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Resumen

La vacunacion tiene como finalidad generar una respuesta inmune especifica frente a determinado antigeno; para
mejorar esta respuesta, se han estudiado y desarrollado adyuvantes que permitan estimular al sistema inmune con
mayor rapidez y efectividad. Los adyuvantes son capaces de activar, potenciar y modular al sistema inmune humoral
y celular, para inducir una respuesta protectora de manera segura. Sin embargo, son pocos los adyuvantes que han
sido aprobados para su uso en humanos, siendo su toxicidad el principal motivo de rechazo. En esta revision se
describen los adyuvantes que han obtenido su licencia sanitaria en Estados Unidos por parte de la FDA (Food and
Drug Administration), para utilizarse en vacunas humanas. También se describen compuestos que se encuentran
en diferentes fases de estudios pre-clinicos y que cuentan con potencial para ser evaluados en ensayos clinicos.

Abstract

The vaccination has the main objective to generate a specificimmune response against a given antigen; to improve this
response, some adjuvants have been developed and studied to stimulate more rapid and effectively. The adjuvants are
be able to activate, enhance and modulate cellular and humoral immune system. However, only few compounds with
adjuvant activity have obtained approval for its use, being their toxicity the main factor against the approval. In this
review we described adjuvants that have obtained the sanitary license by USA FDA (Food and Drug Administration),
for its use in human vaccines. Also, we described those molecules that are currently in preclinical trials and have show
potential to be evaluated in clinical trials.
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1. Introduccion

Los adyuvantes son sustancias que ejercen influencia en la
estimulacion de la respuesta inmune. El término adyuvante
proviene de la palabra de origen latino “adjuvare” que significa
auxiliar 6 ayudar; este término fue descrito por primera vez
por el cientifico francés Gaston Ramon como: “sustancia que
administrada en combinaciéon con un antigeno especifico,
produce una respuesta inmune mayor, que la producida por el
antigeno solo”.! Sin embargo, en la actualidad, la definicion
de un adyuvante es mucho mas compleja; se considera como
adyuvante a cualquier sustancia, molécula o preparado
quimico que, incorporado al antigeno o administrado
simultdneamente con ¢l, es capaz de incrementar la potencia,
calidad y duracion de la respuesta inmune especifica causando
una minima toxicidad.?

El uso de los adyuvantes como componentes de las vacunas
comenzoé en el afio de 1925 cuando Gaston Ramon, al realizar
experimentos administrando toxoide diftérico y tétanos en
caballos, observo que al adicionar almidones derivados de
tapioca o saponinas a las formulaciones de toxoide diftérico,
los caballos inmunizados generaban abscesos en el sitio de
inyeccion, ademas de producir mayores titulos de anticuerpos
que aquellos a los cuales no se les administraban estos
derivados.* Al afo siguiente en 1926, Alexander Glenny
formulé compuestos de aluminio adsorbidos con toxoide
tetanico; estos compuestos al administrarlos con diferentes
antigenos vacunales mostraron capacidad adyuvante;* sin
embargo, su limitada capacidad para inducir respuestas
potentes con antigenos altamente purificados, dio lugar a la
blisqueda de nuevos compuestos. La primera emulsion de
agua en aceite mineral que demostro ejercer efecto adyuvante,
fue el “adyuvante completo de Freund”, este fue creado por
el cientifico Jules Freund en el afio de 1936. Esta emulsion se
caracterizo por contener micobacterias muertas que le brindan
la capacidad para desencadenar una respuesta potente; sin
embargo, esta propiedad lo hace demasiado reactogénico
para ser usado en humanos.’ En 1969 Stuart-Harris elimind
las micobacterias de la emulsion, para crear el adyuvante
incompleto de Freund.® Seguido a esto, comenzaron los
estudios en los componentes bacterianos que pudieran tener
actividad adyuvante. Greenberg y Fleming en 1947, utilizaron
el toxoide diftérico a manera de incrementar la proteccion
de la vacuna para la tos ferina.” En 1956, Johnson utiliz6 la
endotoxina lipopolisacarida (LPS) proveniente de Salmonella
typhi, para inducir respuesta inmune; afios después en 1974,
Lederer identifico el muramildipéptido (MDP) como un
componente de la micobacteria con actividad adyuvante.’
Estudios posteriores con fines militares, dieron lugar a la
creacion de adyuvantes basados en escualeno como el MF59;
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que al igual que los virosomas recibid su licencia para entrar
al mercado europeo en 1997.° En los ultimos afos, se han
generado mezclas de adyuvantes con la finalidad de potenciar
la respuesta generada por cada uno de ellos por separado. Las
primeras formulaciones donde se incluyen dos adyuvantes,
son los conocidos como sistemas adyuvantes (AS) tales como
el monofosforil lipido A (MPL) con alumbre (AS04) aprobado
en el 2005, asi como el adyuvante AS03 aprobado en 2008 por
la FDA en los Estados Unidos.?

