0.33 mg Sanofi Pasteur Inc.
Hepatitis A inactivada Havrix® Al(OH), 0.5 mg/mL GlaxoSmithKline
Vaqta® Al(OH), 0.45 mg/mL Merck & Co., Inc.
Hepatitis B Engerix-B® Al(OH), < 0.5 mg/mL GlaxoSmithKline
Recombivax HB® Al(OH), < 0.5 mg/mL Merck & Co., Inc.
Hepatitis Ay B Twinrix® AIPO, y Al(OH), 0.45 mg/mL GlaxoSmithKline
Hib PedvaxHIB® AlL(PO,) (OH) (SO,) 0.22 mg Merck & Co., Inc.
Hib y hepatitis B Comvax® Al(OH), amorfo 0.225 mg Merck & Co., Inc.
HPV Cervarix® Al(OH), 0.5 mg GlaxoSmithKline
Gardasil® Al(PO,) (OH) (SO,) 0.22 mg Merck & Co., Inc.
HPV tetravalente Gardasil® AlL(PO,) (OH) (SO,) 0.225 mg Merck & Co., Inc.
HPV2 bivalente Cervarix® AS04 (AI(OH),) 0.5 mg GlaxoSmithKline
Hepatitis B Fendrix® AS04 (AI(OH),) 0.5 mg GlaxoSmithKline
TT adsorbido IPAD-T Ca, (PO,), 1-3 mg/mL Instituto Pasteur, Francia

DT: toxoide diftérico y toxoide tetanico; DTaP: toxoide diftérico, toxoide tetdnico y pertusis acelular; Hib: Haemophilus influenzae,
tipo B; HPV: papilomavirus humano; IPV: vacuna de antipoliomielitica inactivada; TT: toxoide tetdnico.

* Kinrix® incluye ademaés la IPV.

para uso en seres humanos que emplean adyuvantes
inorganicos (Tabla) [37].

Stanley L Hem et al. estudiaron la naturaleza
quimico-fisica del hidroxido y el fosfato de aluminio,
y demostraron que el hidréxido de aluminio como
adyuvante es un solido cristalino [38-41]. Su estruc-
tura se corresponde con la del mineral oxihidroxido
de aluminio (AIO(OH)), conocido como bohemita,
que tiene una morfologia en forma de fibras con un
tamafio promedio de particula primario de 4.5 x 2.2
x 10 nm. Ello le proporciona una gran superficie para
la adsorcion de los antigenos. El punto de carga cero
tiene un valor de pH entre 9 y 11. Se comercializa bajo
la marca Alhydrogel [38-41].

EI AIPO, es un solido amorfo, no estequiométrico,
con una relacion variable de OH-PO,, que responde a
la férmula quimica de AI(OH)_(PO,) . Su morfologia
es en laminas y el tamafio primario de la particula es
de alrededor de 50 nm. Su punto de carga cero tiene
un valor de pH entre 5 y 7. Se comercializa bajo el
nombre de Adju-Phos [42].

En estos complejos, el acuo-ién A" ocupa posi-
ciones tetraédricas y octaédricas. La carga neta super-
ficial de estos dos adyuvantes influye en el modo de
unirse a los antigenos, y en su liberacion después de la
inyeccion y exposicion al suero fisiologico, el cual es
muy proximo al pH neutro [41]. En disolucion, ambos
adyuvantes forman agregados porosos con diametros
que varian de 1 a 10 nm.

Las velocidades de disolucion de estos dos adyu-
vantes en el fluido intersticial in vitro e in vivo también
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son diferentes. El fosfato se disuelve relativamente ra-
pido, mientras que el hidroxido es dificil de disolver
in vitro, y puede persistir por periodos prolongados in
vivo. La disolucion de estas sales se favorece por la pre-
sencia de los acidos plasmatico, citrico, lactico, mali-
co, etc. Se calcula que al mes ya se ha solubilizado y
pasado a la circulacion sanguinea el 17 % si es con hi-
droxido y el 51 % si es con fosfato de aluminio [42].

