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o re-emergentes, uno de los aspectos de mayor importancia es contar con adyuvantes que permitan
inducir una respuesta protectora efectiva con un adecuado perfil de seguridad. El hidréxido de aluminio

Palabras clave:

se ha utilizado como adyuvante en vacunas humanas desde 1926, y solo en los tltimos 10 afios se han
registrado algunos nuevos productos, a pesar de la enorme cantidad de candidatos propuestos, siendo la
toxicidad el principal factor que ha limitado su introduccién en la clinica. En este trabajo se actualizan los

ngﬁl‘]’;‘:tes altimos avances en cuanto a mecanismos de accion y toxicidad de los adyuvantes vacunales y se revisan
Eficacia los adyuvantes que han obtenido licencias sanitarias y otros que estan préximos a lograrlo.
Toxicidad © 2012 Elsevier Espaiia, S.L. Todos los derechos reservados.
Immunological adjuvants. Determinant factors in the efficacy-toxicity ratio
of the contemporary vaccines
ABSTRACT
Keywords: To achieve effective and safe vaccines for the prevention of not yet controlled or re-emergent infectious
AdJUYantS diseases, one of the more importance aspects is to have immunological adjuvants that allow inducing a
V;‘ﬁccmes protective immune response with an appropriate safety profile. Since 1926 the aluminium compounds
onciiicty have been used as adjuvants for human vaccines, and only in the last 10 years some new products have
v been registered. Although there an enormous quantity of proposed candidates, the toxicity is the main
factor that has limited their introduction into the clinic. In this work the mechanism of action are updated,
and the toxicity of the immunological adjuvants are revised, especially those that have obtained clinical
approval or are close to getting it.
© 2012 Elsevier Espafia, S.L. All rights reserved.
Introduccion reversion de la virulencia, fundamentalmente en personas inmu-

Las vacunas constituyen uno de los logros mas importantes en la
historia de la medicina, pues gracias a su empleo se han controlado
varias enfermedades infectocontagiosas. El principal objetivo de la
vacunacién preventiva es la induccién de una respuesta inmune
especifica contra un microorganismo patégeno que conduzca a la
proteccion contra la infeccion o la enfermedad causada por este y
que pueda lograrse su total erradicacién’. Al principio las vacunas
estaban formadas por microorganismos vivos atenuados o muer-
tos, y esto traia como consecuencia que con cierta frecuencia se
desarrollara la enfermedad en vez de la proteccion, debido a una
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nodeprimidas. Esto propici6 que surgiera una nueva generaciéon
de vacunas basadas en antigenos purificados, sintéticos o recombi-
nantes, los cuales son mas especificos pero menos inmunogénicos,
por lo que necesitan de componentes, denominados «adyuvantes»,
que incrementan la potencia, la calidad y la duracién (memoria)
de la respuesta inmune?. Los adyuvantes también contribuyen a
lograr una respuesta inmune efectiva en edades muy tempranas,
cuando el sistema inmune atn no esta suficientemente maduro
y es necesario vacunar contra enfermedades que afectan a nifios
en esas edades>, asi como también pueden mejorar el efecto pro-
tector de las vacunas en personas inmunodeprimidas y en edades
avanzadas®,

En este articulo se hace una revisién de los avances mas impor-
tantes sobre los mecanismos de acciéon y de toxicidad de los
adyuvantes como componentes esenciales en las vacunas, y se
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analizan las tendencias actuales en la investigacion, el desarrollo
y el uso clinico de estos productos.

Adyuvantes vacunales. Concepto y breve reseiia historica

Los adyuvantes (del latin adjuvare, «ayudar») son sustan-
cias de estructura quimica muy variada que se utilizan para
reforzar la respuesta inmune contra un antigeno administrado
simultaneamente®. Estos compuestos normalmente se utilizan
con varios propdsitos: a)como componente esencial de vacunas
humanas o veterinarias profilicticas o terapéuticas®3; b)para la
produccién de anticuerpos poli y monoclonales?; c)como herra-
mientas para estudiar la respuesta inflamatoria en biomodelos
experimentales'?, o d)en ensayos toxicoldgicos para evaluar res-
puestas de hipersensibilidad!!.

Los adyuvantes vacunales se introdujeron en la segunda década
del siglo xx, cuando Ramon observé que los caballos que des-
arrollaban abscesos en el sitio de inyeccién con toxoide diftérico
generaban mayores titulos de anticuerpos especificos que aquellos
que no los tenian'?. En 1926, Glenny et al. demostraron la acti-
vidad adyuvante de los compuestos de aluminio mediante el uso
de una vacuna de toxoide diftérico precipitado en alimina'?. En
1936, Freund et al. desarrollaron una emulsién de agua en aceite
mineral que contenia micobacterias muertas, conocida hoy como
«adyuvante completo de Freund» (ACF), considerado el adyuvante
mas poderoso, pero demasiado reactogénico para ser usado en
vacunas humanas, y tampoco en veterinarias'4. En 1956, Johnson
et al. demostraron la actividad adyuvante de la endotoxina lipopo-
lisacarida (LPS) proveniente de Salmonella typhosa'”, mientras que,
en 1974, Lederer et al. identificaron el muramildipéptido (MDP)
como un componente con actividad adyuvante de la micobacteria
presente en el ACF6,

A partir de estos trabajos pioneros comenzaron a proponerse
nuevos candidatos a adyuvantes, intentando reducir la toxicidad y
manteniendo la capacidad inmunoestimulante, para dar respuesta
a las vacunas de nueva generacién que comenzaban a surgir, basa-
das en antigenos purificados, sintéticos o recombinantes, que son
mas especificos pero menos inmunogénicos. Sin embargo, a pesar
de los esfuerzos realizados hasta hoy, muy pocos adyuvantes han
obtenido una licencia sanitaria para el uso en vacunas humanas
profilacticas®.