Estos trabajos dieron pie al desarrollo y busqueda de nuevos
compuestos que pudieran cumplir con los requisitos de un
adyuvante “ideal”, que cuente con caracteristicas como:
aumentar la potencia de antigenos inmunogénicamente
débiles; incrementar la velocidad y la persistencia de la
respuesta inmune frente a los antigenos; modular la avidez
de los anticuerpos y la especificidad, sin perder de vista
que estos deben presentar altos niveles de seguridad para
ser administrados en humanos.!'? Por otro lado, a nivel de
manufactura y analisis de costo, los adyuvantes reducen
significativamente la cantidad de antigeno necesario para
desencadenar una respuesta inmune y de esta forma se
reducen los costos y tiempos de produccion. Sin embargo, a
pesar de los esfuerzos realizados hasta hoy, solamente algunos
adyuvantes han obtenido una licencia sanitaria para su uso en
vacunas humanas, y de estos, su efectividad en pacientes de
edad avanzada e inmunocomprometidos es escaza, por lo que
la busqueda de nuevas sustancias con actividad adyuvante/
inmunopotenciadora que combine varios mecanismos de
accion, constituye una de las tendencias mas importantes en
la investigacion inmunoldgica en la actualidad.

2. Mecanismos generales de accion de los
adyuvantes

Los adyuvantes deben cumplir una funcion especifica cuando
se mezclan con un antigeno determinado. Esto permite
definir el disefno racional de un adyuvante desde las etapas
pre-clinicas de investigacion y que lleve a la consolidacion
del mismo como potenciador de la respuesta inmune. Como
pauta, la mayoria de las investigaciones se enfocan en uno o
mas de los siguientes puntos (Fig. 1).

1. Liberacién sostenida del antigeno. En este caso, el
adyuvante permite la formacion de depdsitos en los cuales
el antigeno es liberado lentamente, por lo que se prolonga
su vida media. Este mecanismo facilita el reclutamiento
de células presentadoras de antigeno (CPAs); ademas,
incrementa la velocidad y la estimulacion de la
respuesta inmune especifica contra el antigeno. Este es
el mecanismo mas ampliamente reconocido de la accion
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Figura 1. Mecanismo de accién de los adyuvantes.

Los adyuvantes utilizan uno o varios mecanismos de accion para llevar a cabo su efecto inmunoldgico. Existen adyuvantes que permiten la
formacion de depositos para facilitar el reclutamiento de células presentadoras de antigenos (CPA). La regulacion de citocinas y quimiocinas
generadas en el entorno, permite la migracion y activacion de células inmunes en el sitio de inoculaciéon. Muchos adyuvantes tienen la
capacidad de unir un antigeno a un determinado receptor o pueden actuar como ligandos para receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) como los TLR, facilitando la captacion, activacion y maduracion de las CPA. Tras la interaccion del adyuvante con los receptores,
inician cascadas de sefializacion que conducen a la activacion de factores de transcripcion como NF-kB e IRF-3, lo que resulta en la expresion
de citocinas inflamatorias y quimiocinas que ayudan a dirigir la respuesta inmune en particular tales como Thl y Th2. La activacion de la
inflamasoma conduce a la produccion de la citocinas proinflamatorias como IL-1f e IL-18. La presentacion antigénica se ve modificada por
algunos adyuvantes al incrementar la expresion de moléculas coestimuladoras, ademas del CPH I y II que permiten inducir una respuesta
inmune celular y humoral respectivamente. Y por ultimo, existen adyuvantes que pueden regular la inmunidad de anticuerpos incrementando

la avidez, isotipo y su distribucion.

de los adyuvantes, ademas de ser el primer mecanismo
descrito.!:?