Sulfato de hidroxifosfato de aluminio amorfo

El sulfato de hidroxifosfato de aluminio (AL(PO,)
(OH) (S0,)) es un compuesto producido por la com-
pafiia quimico farmacéutica Merck. Su estructura se
parece mas a la del fosfato de aluminio, pero sus pro-
piedades difieren entre si. Posee una estructura amor-
fa en malla y su punto de carga cero es de 7. Se utiliza
como adyuvante en una vacuna contra el virus del
papiloma humano. Tiene mayor afinidad para unirse
y estabilizar las particulas similares a virus (VLP) que
las otras sales de aluminio [43].

Cloruro de aluminio

El cloruro de aluminio es un compuesto anfotero que
se disuelve en agua y forma hidréxido de aluminio. Se
utiliz6 como adyuvante para aumentar los volimenes
de antisueros contra el veneno de la cobra [44, 45].

Hidroxicarbonato de aluminio

El hidroxicarbonato de aluminio (Alum HC) se forma
cuando el anién carbonato se une al aluminio en la
estructura del gel de hidroxido de aluminio. Frecuen-
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temente se utiliza como antiacido. Su efecto adyuvan-
te se compard con el de otros 24 adyuvantes, para la
induccion de la respuesta inmune humoral contra el
virus de inmunodeficiencia humana tipo 2 (VIH-2) en
ratones. Se demostré que, al igual que los otros adyu-
vantes de aluminio, induce anticuerpos contra la pro-
teina gpl20 de la envoltura externa [46].

Silicato de aluminio

Los silicatos de aluminio (Al,SiO,) aparecen en la na-
turaleza como formas hidratadas. Se han usado amplia-
mente en la industria farmacéutica y dental. La bento-
nita al 1 % es la forma estudiada como adyuvante en
vacunas. Se ensay6 para aumentar la respuesta de IgE
en animales de experimentacion con resultados positi-
vos en la produccion del anticuerpo IgG1. Su compor-
tamiento fue similar al compararlo con la alimina [47].
También se empleo al 2 % en un estudio para evaluar la
eficacia de cuatro adyuvantes en el aumento de los vo-
ltmenes de anticuerpos contra la rabia en caballos [48].

En un estudio mas reciente en ovejas se demostrd
que la vacuna de enterotoxemia adsorbida en bentonita
es mejor, desde el punto de vista econémico, que la
adsorbida en sulfato doble de aluminio y potasio [49].

Meétodos de obtencién de las sales de aluminio

Los ¢xidos e hidroxidos de aluminio se preparan ge-
neralmente adicionando disoluciones de NaOH o NH,
a una disolucion de alguna sal de aluminio (AICI,,
KAI(SO,), x 12H,0). Los otros compuestos se ob-
tienen de igual manera, pero adicionando, al mismo
tiempo, una sal de fosfato (Na,HPO,, NaH,PO,), bi-
carbonato o sulfato, etc. Las propiedades del gel re-
sultante, que incluyen el area y la carga superficial, la
composicion quimica y la estructura dependen nota-
blemente del proceso de produccion. Diversos facto-
res como el pH, la temperatura, la concentracion y los
parametros técnicos (la geometria del reactor y la ve-
locidad de mezclado), entre otros, influyen en la cali-
dad del gel resultante, que se mide por el contenido de
aluminio y de algunos iones (nitratos, sodio, cloruros,
sulfatos), la esterilidad, la viscosidad, las propiedades
de sedimentacion, la capacidad adsorbida, el punto de
carga cero, entre otros [50].