Clasificacion

Ha sido muy dificil lograr una 6ptima clasificacién de los adyu-
vantes, debido a la gran diversidad de estos productos y a que
en muchos casos adin no se conocen los mecanismos de accién.
Una de las primeras clasificaciones de los adyuvantes, hoy en des-
uso, la propuso Edelman'’, segin la cual los adyuvantes pueden
ser de 3 tipos: inmunoestimulantes activos, proteinas portadoras
y adyuvantes tipo vehiculo. Otra clasificacién basada en la natura-
leza de los adyuvantes los divide en adyuvantes de tipo gel, agentes
tensoactivos, productos bacterianos, productos basados en acei-
tes y emulsiones, adyuvantes particulados, proteinas de fusién y
lipopéptidos, a los que se afladen los inmunomoduladores e inmu-
noestimulantes como las citocinas y otros compuestos naturales
que activan el sistema inmune innato y que no estan incluidos en
ninguno de los grupos anteriores'8.

Una clasificaciéon basada en el mecanismo de accién es la pro-
puesta por Schijns, quien los categoriza en: a)facilitadores de la
seflal 1 (presentacién de antigenos); 2)facilitadores de la sefial 2
(coestimulaciéon), y 3)facilitadores de la sefial 3 (polarizacién a
Th1/Th2)'°. Mas recientemente, O’Hagan y Valiante clasificaron los
adyuvantes en: a)inmunopotenciadores (IP) y b) sistemas de libe-
raciéon (SL)20. A esta dltima clasificacién Pérez et al. incorporan

los inmunopolarizantes (IPz), para referirse a los adyuvantes que
polarizan la respuesta inmune en una direccién requerida para la
proteccién?!, la cual se corresponde con la sefial 3 en la clasificacién
de Schijns.

Mecanismos generales de accion de los adyuvantes

Segiin la clasificacién funcional de Schijns, los adyuvantes
acttian de diferentes maneras?2 (fig. 1):

Estimulacion de la sefial 1

Se basa en el concepto de que la estimulacién linfocitica depende
de la presentacién antigénica en los ganglios linfaticos regionales,
por medio de las células presentadoras de antigenos (CPA), fun-
damentalmente las células dendriticas. Los adyuvantes que tienen
un efecto de depésito y que garantizan una lenta y prolongada
liberacién de antigenosy que ademas reclutan CPA en el sitio de ino-
culacién, como por ejemplo los geles de aluminio y las emulsiones
oleosas, se incluyen dentro de este grupo.

Estimulacién de la sefial 2

La sefial 2 de activacién requiere la liberacién de citocinas en
forma soluble o de moléculas coestimuladoras de membrana en
las CPA para potenciar la estimulacion de la respuesta inmune
especifica?>24, Para esto se requiere una activacion previa de las
CPA, la cual puede efectuarse por 2 vias no excluyentes: a)Sefial 0,
que consiste en el reconocimiento de estructuras moleculares espe-
cificas presentes en los agentes patégenos, denominados PAMP (del
inglés pathogen-associated molecular pattern), los cuales se unen a
receptores de reconocimiento de patrones moleculares denomina-
dos PRR (del inglés pathogen-recognition receptor), especialmente
los TLR (del inglés Toll like-receptors), ubicados en la membrana
celular o en los endosomas??, o los NLR (del inglés Nod-like recep-
tors), ubicados en el citosol?®. Este modelo de reconocimiento fue
descrito por Janeway y se conoce como «modelo de lo propio y
lo extrafio»?’, por medio del cual varios adyuvantes, como los
lipopolisacaridos (LPS) de bacterias gramnegativas y su derivado
monofosforil lipido A (MLPA), oligodeonucleétidos que contienen
secuencias no metiladas de ADN bacteriano (CpG ODN), entre otros,
estimulan las células de la inmunidad innata. b) A través de molé-
culas endégenas denominadas sefiales de peligro, que se liberan
cuando hay necrosis celular. Es el conocido «<modelo del peligro o del
dafio» descrito por Matzinger28, el cual plantea que para que haya
estimulacién inmune debe existir un dafio celular. Estas molécu-
las endégenas, que pueden ser proteinas de choque térmico, acido
arico y acidos nucleicos, entre otros, también interactdan con los
TLR o con los NLR, promoviendo, al igual que los PAMP, la madura-
cién de células dendriticas e induciendo la liberacién de citocinas
proinflamatorias y otros mediadores que favorecen la respuesta
inmune'?. Varios adyuvantes acttian por este mecanismo, como las
saponinas, algunas emulsiones y el hidréxido de aluminio, los cua-
les producen citélisis??-32, Existen otros PRR que pueden reconocer
algunos adyuvantes y participar en su funcién inmunopotencia-
dora, como las lectinas tipo C3334 y los receptores tipo RIG3°3%, La
tabla 1 muestra varios ejemplos de adyuvantes y otros componen-
tes microbianos que estimulan el sistema inmune innato por medio
de su unién a PRR3%,