2. Regulacion de citocinas y quimiocinas. Este mecanismo
consiste en generar un entorno pro-inflamatorio
localizado, que permita la migracion y activacion de
células del sistema inmune innato y adaptativo en el sitio
de inoculacién.!

3. Aumento de la captacion, activacion y maduracion de
CPAs. Este mecanismo involucra un incremento en la
expresion del Complejo Principal de Histocompatibilidad
(CPH) clase I y II, ademas de moléculas coestimuladoras
que mejoran la sinapsis inmunologica. La presentacion de
antigeno por el CPH en las CPAs es un paso obligado para
la induccioén de la respuesta inmune adaptativa.'s
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4. Regulacion de la presentacion antigénica. Este
mecanismo se presenta de dos maneras, la primera es en
adyuvantes que tienen la capacidad de unir un antigeno,
a un determinado receptor de superficie de CPAs,® y el
segundo es en adyuvantes que introducen el antigeno a la
célula. Estas propiedades, determinan si la presentacion
antigénica, se lleva en el CPH clase I o I1.1¢

5. Modificacion del balance entre los perfiles de células
T CD4+ cooperadoras (Thl, Th2, Th9, Thl7, Th22 y
células T reguladoras). En este mecanismo se modula la
produccion de mediadores inflamatorios y citocinas clave,
que determinan el tipo de perfil celular y/o humoral .®

6. Incremento de afinidad, especificidad, isotipo o
distribucion de las subclases de anticuerpos. En este caso
se promueve la inmunidad en mucosas y se estimula la
inmunidad mediada por células.’ Este punto es uno de los
mas abordados durante el disefio de adyuvantes ya que
permite su uso en vacunas orales o mucosales.

3. Clasificaciones los

adyuvantes

generales de

Ao largo de la historia han existido diferentes clasificaciones
de los adyuvantes, sin embargo, la clasificacion mas comun,
se enfoca principalmente a la fuente de sus componentes, sus
propiedades fisicoquimicas, y sus mecanismos de accion.
En 1992 Cox y Coulter clasificaron a los adyuvantes en dos
grupos, los particulados y no particulados.!” La clasificacion
mas amplia de los adyuvantes consiste en dividirlos en
adyuvantes a base de gel, agentes tensoactivos, productos
bacterianos, emulsiones de aceite, adyuvantes particulados,
proteinas de fusion o lipopéptidos.'® Una de las clasificaciones
mas usadas a la fecha es la que divide a los adyuvantes en
dos grupos: 1) inmunoestimulantes: que son aquellos actuan
directamente sobre el sistema inmune para incrementar la
respuesta frente a los antigenos; 2) Vehiculos: que sirven para
transportar antigenos de una manera directa y controlada.'®
Sin embargo, todas las clasificaciones son correctas y el uso
de las mismas, va en relacion con la finalidad del estudio.

4. Adyuvantes con licencia para su uso en
humanos

Durante varias décadas se ha evaluado la actividad adyuvante
de cientos de componentes sintéticos y naturales, sin embargo,
pocos de ellos han sido aceptados para uso en humanos
debido a sus efectos reactogénicos, esto es, al estrecho
margen de seguridad en la administracion y a la induccion de
reacciones alérgicas e inflamacion cronica. En la actualidad,
los adyuvantes que han sido aprobados para uso en vacunas,
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comprende las sales de aluminio, MF59, MPL, AS03, AS04
y los virosomas; donde todos estos se caracterizan por tener
un buen perfil de seguridad y capacidad adyuvante con varios
antigenos, por tanto recibieron su licencia sanitaria por
agencias regulatorias y actualmente son empleados en una
gran variedad de vacunas. A continuacion, se hace una breve
descripcion de estos compuestos, tomando en cuenta aspectos
generales de su composicion, mecanismos especificos de
accion propuestos, efectos inmunologicos y su uso actual
(Tabla 1).