Durante el proceso de obtencion de estos geles se
forman varias estructuras hidratadas amorfas con di-
ferentes especies de aluminio en equilibrios multiples.
Por ejemplo, en una disolucién acuosa a valores de
pH menores de 3, el aluminio existe como el acuo i6n
complejo [Al(H,O) ", usualmente abreviado como
A", Al aumentar ligeramente el pH, el [Al(H,0)]*
experimenta un proceso de desprotonacion sucesiva,
formando el i6n [Al(H,0),(OH)]*" y una serie de hi-
drocomplejos [51, 52]. A un pH cercano a 7 comienza
la precipitacion del AI(OH),. Finalmente, a pH basico,
el Al(OH), se redisuelve y se forma el i6n aluminato
[AI(OH),].

Sales de calcio

Fosfato de calcio

El fosfato de calcio fue originalmente desarrollado
por el Profesor Edgar H Relyveld, del Instituto Pasteur,
como alternativa a los adyuvantes de aluminio. Desde
entonces se empled como adyuvante en las vacunas
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contra la difteria, el tétano, la tosferina, la poliomie-
litis, el bacilo de Calmette-Guérin (BCG), la fiebre
amarilla, el sarampion, la hepatitis B y varios alérge-
nos [53-55].

Aunque tiene propiedades similares a los compues-
tos de aluminio, esta sal posee varias ventajas poten-
ciales. Es un constituyente normal del cuerpo humano
y, como tal, es bien tolerada; adsorbe eficientemente
los antigenos y se libera lentamente; y genera nive-
les elevados de anticuerpos IgG. No incrementa la
produccion de IgE, por lo que es mas segura contra
reacciones adversas a largo plazo, que solo se pue-
den reconocer después de muchos afos en la etapa de
poscomercializacion de las vacunas. Tras la adminis-
tracion de vacunas contra Bordetella pertussis adsor-
bidas con este adyuvante se han observado reacciones
neurologicas esporadicas. La Organizacion Mundial
de la Salud y la farmacopea Europea recomiendan una
concentracion limite de 1.3 mg de calcio/dosis [56].

El fosfato de calcio adyuvante tiene una compo-
sicion quimica cercana a la formula Ca,(PO,),. Me-
diante las técnicas de difraccion de rayos X, la espec-
troscopia infrarroja, el andlisis térmico, entre otras,
se demostrd que el fosfato de calcio comercial es
una hidroxiapatita no estequiométrica: Ca,, (HPO,)
(PO, (OH), . Lax varia de cero a dos. La carga su-
perficial es dependiente del pH y su punto de carga
cero es igual a 5.5. Como consecuencia, presenta una
carga superficial negativa al pH fisiologico y adsorbe
electrostaticamente antigenos con carga positiva. La
presencia de los grupos hidroxilos permite al adyu-
vante adsorber antigenos fosforilados por intercam-
bio de ligando con los hidroxilos superficiales [57].

Las propiedades del adyuvante son notablemente
dependientes de las condiciones de precipitacion al
igual que las sales de aluminio. El precipitado de fos-
fato de calcio obtenido mediante la mezcla rapida de
los reaccionantes, adsorbe el 100 % de toxoide difté-
rico, mientras que el producido con la adicion lenta
solo adsorbe el 58 % de la misma dosis de toxoide
diftérico. Esto se debe a que la relacion molar Ca/P
en el complejo varia de 1.35 a 1.83 en funcion de la
velocidad de mezclado [58].

Recientemente se han sintetizado nanoparticulas de
fosfato de calcio con mejores propiedades adyuvantes
y quimico-fisicas, muy diferentes al fosfato de calcio
utilizado tradicionalmente como adyuvante [59]. Esta
nueva forma provoca poca inflamacion en el sitio de
aplicacion de la vacuna, induce mayores respuestas
IgG2a y menores respuestas IgE cuando se compara
con los adyuvantes de aluminio. Se plantea que su uso
puede ser una buena alternativa para antigenos vira-
les. Ademas, estas nanoparticulas se evaluaron como
adyuvantes en vacunas de administracion intranasal,
para generar respuestas inmunomucosales en modelos
animales [59-62]. Este fosfato de calcio nanoestructu-
rado es un buen ejemplo de como modificando el tama-
o y la morfologia de una sustancia conocida se puede
lograr otra con propiedades adyuvantes superiores.