Estimulacion de la sefial 3

Las células de lainmunidad innata activadas son capaces a suvez
de activar a los linfocitos T auxiliadores inactivados (ThO), pola-
rizando la respuesta inmune hacia un patrén Th1, Th2, Th9, TfH,
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Figura 1. Mecanismos generales de accion de los adyuvantes. La inmunidad innata estd directamente relacionada con la estimulacién de una respuesta inmune antigeno-
especifica. Diversos adyuvantes contienen componentes microbianos (PAMP) que se unen a TLR de membrana o NLR citosélicos en las CPA (seiial 0), o pueden producir
cit6lisis en el sitio de inoculacién liberando moléculas endégenas (DAMP, del inglés: Danger-Associated Molecular Patterns) que también se unen a los TLR y NLR, conllevando
a la activacion de las CPA (tabla 1). Otros adyuvantes favorecen la presentacion antigénica (sefial 1) mediante el efecto depésito con reclutamiento de células dendriticas
para su traslado a los linfonodos regionales. La activacién de las CPA favorece la expresién de moléculas coestimuladoras de membrana o liberacién de mediadores solubles
(citocinas) que participan en la activaciéon de los linfocitos T inactivados o ThO (sefial 2). Los linfocitos T, una vez activados, pueden polarizarse hacia un patrén que puede
ser: Th1, Th2, Th9, TfH, Th17, Th22 o Treg (tabla 2), y en esto el tipo de adyuvante es determinante.

Th17, Th22 o Treg, determinado por el perfil de citocinas que libe-
reny otros factores (tabla 2). Esta polarizacién depende de factores
como el tipo de antigeno, la via de inoculacién y especialmente
el adyuvante empleado, aunque todavia no se conocen con exac-
titud los mecanismos que inducen hacia uno u otro patrén?2. Por
ejemplo, se conoce que antigenos derivados de helmintos, las hifas
de Candida albicans, la toxina colérica y otros, al igual que la via
mucosal, favorecen la polarizacién de la respuesta inmune hacia
un patrén Th2, a menos que se empleen adyuvantes capaces de
cambiar este patrén2>’. El hidréxido de aluminio y el MF59 son
adyuvantes con efecto polarizador hacia Th2383° mientras que
otros, como el monofosforil lipido A (MPL), derivado del LPS de Sal-
monella minessota“®, y los proteoliposomas de Neisseria meningitidis
B polarizan hacia un patrén Th12!.

Razones para utilizar adyuvantes en vacunas

Existen diversas razones para incorporar adyuvantes en vacu-
nas, especialmente para uso en humanos: a)incrementar la
respuestainmune especifica (seroconversién)en diversas poblacio-
nes y lograr una efectiva proteccién contra diversas enfermedades,
con especial interés en poblaciones con reducida capacidad de
inmunorrespuesta, como ocurre en lactantes y ancianos, asi como
en personas inmunodeprimidas; b)facilitar el uso de menores
cantidades de antigeno en una vacuna y asi alcanzar una mayor
cobertura de personas vacunadas, como ocurre durante pande-
mias como la influenza; c)también en este tipo de pandemias es
importante lograr una proteccién mas rapida de la poblacién para
reducir su propagacién; d) reducir las dosis de vacunas, mejorando
su aceptaciéon por las personas, disminuyendo los requerimien-
tos logisticos y mejorando el coste-beneficio, con un impacto de
particular importancia en paises subdesarrollados, y e)dirigir la
respuesta inmune para lograr mecanismos mas efectivos contra
determinadas enfermedades; por ejemplo, respuestas Th1 en vacu-
nas terapéuticas contra la alergia.

Un adyuvante «ideal» deberia reunir un grupo de requisitos rela-
cionados en la tabla 3 4!, Hasta hoy ningtn adyuvante cumple con
todas esas caracteristicas, y es poco probable que se obtenga uno
asi, ya que existen factores que no dependen del adyuvante, sino

del antigeno y de la especie en la cual serd utilizado. De todos
los requisitos, el que tiene mayor importancia en vacunas profi-
lacticas es la toxicidad, principal obstaculo para el avance de los
nuevos candidatos a adyuvantes hacia fases avanzadas de estudios
clinicos y su comercializacién. A continuacién se revisan las mani-
festaciones de toxicidad por los adyuvantes, reportadas tanto en
fases experimentales como durante su uso clinico.

Toxicidad de los adyuvantes

Ademas de la proteccién contra un microorganismo patégeno, la
estimulacién inducida por adyuvantes en el sistema inmune innato
y/o especifico puede propiciar también el desarrollo de reaccio-
nes téxicas, debido a la liberacién de mediadores biolégicamente
activos como las citocinas proinflamatorias, con efectos locales y
sistémicos que van mas alla del efecto deseado. Estas reacciones
son inmunotoéxicas por naturaleza, ya que tienen su origen en la
estimulacién del sistema inmune®Z.