4.1. Sales de Aluminio

Las sales de aluminio, también conocidas como sales de
alumbre son: el hidréxido de aluminio AI(OH),, fosfato de
aluminioAIPO, y el sulfato fosfato dealuminio (AIOHPO,SO,);
estos componentes han demostrado tener capacidad para
combinarse con una amplia variedad de antigenos.?’ A pesar
del avance en la generacion de nuevos adyuvantes, el fosfato
e hidroxido de aluminio contintian siendo los adyuvantes
mas utilizados en humanos a nivel mundial, debido a su alto
grado de seguridad y sobre todo bajo costo.?! Las sales de
aluminio son considerados punto de referencia para la nueva
formacion de adyuvantes. La adecuada seleccion de la sal
de aluminio, permite el aumento de la inmunogenicidad del
antigeno. Para surtir efecto, es necesario que el antigeno se
encuentre adsorbido en particulas de aluminio cargadas. Las
interacciones hidrofobicas que se generen con el antigeno,
permiten obtener un efecto adyuvante maximo.?

A pesar de una gran cantidad de estudios y de ser el adyuvante
mas utilizado desde hace 100 anos, el mecanismo de accion
de los compuestos de aluminio no se encuentra del todo
descrito. La administracion de antigenos en sales de aluminio
ha mostrado un incremento de células Th2 y de las citocinas
IL-4, IL-5 e IL-10 en ratones, asi como un incremento en la
respuesta humoral.?>!¢ En seres humanos, la respuesta a las
sales de alumbre tienden a ser una mezcla de células Thl
y Th2.%2 Originalmente se creia que las sales de aluminio
generaban un efecto de depdsito, el cual aumenta el tiempo de
interaccion de las CPAs* y de los linfocitos con el antigeno,
incrementando la fagocitosis, estimulando la proliferacion de
células T CD4+ y la formacion de anticuerpos.’ Sin embargo,
Hutchison, S, demostr6 que las sales de aluminio no necesitan
del efecto deposito, para tener actividad adyuvante,” estos
hallazgos generaron controversia en su participacion. Otros
estudios han sugerido un mecanismo que conduce a un dafio
celular (efecto citolitico) que lleva a la liberacién de moléculas
endogenas como urato monoséddico y ADN,?® que estimulan el
inflamasoma Nalp3 y por lo tanto la liberacion de citocinas
proinflamatorias como IL-1f e IL-18.% Otros mecanismos
de accion reportados, implican la activaciéon del sistema
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Tabla 1. Adyuvantes inmunolégicos con licencia de uso comercial en humanos.

Adyuvantes con
licencia sanitaria

Tipo de adyuvante

Respuesta inmune

Vacunas donde se utiliza

Sales de aluminio

Th2 y activacion de células B,

DT, Dtap, polio y, Hib y HBV.

Al(OH), . .
Sales minerales Anticuerpos. HAYV, Influenza (H5N1),
AIPO, Activacion de NLRP3 pneumococo
(Al),PO,SO,0OH
. . Influenza (HIN1) Influenza
MF59 Emulsion aceite en agua | Thly Th2 (HSNT) Influenza estacional
MPL (RC-529) Derivado de LPS no Thly Th2 HBV
toxico
AS04 ﬁllc)iiomdo de aluminio- Thl, incrementa anticuerpos HBV,VPH, HAV
ASO03 Emulsion aceite en agua T,hl y Th, Ant1c1.lerpos y Influenza (HSN1, HIN1)
células de memoria
Virosomas Particulados Thl, Th2, presel}tacmn cruzada HAV ,Influenza estacional
y respuesta de células B
Patrones moleculares Anticuerpos , células NK, CTL
LPS asociados a patdgenos Células NK, Thl HBV, VPH
Particulas tipo virus Particulados, sistemas de | Anticuerpos, Thl HBV, VPH

trasporte y vehiculo

del complemento, generacion de quimiocinas como CCL2,
CCL3 y CCL4 por macrofagos,” o migracion de eosinofilos
y monocitos.”” Una de las desventajas que presentan las sales
de aluminio, es su pobre capacidad para activar linfocitos
T CDS8+ citotoxicos, necesarios para las respuestas contra
patdgenos intracelulares.?®