Alginato de calcio

El alginato de calcio se forma a partir del alginato de
sodio. Este ultimo polimeriza en presencia de calcio y
forma depositos con el antigeno adsorbido. Su efecto
adyuvante se estudio en ratones para la generacion de
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anticuerpos contra el veneno de Bothrops asper. Su
eficacia también se ha evaluado en vacunas antibac-
terianas, antivirales y antitoxoides en ratones, y se ha
demostrado que es mas efectivo en la produccion de
anticuerpos que con las otras vacunas antitifoideas
[63]. Su propiedad adyuvante es inferior a la del adyu-
vante de Freund y no ejerce accion adyuvante cuando
se une al toxoide diftérico [64, 65].

Cloruro de calcio

El cloruro de calcio mezclado con liposomas (que
forma cocleatos de estructura cilindrica) se ha eva-
luado como adyuvante en vacunas administradas por
via intranasal para generar respuesta inmune mucosal
en modelos de animales [66]. Mas recientemente se
ha demostrado su eficacia en la formulacion AMVAD
(archaeal lipid mucosal vaccine adjuvant and deli-
very) basada en lipidos de arqueobacterias, adminis-
trada por via intranasal para promover una respuesta
inmune sistémica duradera en ratones [67].

Compuestos de magnesio

El hidroxido de magnesio cristalino se ha empleado en
una mezcla de igual proporcion con hidroxicarbonato
de aluminio amorfo. Se conoce comercialmente con el
nombre de Imject Alum®. Su efectividad se demostrd
en ratones, pero no se ha empleado en vacunas para
seres humanos [68, 69].

Otra sal de magnesio estudiada fue el hidroxicarbona-
to de magnesio pentahidratado. En ratones se demos-
trd que es mas potente para inducir anticuerpos espe-
cificos a TT que el hidroxido de aluminio utilizado
como adyuvante [70].

Sales de hierro

Fosfato de hierro

El fosfato de hierro es un compuesto amorfo con un ta-
maifio de particula promedio entre 0.01 um y 300 pum.
Estudios en ratones indicaron que su grado de tole-
rancia es similar al hidroxido de aluminio. Posee la
propiedad de incrementar los niveles de IgG1; pero
no es superior cuando se compara con el hidroxido
de aluminio; aunque si mayor al hidroxido de hierro.
Su cantidad esta limitada entre 0.2 y 1.4 mg de hierro
por dosis [71].

Hierro coloidal

El hierro coloidal esta constituido por una mezcla de
hidroxido y de 6xido de hierro (III), que puede tener di-
ferentes grados de hidratacion y estequiometria. Tiene
un tamafio de particula entre 1 y 500 nm, y su capa-
cidad adyuvante es similar a la del hidroxido de alu-
minio. Sin embargo, tiene la ventaja de potenciar la
generacion de linfocitos T citotdxicos. En animales de
experimentacion (ratones) se demostrd que aumenta la
inmunogenicidad del TT y del virus de la encefalitis
transmitida por garrapatas (TBEV) inactivado. Este ti-
po de coloide posee propiedades de adsorcion superio-
res a la del hidréxido de hierro en forma de gel, por lo
que adsorbe un mayor niimero de proteinas [72, 73].

Hierro carbonilico

El hierro carbonilico se caracteriza por formar par-
ticulas esféricas con un potente efecto adyuvante en
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la induccion de encefalomielitis alérgica en ratas. La
actividad adyuvante también se encontrd en suspen-
siones de Kaolin, pero no en otras formas del hierro
metalico, como el 6xido de hierro y el hierro dextrana.
El hierro carbonilico podria convertirse en un mate-
rial util para la investigacion de los mecanismos de
adyuvacion y de inmunologia celular por sus propie-
dades magnéticas y facil deteccion [74].