Reacciones adversas locales

La inflamacién local es la reaccién mds frecuente en el sitio
de administraciéon. Puede ser transitoria y leve o mas duradera
e intensa, manifestindose con dolor local y eritema hasta la for-
macién de granulomas, quistes, abscesos, tlceras y necrosis*>. Los
hidrocarburos de cadenas cortas presentes en algunas emulsiones,
como el ACF, producen un efecto detergente que disuelve la bicapa
lipidica de la membrana celular causando lisis celular**. Un efecto
citolitico similar lo producen las saponinas derivadas de Quijalla
saponaria y sus fracciones purificadas?3?, asi como el hidréxido de
aluminio®24°, El efecto de dep6sito favorece la migracion de células
inmunocompetentes al sitio de inoculacién y la liberacién de cito-
cinas proinflamatorias que incrementan el reclutamiento celular,
asociado a edema y otros signos de toxicidad local, como mani-
festacion de una respuesta de hipersensibilidad retardada, la cual
es favorecida por sustancias no biodegradables, de alta viscosidad
o con tamafios de particulas mayores de 10 wm que dificultan el
proceso fagocitico*>47.
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Tabla 1

Ejemplos de adyuvantes y otros componentes microbianos que estimulan el sistema inmune por medio de su unién a PRR

PRR Adyuvantes Otros ligandos microbianos
TLR
TLR1/TLR2 MDP Triacil-lipopéptidos (Neisseria y micobacterias)
Pam3Cys
MALP2
TLR2 MDP Porinas, GPI-mucina, lipoproteinas,

Peptidoglucano de BCG

TLR2/TLR6 MDP
Pam2Cys
TLR3 Poly I:C
TLR4 LPS y analogos, MPLA
E6020, Peptidoglucano de BCG
Amynoalkyl-glucosaminide
TLR5 Flagelina bacteriana
TLR7/TLR8 Resiquimod, imiquimod, 3M-019, R-848, 3M
(compuesto 003)
TLR9 CpG
NLR
NOD1
NOD2 MDP
NLRP1 MDP
NLRP3 Adyuvantes de aluminio, chitosan, Quil-A, PLG,
MDP, silica
IPAF Flagelina bacteriana
RLRs
RIG-1

Lectina tipo C

Dectina-1 -glucano (hongos)
Mincle TDM (factor cuerda)
DC-SIGN Glucomananos
MMR

Glucanos, dextranos, lentinas, glucomananos,
galactomananos, Levans y xylanos

lipoarabinomanano, osfolipomananof, zymosan,
a-glucano, glucoproteinas de envoltura de
bacterias Gram+ y Gram—, Micobacteria, Neisseria,
virus, protozoos y hongos)

Diacil-lipopéptidos, acido lipoteicoico.
Micobacterias y bacterias Gram+

ds ARN

Glucoproteinas de envoltura, glicoinositol,
fosfolipidos, manano (bacterias Gram—, virus,
protozoos, Candida)

ss ARN (virus de ARN

Peptidoglucanos, acido diaminopimético (bacterias
Gram-—)

Peptidoglucanos, MDP (bacterias Gram— y Gram+)
MDP,toxina letal de B. antrax. Bacterias Gram+

y Gram- y toxinas bacterianas

ARN, ADN, MDP, toxinas bacterianas

Flagelina bacteriana

ds ARN corto, 5TP-ARN (virus)

a-manosa (hongos) glucolipidos (Micobacterias)

N-acetilglucosamina, manano
Manosa, fucosa (levadura)

BCG: bacilo de Calmette-Guerin; CpG: C fosfato G ADN; DC-SIGN: dendritic cells-specific ICAM-3 grabbing non-integrin; dsARN: acido ribonucleico de doble cadena; GPI:
glucosilfosfatidilinositol; IPAF: ice protease-activator factor; LPS: lipopolicararido; MALP-2: macrophage activating lipopeptide-2; MDP: muramildipétido; MMR: receptor de
manosa de macréfagos; MPLA: monofosforil lipido A; NLR: nucleotide binding domain type receptor (NOD); PLG: polilactide-coglucélido; PRR: pathogen recognition receptors;
RIG: retinoic acid- inducible gene 1; RLR: receptores tipo RIG; ssARN: acido ribonucleico de cadena simple; TLR: receptores tipo toll.

Se conservaron la mayoria de las siglas en inglés por ser las que se reconocen internacionalmente. Los datos fueron ampliados y actualizados a partir de la referencia 36.

La reaccién de Arthus se caracteriza por la formacién de com-
plejos inmunes inflamatorios entre los antigenos vacunales o el
adyuvante y anticuerpos preexistentes o componentes del com-
plemento. Esta es una de las razones por las cuales hay que
tratar que los adyuvantes estimulen la respuesta inmune con-
tra el antigeno pero no contra ellos mismos, ya que como estos
deben ser utilizados reiteradamente, se corre el riesgo de cau-
sar una excesiva sensibilizacién en las personas inmunizadas. La
reacciéon de Arthus a veces puede ser confundida con una hiper-
sensibilidad retardada, ya que las manifestaciones clinicas locales
son parecidas, pero a diferencia de este, su duracién es mas
corta®s,