La sales de aluminio, se utilizan actualmente en las vacunas
de Difteria-Pertusis-Tétanos (Tdap), Difteria-Tétanos (DT),
Virus de Hepatitis B (HBV), Influenza B, Virus de Hepatitis
A (HAV), estreptococo, meningococo y Virus del Papiloma
Humano (VPH).?*!® Este adyuvante a pesar de considerarse
poco toxico, suele generar la formacion de granulomas
al ser administrado via subcutdnea o intradérmica, por lo
tanto su via de administracion es mas confiable cuando es
intramuscular.??

4.2. MF59

El MF59 es wuna nanoemulsion compuesta por
aceite biodegradable de escualeno, que no contiene
inmunoestimulantes adicionales y estd estabilizado por dos
surfactantes no i6nicos: el polisorbato 80y el Span 85 (trioleato
de sorbitan 85), con una fase de tampon citrato de baja fuerza
ionica.’® El escualeno es un intermediario en la biosintesis
del esteroide y es un precursor directo del colesterol; lo

que le permite ser biodegradable y biocompatible. E1 MF59
tiene potente actividad adyuvante con un aceptable perfil
de seguridad; es usado como sistema de liberacion para
adyuvantes inmunoestimuladores como el MLP y QS21. Esta
emulsion, estimula la respuesta de anticuerpos frente a una
amplia gama de antigenos; permite el uso de un nimero menor
de dosis y estimula la produccion de memoria inmunologica
de aquellas poblaciones con un fenotipo de células Thl y
Th2 en modelos murinos.*’ Dentro de los mecanismos de
accion mas estudiados del MF59, se encuentran: la capacidad
para estimular el reclutamiento de macrofagos y células
dendriticas (CDs) en el sitio de inoculacion y en los ndédulos
linfoides locales.*> E1 MF59 activa directamente las fibras
musculares que causan la produccion de mediadores inmunes
que a su vez activan CDs locales, aumenta la captacion y la
eficiencia de la presentacion antigénica.” Estudios clinicos
han demostrado, que es posible reducir significativamente
la cantidad de antigeno necesario, para desencadenar una
respuesta inmune satisfactoria. Se determind que MF59 es
seguro y bien tolerado para ser usado en adultos mayores,
nifios y en recién nacidos; se han probado sus efectos en
estudios de citomegalovirus, Virus del Herpes Simple (HSV),
Virus de la Inmunodeficiencia Humana (VIH) e influenza
estacional y HIN1.!" Recibio su aprobacion para utilizarse en
humanos por primera vez en Italia, en 1997; en la actualidad
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se utiliza en 30 paises alrededor del mundo.**** El MF59 esta
presente en las vacunas de la gripe estacional y pandémica,
en vacunas contra la influenza H5N1 y H5N3.3° Ademas, se
demostr6 que al ser utilizado en vacunas contra virus HSN1,
en pacientes previamente vacunados para H5N3 (vacunados
6 afios antes), la respuesta de anticuerpos fue mayor que en
pacientes sin una inmunizacidn previa, mostrando que el uso
de vacunas de influenza con este adyuvante, generan células
B de memoria de larga duracion, con el potencial de responder
en contra de variantes del virus.’