Con respecto a otros, los adyuvantes de hierro des-
critos tienen la desventaja de que sus areas superfi-
ciales son pequenas, lo que significa que consiguen
una menor adsorcion de antigenos. Ademads, estos
compuestos son absorbidos en menor magnitud y ve-
locidad por el organismo.

Compuestos de cinc

Oxido de cinc

El efecto adyuvante del 6xido de cinc se ha evaluado
en ratones y se demostré que actlia sobre el sistema
inmune estimulando la respuesta Th2. Otros estudios
sugieren que el 6xido de cinc es un adyuvante mas se-
guro que el hidroxido de aluminio porque estimula la
respuesta inmune con mayor potencia, posee baja toxi-
cidad e induce una débil respuesta alérgica [75, 76].

Sulfato de cinc

El sulfato de cinc se empled como adyuvante en for-
mulaciones para tratamiento topico [77]. Ademas se
estudid su efecto sobre la respuesta inmunoldgica de
una vacuna recombinante de hepatitis B en ancianos.
La investigacion revel6 que el sulfato de cinc no ejer-
ce ningun efecto sobre los niveles de inmunidad en
los ancianos [78].

Hidréxido de cinc

Se ha descrito que el hidroxido de cinc tiene propieda-
des adsorbentes ante proteinas y antigenos. En ratones
y cerdos se demostrd que estimula tanto la respuesta
inmune celular como la humoral. La adicion de le-
citina aumenta el efecto adyuvante e incrementa la
tolerancia local de las vacunas con hidroxido de cinc
[78].

El hidréoxido de cinc, combinado con hidroxido de
calcio, lecitina y poli-alfa-olefina hidrogenado tienen
una propiedad adyuvante superior al de estas sales por
separado.

En otros estudios en ratones y cerdos también se
evaluaron el cloruro y el acetato de cinc y se demostrod
que no tienen efecto adyuvante medible y que poseen
una baja tolerancia local [78].

Cloruro de manganeso

El efecto adyuvante del cloruro de manganeso se ex-
perimento en ratones. Tiene la propiedad de aumentar
la actividad de las células citotoxicas naturales (NK).
Actiia de forma similar a aquellas moléculas mas
complejas que inducen la produccion de interferon
[79-81].

Sales de circonio

Se han evaluado varias sales de circonio: lactato de
sodio y circonio, lactato de circonio y aluminio, oxi-
cloruro de circonio, glicinato de aluminio y circonio
¢ hidréxido de circonio. Se ha encontrado que estos
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compuestos estimulan la respuesta inmune a partir de
una mayor produccion de anticuerpos IgM en ratones.
Aunque no se explica detalladamente, se plantea que
induce una produccién de anticuerpos prolongada.

Con la excepcion del hidroxido de circonio
(Zr(OH),), se ha encontrado que existe una relacion
entre la propiedad de estos compuestos de inducir una
inflamacién crénica y de activar la cascada del com-
plemento en cerdos [16, 82].

Nitrato de cerio

El nitrato de cerio (Ce(NO,),) existe en varias for-
mas. La mas utilizada en medicina es la sal hidratada
(Ce(NO,), x 6H,0). En la actualidad el nitrato de cerio
se emplea como adyuvante en cremas de sulfadiazina
de plata. También se evalu6 in vitro la propiedad del
oxido de cerio de adsorber proteinas y su captacion
por las células de adenocarcinoma del pulmon [83].

Sales de berilio

En un estudio en ratones susceptibles a Leishmania
spp., se demostrd que el sulfato de berilio actia como
un adyuvante que promueve significativamente la
producciéon de interferon gamma (IFN-y). La pro-
piedad del berilio de sinergizar con la interleuquina
12 (IL-12) para promover la produccion de citoqui-
nas de patrén Th1, es un elemento importante que se
pudiera evaluar para su desarrollo como adyuvante
de vacunas [84]. El 6xido de berilio (Be(OH),) se ha
explorado como adyuvante en animales de experi-
mentacion [85].