La miofascitis macrofagica es una reaccién rara que fue repor-
tada por primera vez en Franciaen 1998°, y en estudios posteriores
se determiné que era causada por vacunas adyuvadas con hidré-
xido de aluminio®?, lo cual generé mucho debate e investigaciones
para confirmar esta teoria®!2, Esta reaccion se describe como un
infiltrado de macréfagos que contienen acumulaciones citoplasma-
ticas de cristales de aluminio, entre las fibras del masculo deltoides,
y se asocia a otras manifestaciones sistémicas, como fatiga cro-
nica y dolores musculares, en personas que han sido inmunizadas
repetidamente con vacunas que contienen hidréxido de aluminio,
tales como antihepatitis A (VHA), antihepatitis B (VHB) y toxoide
tetanico®>. Al parecer, la rareza de esta reaccién esta condicionada

Tabla 2
Diversificacion fenotipica y funcional de linfocitos T auxiliadores
Th1 Th2 Th9 Tfh Th17 Th22 Treg
Citocinas inductoras IL-12 IL-4 TGF-B IL-6, IL-6, IL-6 IL-2
IL-21 TGF-B TNF TGF-8
IL-21
Citocinas reforzadoras IFNy IL-10? ? ? IL-23 ? ?
Factores de transcripcién Tbet GATA3 IRF4 Bcl6 RORyt RORyt FoxP3
Statl, Stat6 Stat3 AHR
Stat2
Citocinas efectoras IFNy IL-4 IL-9 IL-14 IL-17 IL-22 1I-10
TNERB IL-5 IFNy IL-22 TGF-B
IL-13 IL-17
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Tabla 3
Caracteristicas de un adyuvante «ideal»

1. Seguro, que no produzca eventos adversos inmediatos o a largo plazo

2. Bien definido desde el punto de vista quimico

3. Bien definido en su mecanismo de accién

4. Biodegradable tras su administracion

5. Quimicamente estable en su envase por largo tiempo (al menos 2 afios)
y con pocas probabilidades de variaciones entre lotes

6. Capaz de desarrollar respuestas inmunes efectivas (alto porcentaje de
proteccién) utilizando bajas concentraciones de antigenos, con pocas
dosis y por diferentes vias de administracién, incluyendo las mucosas

7. Elevada eficacia contra cualquier antigeno

8. De facil preparaciéon

9. De bajo costo

por una susceptibilidad genética que se ha asociado a personas que
portan el gen HLA-DRB1*01°%,

Uno de los temas que mas se debate en la actualidad es la posi-
bilidad de que las vacunas aplicadas intranasalmente induzcan una
paralisis del nervio facial conocida como paralisis de Bell, después
del reporte de una significativa asociacién entre la aplicacién de
NasalFlu (Berna Biotech), una vacuna suiza inactivada contra la
influenza, que contiene virosomas y mutantes de la toxina ter-
molabil de Escherichia coli (LTK63) como adyuvante, y 46 casos
de paralisis de Bell®>. Segiin este estudio, hubo un intervalo de
31 a 60 dias desde la vacunacién hasta el inicio del cuadro clinico,
lo cual apunta a un mecanismo inmunolégico inducido mas que
a una toxicidad directa de la vacuna. La expresion de gangliési-
dos GM1 en las neuronas sensoriales olfatorias podria ser una via
de entrada de enterotoxinas usadas como adyuvantes intranasales
hacia el sistema nervioso central, produciendo una inflamacién del
nervio facial por un mecanismo aiin poco conocido°.

Finalmente, existen reportes del desarrollo de tumores tipo sar-
comas en el sitio de inoculacién de vacunas adyuvadas, pero hasta la
fecha solo se han observado en animales de compaiiia, fundamen-
talmente perros y gatos®’. Afortunadamente, hasta hoy no existen
reportes de este tipo en humanos.

Efectos toxicos sistémicos

Son una consecuencia de laliberacién masiva de citocinas proin-
flamatorias, que llegan a sitios distantes a través de la sangre®.

Respuesta de fase aguda

La inmunoestimulacién farmacolégica conlleva una serie de
reacciones conocidas colectivamente como «respuesta de fase
aguda» (RFA). Esta reaccién incluye fiebre, cefalea, artralgia, mial-
gia, escalofrios y malestar general que aparece en las primeras horas
después de la vacunacidn; el paciente se recupera en breve tiempo.
La RFA se inicia cuando el TNF-q, la IL-1 y la IL-6, denominadas
citocinas proinflamatorias, alcanzan niveles suficientes capaces de
modificar las funciones fisiolégicas distantes del sitio inductor®?,

Sindrome de escape vascular

Es una reaccién adversa seria observada tras la administracion
de IL-2 y otras citocinas®. Se caracteriza por un incremento de la
permeabilidad vascular con extravasaciéon de fluidos y proteinas,
edema intersticial, hipotensién arterial, congestién pulmonar, ana-
sarca en casos severos y fallo cardiovascular. La patogénesis del
dano endotelial es compleja y pobremente comprendida, e invo-
lucra la activacién o el dafio de las células endoteliales causados
por la liberacién de citocinas como IL-1, TNF-&, componentes del
complemento y otros mediadores inflamatorios, la alteracién en
la interaccién célula-célula y con el tejido conectivo. Este sindrome

constituye una limitacién para el uso de citocinas como adyuvantes
vacunales®0-61,

Induccion o agravamiento de enfermedades autoinmunes

Existen evidencias experimentales de que un antigeno propio
administrado con un adyuvante puede generar, en biomodelos ani-
males sensibles, una enfermedad autoinmune. Incluso pequefios
péptidos que tienen alguna similitud secuencial con estructuras
propias, bajo determinadas condiciones experimentales, pueden
inducir estos efectos®2. También existen reportes de pacientes que
han desarrollado enfermedades autoinmunes después de aplicar
determinadas vacunas, sospechiandose una relacién causal®?. En
linea con este debate, recientemente se ha reportado una nueva
entidad, denominada «sindrome autoinmune/inflamatorio indu-
cido por adyuvantes» (ASIA)®4, que atin necesita ser validada por
la comunidad cientifica®.