4.3. MPL

El MPL, se obtiene por hidrélisis y purificacion del LPS,
derivado de la bacteria Salmonella Minnesota RC-595.3" El
elemento estructural principal responsable de su toxicidad y
el efecto adyuvante es el lipido A, que en condiciones de baja
acidez, puede ser hidrolizado para obtener MPL, un compuesto
que retiene la actividad adyuvante de este lipido, con una
toxicidad reducida.’® El mecanismo exacto de accion del MPL
aun se investiga. El receptor de las CPAs que reconoce a este
adyuvante es el TLR-4 (Toll-like receptor 4); cuando el MPL
se une a TLR-4, induce una cascada de sefnalizacion mediada
por TRIF, posteriormente se activa el factor de transcripcion
NF-kB, y se induce la expresion de citocinas proinflamatorias
como TNF-a, IFN-y, IL-12, IL-6, IL-1B, IFN-0. y GM-CSF*y
la produccion de mediadores como GM-CSF, IP-10, CCL2 y
CCL5.* La respuesta humoral producida por este adyuvante,
se caracteriza por generar los isotipos IgG1 e IgG4 en seres
humanos.*® En un estudio usando un modelo murino, MPL
ha demostrado que puede inducir una elevada produccion de
anticuerpos tipo Th1 como IgG2a e IgG1.* Se sugiere que el
TLR-2 también puede estar involucrado en la activacion de las
CPAs por MPL.* El MPL fue aprobado en Europa en el 2005
para utilizarse como componente de la vacuna de hepatitis B.'
Actualmente se encuentra en ensayos clinicos para utilizarse
en vacunas de VPH, HSV, Malaria y Tuberculosis (TB).*
Forma parte del sistema de adyuvantes ASO1, AS02 AS04,**y
en forma sintética en el adyuvante RC-529.%

4.4. Sistema adyuvante 03 (AS03)

El adyuvante ASO3, es una combinacién de una emulsion
aceite en agua con escualeno, vitamina E (DL-a-tocoferol)
y polisorbato.* La adicion de vitamina E ayuda a mejorar
la inmunidad mediada por células, en personas de edad
avanzada.”® La combinacion que presenta AS03, induce
la activacion de células del sistema inmune innato; los
macrofagos son los probables iniciadores de la respuesta
de citocinas como IL-6 y quimiocinas, potenciando el
reclutamiento de CDs e incrementando la captacion de
antigenos.* Un estudio realizado en humanos, demostr6 que
ASO03 incrementa la respuesta humoral y la proliferacion de
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linfocitos T CD4" frente a diferentes cepas de influenza A/
HIN1 y A/H5N1.% El uso de este adyuvante ha permitido
disminuir la cantidad de antigeno necesario para inducir
respuesta, ademas de un alto nivel de inmunidad generando
una reaccion cruzada contra cepas heterdlogas de H5N1.4647
Dentro de los efectos secundarios que se han reportado, se
incluyen reacciones inflamatorias sostenidas, formacion
de granulomas y tlceras en el sitio de administracion.!
A la fecha este adyuvante se utiliza en la vacuna contra la
influenza pandémica HS5N1 en Estados Unidos, la cual se
tiene de reserva en caso de pandemia, pero no es de venta al
publico en general .*

4.5. Sistema adyuvante 04 (AS04)

El AS04 consiste en la combinacion de dos adyuvantes, el
MPL y sales de aluminio.* En este adyuvante, se suman los
efectos sobre la inmunidad innata generada por el MPL y el
efecto de las sales de aluminio, para inducir una respuesta
con una alta produccion de anticuerpos de larga duracion.’
Las sales de aluminio tienen la funcion de estabilizar la
presencia del MPL y del antigeno, para posteriormente
modular y prolongar la respuesta de citocinas, generada por
MPL en el sitio de administracion.! La accion en conjunto de
estos adyuvantes, mejora la respuesta de la vacuna frente a un
antigeno determinado.? Se ha considerado que el adyuvante
AS04 tiene un adecuado perfil de seguridad, por lo que ha
sido aprobado para su uso en humanos por la FDA en el 2005
y por la Union Europea en 2007.%° En el mecanismo de accion
de AS04, el MPL juega un papel importante en la activacion
del sistema inmune innato; la estimulacion directa sobre el
receptor TLR-4, conduce a la activacion y maduraciéon de
las CPAs que migran a los ganglios linfaticos,* asi mismo
induce la produccion de citocinas proinflamatorias como
TNF-a, la activacion del factor de transcripcion NF-xB y
la induccién de una respuesta inmune adaptativa, tanto de
linfocitos T como B.>** AS04 ha demostrado generar un
alto nivel de células B de memoria y una gran produccion
de anticuerpos,®® asi como también se ha empleado en la
formulacion de la vacuna frente al virus de la Hepatitis B2y
en la vacuna frente al VPH.%-%