Oxidos
Aerosil

El aerosil 200 (11 % w/v) es el dioxido de silicio
muy disperso que se emplea como sustancia auxiliar
en formulaciones farmacéuticas y cosméticas. Esta
forma del dioxido de silicio se distingue por sus pro-
piedades hidréfilas. El aerosil R972 (1 %, p/v) es un
dioxido de silicio hidréfobo muy disperso. Se utiliza
en la obtenciéon de comprimidos a partir de polvos o
granulos higroscopicos [46]. Ambos 6xidos se evalua-
ron en ratones con antigenos del VIH-2 inactivado, y
se demostré que inducen anticuerpos contra la glico-
proteina de la membrana externa del virus gp120.

Otros 6xidos

La propiedades adyuvantes de la silica (SiO,), el talco
(Mg,Si,0, (OH),), y los compuestos AL,O,, 6xidos de
estafio (Sn0O,), 6xidos de circonio (Zr0O,), la hematita
(Fe,0,) y la magnetita (Fe,0,) se evaluaron en ratas
utilizando como antigeno la proteina ovoalblimina
[86]. En ese estudio se concluyd que la respuesta de
anticuerpos aumenté moderadamente al administrar
el 6xido de aluminio, la hematita y la magnetita. Los
oxidos de estafio y circonio provocaron un efecto muy
pequeiio. En ese estudio no se pudo correlacionar
la hidrofobicidad e hidrofilidad de los 6xidos con la
magnitud de sus efectos adyuvantes.

Mezclas de adyuvantes

Algamulina

Cooper et al. [87] combinaron el hidroxido de alu-
minio con la gamma inulina, polisacarido procedente
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de algas, aprovechando que la inulina es un potente
activador natural de la via alternativa del comple-
mento. Esta combinacion conocida como algamulina
ha potenciado la respuesta contra diversos antigenos
comerciales, como toxoide diftérico y TT, el virus sin-
citial respiratorio y la proteina E7 del virus del papi-
loma humano [87].

ASO4

El AS04 (sistema adyuvante 04) es uno de los pocos
adyuvantes modernos e innovadores autorizado para
su uso en la formulacion de vacunas profilacticas para
seres humanos. Su principal novedad es la asociacion
de dos adyuvantes de actividad complementaria: el
clasico hidroxido de aluminio y el monofosforil lipido
A (MPL). EI MPL es un lipopolisacéarido obtenido de
Salmonella minnesota que es purificado y detoxifica-
do, pero que mantiene intacta su propiedad de unirse
al receptor similar a Toll 4 (TLR-4). El adyuvante
AS04 se ha utilizado en una vacuna contra el virus
de la hepatitis B (comercializada como Fendrix®),
indicado preferentemente en enfermos en hemodiali-
sis y situaciones de inmunosupresion. También se ha
utilizado en una vacuna contra el virus del papiloma
humano (comercializada como Cervarix®) [88].

Imject Alum®

El hidroxido de aluminio-hidréxido de magnesio se
conoce comercialmente como Imject Alum® (Pierce
Biotechnology, USA). Es una mezcla en igual propor-
cion de hidroxicarbonato de aluminio amorfo con el
hidroxido de magnesio cristalino. Su composicion es
similar al antidcido Maalox®. Se ha usado solo en en-
sayos con animales, y se plantea que es un adyuvante
muy efectivo. Su accion transcurre por la activacion
del inflamasoma NLRP3 [89].