La aparicién de unareaccién autoinmune posvacunal es un fené-
meno complejo que depende de factores genéticos, inmunolégicos
—como el mimetismo molecular entre estructuras antigénicas y
propias—, una potente inmunoestimulacién y otros factores con-
currentes menos definidos®®.

Alergia

Aunque algunos adyuvantes, como los compuestos de aluminio,
inducen perfiles Th2, hasta la fecha no hay evidencias de reacciones
alérgicas de importancia clinica®®.

Modificacién del metabolismo hepdtico

La biotransformacién de farmacos por las enzimas del sistema
citocromo P 450 (CYP) se inhibe por la accién de una respuesta
inflamatoria y por la administracion del bacilo de Calmette Guerin
(BCG) y otras vacunas. Renton et al. reportaron problemas con la
eliminacién hepatica de teofilina después de la aplicacién de una
vacuna contra la influenza como una evidencia de este efecto. En
otros trabajos, estos autores demostraron que la liberacién de cito-
cinas, como IL-1, IL-2, IL-6, TNF, TGF-[3 e IFN, esta involucrada en
importantes modulaciones de la expresion de muchas isoformas de
CYP67‘68.

También se ha reportado un rapido decrecimiento en el con-
tenido total de P450 en el higado de ratas tratadas con FCA y la
disminucién selectiva de isoformas especificas de CYP, demostrado
por disminucién de los niveles de ARNm (CYP2B, CYP2CI1, CYP3A1
y CYP2E1), contenido proteico (CYP2B, CYP2C11 y CYP2E1) o acti-
vidad catalitica (CYP2C6, CYP2C11 y CYP2E1). Estas modificaciones
bioquimicas y metabdlicas pueden tener consecuencias farmacoci-
néticas y farmacodinamicas cuando los firmacos que son aclarados
en el higado son administrados en conjunto con FCA y otros poten-
tes inmunoestimuladores y vacunas®-7!,

Inmunotoxicidad embrio-fetal

El balance de la respuesta Th1/Th2 influye en el embarazo, ya
que larespuesta inmune materna tiene un perfil preferencial Th2 y
una disminucién del perfil Th172. Se ha reportado que la inyeccién
de altas dosis de CpG ODN, un adyuvante inductor de respuestas
Th1, en ratones C57BL/6 gestantes resulté en un marcado incre-
mento de la resorcion fetal y defectos craneofaciales, mientras que
bajas dosis evidenciaron muy pocos efectos’?, lo cual ha preocu-
pado a las autoridades reguladoras. A pesar de esto, se necesitan
nuevos estudios sobre la alteracién del sistema inmune indu-
cida por vacunas y adyuvantes en gestantes, asunto que requiere
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especial atencidon por el incremento del uso de vacunas en mujeres
en edad fértil’*,

Adyuvantes con registro sanitario para uso en vacunas
humanas profilacticas

Compuestos de aluminio

Los 3 compuestos empleados son el hidréxido (Al(OH)s3), el fos-
fato (Al4(OHPO4)3) y el sulfato fosfato (AIOHPO4S0O,4) de aluminio,
que pueden formularse con el antigeno durante el proceso de for-
macién del gel o por adsorcién del antigeno con el gel preformado?2.
El mecanismo de accién de los compuestos de aluminio dependen
fundamentalmente del efecto de depésito®® y de un efecto citolitico
en el sitio de inoculacién, con liberacién de moléculas end6genas
como acido drico y ADN que estimulan el inflamasoma Nalp3 como
una via importante en su accién adyuvante3!3275,

A pesar de considerarse poco téxico, este adyuvante produce
inflamacién local que puede llevar a la formacién de granulomas*°.
Otros efectos que se han atribuido al hidréxido de aluminio son
la miofascitis macrofagica®->° y otros trastornos autoinmunes’®,
En la actualidad, la polarizacién que induce hacia Th2 lo hace poco
efectivo para muchas vacunas de nueva generacion, lo cual ha esti-
mulado la basqueda de nuevos adyuvantes.

MF59

Es una nano-emulsién de aceite en agua que contiene un 4,3%
del aceite biodegradable de escualeno, estabilizado por 2 surfactan-
tes no iénicos: el Tween 80y el Span 85 (sorbitan trioleate), con una
fase continua de tampon citrato de baja fuerza iénica’’ . Este adyu-
vante interactia con las CPA en el sitio de inoculacién y participa en
el traslado de los antigenos hacia los linfonodos regionales, aumen-
tando la eficiencia de la presentacion antigénica y estimulando
una respuesta inmune significativa mediada por anticuerpos>°. Los
ensayos clinicos realizados han puesto en evidencia su escasa toxi-
cidad en humanos’’. Este adyuvante pertenece a la firma Novartis y
se utiliza en vacunas contra la influenza H5N1 y H5N3, con la que se
ha logrado una mayor proteccién en personas de edad avanzada?.