4.6. Virosomas

Las particulas pseudovirales o virosomas reconstituidos,
son vesiculas esféricas diminutas que contienen una o
varias proteinas virales, incrustadas en su membrana de
fosfolipidos.”® Estas proteinas, permiten a las membranas
del virosoma fusionarse con las células del sistema inmune,
generalmente macrofagos, para liberar los antigenos
especificos directamente a sus sitios diana.’” Una vez liberados
los antigenos, los virosomas son completamente degradados
en el interior de las células.”



Dentro de esta categoria de adyuvantes, el virosoma derivado
del Virus de Influenza Reconstituido Inmunopotenciador
(IR1V), recibié su licencia en Europa en 1994.5%% Este
virosoma consiste en una doble membrana compuesta
por los fosfolipidos lecitina (fosfatidilcolina) y cefalina
(fosfatidiletanolamina) y por antigenos virales.®® La doble
membrana contiene la proteina viral hemaglutinina (HA),
aisladas del virus de influenza y un antigeno de interés.’!
Hasta la fecha se han creado nuevas formulaciones con IRIV
y antigenos como: bacterias, toxoides, glicoproteinas, virus
inactivados, péptidos sintéticos y plasmidos, con la finalidad
de generar nuevas y eficientes vacunas capaces de proteger
frente a bacterias, parasitos y virus.** El mecanismo de accion
sugerido, implica la interaccion directa de los virosomas,
con receptores que median la endocitosis en las CPAs,* una
vez dentro de la célula, liberan los antigenos en las dianas
especificas. Esta propiedad hace que imiten la forma natural
de infeccion virica permitiendo la estimulacion de la respuesta
inmune humoral como celular. Los antigenos adsorbidos en
la superficie del virosoma, se internalizan y son procesados
por la via endocitica donde son presentados en moléculas del
CPH clase II, para estimular a los linfocitos T CD4", mientras
que los antigenos localizados en el interior de la particula
virosomal, pasan directamente a la via de procesamiento
citosdlica y son presentados en moléculas del CPH de clase
I, para la estimulacion de linfocitos T CD8".>* Las vacunas
basadas en virosomas para la hepatitis A y la influenza AHIN1
y AH3N2, han sido aprobadas en paises Europeos.®!' Esta
nueva generacion de vacunas ofrece beneficios adicionales,
al ser ademas eficaces en pacientes inmunocomprometidos,
ancianos y en lactantes."

4.7. LPS

El LPS es un compuesto derivado de la pared celular de
las bacterias Gram-negativas. Se compone de dos partes:
el lipido A, formado por dos N-acetilglucosaminas (NAG)
fosforiladas, unidas a seis o siete cadenas saturadas de acido
graso y una cadena de polisacarido, en la que se distinguen
dos zonas: un nucleo y el antigeno O, siendo este el principal
inductor de la respuesta inmunolégica. El LPS activa al
sistema inmune al interaccionar con el receptor TLR-4,
induciendo la activacién celular por el adaptador TRIF y por
la via de MyD88;%* asi mismo, estimula la produccion de
citocinas como TNF-a, IL-1f, IL-6, IL-10 e IL-15, asi como
también de quimiocinas mejorando la respuesta inmune
celular.®%* Actualmente se han aprobado dos vacunas que
emplean agonistas de TLR-4 como adyuvantes; FENDrix para
el virus de la hepatitis B y Cervarix para el virus del papiloma
humano. Estudios preclinicos demuestran que agonistas de
TLR-4, también tienen capacidad para potenciar vacunas
contra el cancer y contra infecciones viricas cronicas.’®¥
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Por otro lado, el estudio de antagonistas de TLR-4 para el
tratamiento de la sepsis, ya se encuentra avanzado en ensayos
clinicos. Estos antagonistas inhiben el reconocimiento de los
LPS bacterianos por parte de TLR-4 evitando la sefializacion
que induce una respuesta inflamatoria mejorando la prognosis
de los pacientes.