Vale destacar que la mezcla de adyuvantes podria
convertirse en una buena alternativa ante la ausencia
de un adyuvante que induzca una intensa y prolongada
respuesta Th2 mediada por anticuerpos y una poten-
te respuesta Thl, la cual es fundamental para combatir
virus y bacterias intracelulares. Ademas, en la compo-
sicion de la mezcla pudiera incluirse un transportador
que garantizaria que la respuesta inmune inducida
por la vacuna no solo seria mas eficaz sino también
dirigida.

Consideraciones

La mayor parte de los adyuvantes inorganicos se uti-
lizan en forma de gel, a pesar de reportes previos de
sales solubles en agua de metales divalentes y triva-
lentes que han demostrado ser eficaces adyuvantes,
como el gluconato de calcio, el gluconato de manga-
neso, el glicerofosfato de manganeso, el acetato de
aluminio y el salicilato de aluminio [90]. La calidad
de estos geles varia segun el fabricante y no siempre
poseen el efecto adyuvante deseado. Por ello, cada
productor de vacuna trata de desarrollar su propio
adyuvante [91].

En la mayoria de los estudios que evaltian para tales
fines a esta familia de compuestos, se han utilizado las
sales disponibles comercialmente sin tener en cuenta
sus propiedades quimico-fisicas, como el polimorfis-
mo, la constante de solubilidad, la energia de la red, la
naturaleza del enlace (covalente o i6nico), el pH del
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medio, el estado de oxidacion, el tamafio de la par-
ticula y la afinidad por adsorber sustancias inmuno-
génicas. Todas estas propiedades estan directamente
relacionadas con los efectos dep6sito y presentador
atribuidos a los adyuvantes. Como consecuencia, los
investigadores han rechazado sales de compuestos
con potencialidades para ser mejores adyuvantes que
las tradicionales sales de aluminio [92].

Las investigaciones en este campo avanzan no solo
hacia la obtencion de nuevos adyuvantes, sino tam-
bién hacia la obtencion de adyuvantes basados en los
ya existentes. Con el empleo de la nanotecnologia se
pueden obtener sales inorganicas a escala nanométrica
que favorece la captacion y adsorcion por las células
presentadoras de antigenos, particularmente de las
células dendriticas, y que muestran nuevas propieda-
des, entre ellas una mayor area superficial especifica
que incrementa su propiedad de adsorcion. El tamafio
nanométrico permite mimetizar mejor la naturaleza
particulada de los virus y las bacterias. Las nanoparti-
culas de fosfato de calcio y de 6xido de aluminio son
un ejemplo de ello.

El estudio, la obtencion y evaluacion de nuevos
polimorfos a partir de los compuestos conocidos y
seguros de aluminio y calcio, permitiran caracterizar
detalles estructurales, morfoldgicos y quimicos que

seran la base para la reevaluacion de adyuvantes ya
existentes, como las sales de cinc y hierro.

Las mezclas de adyuvantes se evaluan con ma-
yor frecuencia, de forma que se complementen sus
acciones sobre el sistema inmune. La mas avanzada
es el adyuvante AS04. Sin embargo, las mezclas de
adyuvantes inorganicos o la sintesis de minerales arti-
ficiales con la composicion quimica deseada para au-
mentar la potencia de las vacunas o reducir los efectos
adversos, no se han explotado lo suficiente.

La preparacion de un compuesto a partir de la com-
binacion del hidréxido de cinc (Zn(OH),, promotor
de patron Thl) con las tradicionales sales de calcio
y aluminio (promotor de patréon Th2) seria un buen
punto de partida con el fin de obtener el adyuvante
inorganico ideal.

Por estas razones, el uso de los compuestos inorga-
nicos como adyuvantes continta siendo un campo de
investigacion atractivo y en expansion. La aplicacion
de los ultimos avances de la nanotecnologia, junto
a la combinacion de adyuvantes o la preparacion de
compuestos nanoestructurados, integrados por sales o
iones que estimulen las respuestas humoral y celular
del sistema inmune por diferentes rutas de inmuniza-
cion, posibilitaran la obtencion de vacunas mas efica-
ces que las actuales.
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