3-0-desacyl-4-monophosphoryl lipid A

Se extrae del LPS de S. minnesota R595. Mantiene las propieda-
des inmunoestimulantes del LPS sin su toxicidad caracteristica®’. El
3-0-desacyl-4-monophosphoryl lipid A (MPL) es un agonista del
TLR4 en las CPAy estimula la polarizacién hacia Th178. Actualmente
se estudia en numerosos ensayos clinicos en humanos y se emplea
en diversas vacunas formando parte de los sistemas adyuvantes
ASO1, ASO2 AS04, pertenecientes a la firma GlaxoSmithKline, y en
forma sintética en el adyuvante RC529 de Berna Biotech, con el
fin de mejorar las vacunas existentes y ampliar las posibilidades
de uso contra nuevas enfermedades, tanto con fines profilacticos
como terapéuticos’?.

Adjuvant System 04 (AS04)

Es un adyuvante acuoso que contiene una combinacién de
2 adyuvantes (50 g de MPL y 500 g de sales de aluminio) para
la induccién de respuestas protectoras tanto humorales como
celulares, con la activacién de la inmunidad innata a través de
TLR43%81 y un adecuado perfil de seguridad®?. Actualmente se
utiliza en la vacuna Cervarix™, contra el papilomavirus humano
HPV-16/188281 v en la FENDrix, contra el virus de la hepatitis B
(HBV) para pacientes hemodializados®>.

Adjuvant System 03 (AS03)

Es un nuevo adyuvante tipo emulsiéon aceite en agua que
contiene 10,69mg de escualeno, 11,86mg de DL-a-tocoferol
(vitamina E) y 4,86 mg de polisorbato 80, también perteneciente
a GlaxoSmithKline y empleado en la vacuna Pandemrix contra el
virusdelainfluenza A/H1N13%y enla Prepandrix contralainfluenza
A/H5N1%>,

Virosomas

Son liposomas que contienen componentes proteicos o lipidi-
cos que forman parte de la envoltura de los virus. Estos pueden
ser particulas pseudovirales o VLP (del inglés viral-like particles)
o virosomas reconstituidos o IRIV (del inglés immunopotentiating
reconstituted influenza virosomes) formados por fosfolipidos, hema-
glutinina del virus de la influenza y antigenos seleccionados®®.
Las particulas de IRIV tienen un tamafio promedio de 150 nm y
mantienen la capacidad de penetrar las membranas tal y como
lo hace el virus de la influenza; sin embargo, carece de la capa-
cidad replicativa®®87. Los antigenos adsorbidos en la superficie de
IRIV se internalizan y presentan por la via endocitica dependiente
del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) de clase 11 para
la estimulacién de linfocitos T CD4*, mientras que los antigenos
localizados en el interior del IRIV pasan directamente al citosol y
son presentados por la via del CMH de clase 1 para la estimula-
cién de linfocitos T CDg*33. Actualmente se utilizan en la vacuna
Epaxal™, contra el virus de la hepatitis A, y en la Inflexal™, contra
la influenza®.

AFPL1®

Es un derivado de las vesiculas de membrana externa de
Neisseria meningitidis serogrupo B, utilizado como el principal com-
ponente de la vacuna combinada VA-MENGOC-BC® contra los
serogrupos B y C. Se ha aplicado en mas de 60 millones de dosis,
principalmente en nifios de Cuba y otros paises de Latinoamé-
rica, con la induccién de una elevada respuesta inmune protectora
basada en un patrén Th1, con un excelente balance entre res-
puestas celulares y de anticuerpos, asi como un buen nivel de
seguridad®21:89.90,

Fosfato de calcio (Ca3z(POy),)

Se ha utilizado para la vacuna triple bacteriana difteria-pertusis-
tétanos (DPT) de Sanofi Pasteur®.

RC529

Es un analogo sintético de MPL°! empleado en la vacuna
Supervax™6,

Existen otros adyuvantes en diferentes fases de ensayos clini-
cos, como Polilactide coglicélide (PLG), Flagelina, adyuvantes de
la familia Montanide, saponinas (QS21) y combinaciones de adyu-
vantes como ASO1 (MPL + liposomas + QS21), AS02 (MPL + emulsién
aceite/agua+QS21) e ISCOM (saponinas + colesterol + fosfolipidos),
entre otros®92,

Del empirismo al disefio racional de adyuvantes

Desde que Glenny y Freund desarrollaron los primeros adyu-
vantes —el hidréxido de aluminio!® y las emulsiones de Freund'#,
respectivamente—, hoy considerados de referencia para uso en
vacunas humanas el primero y para la demostraciéon de potencia
y toxicidad el segundo, los adyuvantes se han obtenido de forma
empirica en experimentos de ensayo y error, con muy poca base
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cientifica, por lo que no es una sorpresa que no se conozca a ciencia
cierta como funcionan la mayoria de ellos. Las crecientes exigencias
de las agencias reguladoras y los avances mas recientes alcanzados
en la inmunologia basica y la toxicologia han propiciado que en la
actualidad exista una tendencia al disefio racional de los candida-
tos a adyuvantes, lo cual permitira lograr productos cada vez mas
eficaces y seguros.

Los tltimos avances logrados en el conocimiento de los meca-
nismos de lainmunidad innatay su participacién en lainduccién de
la inmunidad especifica, particularmente la descripcion de los PRR,
sus ligandos y los eventos moleculares que conducen a la activacién
de sefiales intracelulares, constituyen hoy un pilar importante en
el disefio de los adyuvantes®>.

Como se refirié anteriormente, uno de los mecanismos que con-
ducenalatoxicidad local es el efectoirritante directo del adyuvante,
que causa lisis e inflamacién local. Aunque este efecto puede ayu-
dar a la inmunoestimulacién mediante la liberacién de sefiales de
peligro de las células necroticas, el dafio celular directo contribuye
al desarrollo de considerables reacciones téxicas locales. Asi pues,
evitar el uso de productos con efecto citolitico podria contribuir a
reducir la toxicidad en el sitio de inoculacién.

Aunque se considera que el efecto de depésito es un meca-
nismo importante de inmunoestimulacién por adyuvantes, este
efecto estd asociado a reacciones de hipersensibilidad retardada®.
La importancia del efecto de depdsito como mecanismo de inmu-
noestimulacién del hidréxido de aluminio fue cuestionada por Holt
en 1950, quien demostré que la escision quirirgica del sitio de ino-
culacién horas después de la inoculacién no afecta la induccién de
una respuesta inmune efectiva®. De igual modo se ha reportado
que la adsorcion del antigeno al hidréxido de aluminio no es nece-
saria paraincrementar la respuesta humoral®’. Asi pues, el efecto de
depdbsito puede ser modulado para lograr reducir la toxicidad local,
empleando adyuvantes biodegradables y con tamafios de particu-
las muy pequefios, como las nanoparticulas, que faciliten la rapida
movilizacién del antigeno hacia los linfonodos locales?6-97,

Los adyuvantes agonistas TLR se exploran actualmente en varias
vacunas experimentales. Ellos inducen la liberacién de citocinas
proinflamatorias que reclutan células dendriticas y contribuyen
a su maduracién, pero influyen en la toxicidad local, por lo
que, con un adecuado disefio de estos adyuvantes, es posible
obtener un apropiado balance inmunogenicidad-toxicidad en vacu-
nas humanas®3°798, Existen evidencias de que la estimulacion
mediante los TLR genera una respuesta dependiente de MyD88, el
cual, a través de NF-kB, induce la liberacién de citocinas proinfla-
matorias; a su vez, también se estimula la via TRIFF, que favorece
las sefiales coestimulatorias. Lograr la diseccién en la estimulacién
a través de TRIFF y controlar la via mediada por MyD88 (ago-
nistas parciales) permitiria reducir la toxicidad, favoreciendo la
inmunogenicidad®3. Un adyuvante que al parecer ejerce este efecto
es el MPL7S.

Otra interesante propuesta para la reduccién de la toxicidad
de vacunas adyuvadas es la eliminacién de epitopes que mime-
ticen con estructuras propias para evitar posibles reacciones de
autoinmunidad®®. Aunque esta estrategia puede contribuir a mejo-
rar la seguridad de una vacuna especifica, Bogdanos y Rigopoulou,
basandose en sus estudios con el virus de la hepatitis C, con-
sideran que con esta estrategia no siempre se puede conseguir
reducir el riesgo de autoinmunidad’?’, La introduccién de métodos
bioinformaticos cada vez mas sensibles y especificos puede ayu-
dar en la identificacién de mimetismo molecular, particularmente
cuando se evaltGian vacunas de péptidos para hacer comparacio-
nes con secuencias propias con un riesgo potencial de induccién de
autoinmunidad, teniendo en cuenta otros factores concurrentes,
como la susceptibilidad genética'!. Adn se requieren nue-
vas investigaciones que permitan avanzar en este promisorio
campo.

Conclusiones

A pesar de una experiencia de mdas de 70afios en el uso de
adyuvantes, ain no se ha logrado una estrategia para un disefio
racional capaz de lograr productos que combinen una alta eficacia
con una nula o insignificante toxicidad. Aunque los Gltimos avances
en la inmunologia —en especial los relacionados con la inmuni-
dad innata, su activacién y cémo funciona— han permitido algunos
avances, este sigue siendo uno de los mayores retos en el campo de
las investigaciones en vacunas.

Aln existen problemas con la interpretacion del papel de los
adyuvantes en las formulaciones vacunales, y al ser la toxicidad el
principal problema que ha limitado su uso clinico, paradéjicamente
lasinvestigaciones toxicolégicas sonrelativamente escasas en com-
paracion con los estudios de eficacia, por lo que después de muchos
afnos de costosas investigaciones, al final muchos productos evalua-
dos no han podido aplicarse. Hoy existe una mayor conciencia de
esta realidad, por lo que la aplicacién de los nuevos conocimientos
basados en los mecanismos de accion y toxicidad de los adyuvan-
tes es imprescindible para obtener mejores resultados en el balance
de eficacia y seguridad de las futuras vacunas humanas!%2193, Este
trabajo persigue estimular las investigaciones en este importante
campo de la inmunologia aplicada contemporanea.
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