4.8. Particulas tipo virus

Las particulas tipo virus o VLP, por sus siglas en ingles,
son complejos proteicos multiméricos que se asemejan a la
organizacion externa del virus nativo, pero carecen de genoma
viral,®® por lo que no son infecciosas. Los VLP son eficaces
en provocar respuestas inmunes tanto en el linfocito T como
en el linfocito B,*” sin embargo, su capacidad para producir
anticuerpos se ve incrementada cuando se administran en
conjunto con otros adyuvantes como las sales de aluminio.®
Estas particulas tienen la capacidad de utilizarse con una
amplia variedad de antigenos virales como dengue, VIH
y hepatitis B.® Recientemente se ha informado que la
inmunizacién de VLP con antigenos virales de la influenza
A (H3N2 y HIN2), confiere proteccion.”® Las vacunas contra
el virus del papiloma humano” y la hepatitis B, fueron las
primeras que emplearon las particulas tipo virus aprobadas
por agencias reguladoras en Estados Unidos.®®

5. Adyuvantes aun no aprobados para uso
en humanos en distintas fases de ensayos
clinicos

La btsqueda de nuevas sustancias con actividad adyuvante/
inmunopotenciadora constituye una de las tendencias mas
importantes en la investigacion inmunoldgica actual.®*¥” El
deseo de generar respuestas inmunes que sean especificas,
de amplia duracion, que permitan incrementar la inmunidad
frente a patogenos latentes o poco inmunogénicos sin generar
efectos toxicos; son algunas de las metas que se desean
alcanzar con la fabricacion de nuevos adyuvantes. En la
actualidad existen algunas moléculas con potencial actividad
adyuvante, que se encuentran en diferentes fases de estudio
tanto clinico como pre-clinico; sin embargo, nos centraremos
en las moléculas que cuentan con potencial para ser aprobadas
para utilizarse en vacunas de uso humano. Dentro de estas
moléculas destacan: la saponina, ISCOMs, Montanides, ADN
CpG, coquelatos, ligandos TLR, microesferas y particulas
tipo virus (VLPs) (Tabla 2).

5.1 Saponina (QS21, Quil-A)

Las saponinas (QS21) 6 derivados de Quillaja saponaria
molina (Quil-A). Son glucosidos tensoactivos aislados de
plantas, que contienen un nucleo hidrofobico de estructura

35



Rev Mex Cienc Farm 47 (3) 2016

Tabla 2. Adyuvantes inmunolégicos en distintas fases de ensayos clinicos.

Adyuvante Tipo de Adyuvante Respuesta inmune Vacunas
Saponina Productos purificados de Antlcgerpos, Th1,Th2, Cancer (fase ID, Herpes (fase I), HIV
QS-21, Quil-A lantas linfocitos T CD8+ (fase I) Malaria, melanoma.
ISC Ol\’/Is gar ticulados Anticuerpos, TH1,TH2, Influenza, HSV, HIV, HBV, Malaria,

Linfocitos TCD8+ Cancer
Toxina cOlera . . Th2 ,
MDP Derivados de bacterias Anticuerpos Dapt, cancer, melanoma
. . . i i + .

Montanide (ISA51) Emulsion Agua en aceite ;I‘éhli,I;n];focﬂos TCD3+y Cancer, Malaria (fase I1I), HIV (I/IT)

Adyuvante-TLR:
LPS-TLR-4
Falgelina-TLR-5
ssRNA-TLR-7/8
CpG-DNA-TLR-9

Patrones moleculares
asociados a patdgenos

Anticuerpos , células NK,
CTL

Células NK, Thl

Thl, CTL y anticuerpos
Thl, CTL y anticuerpos;
células NK

Melanoma, HIV preclinico, HSV, HCV
fase II,

Influenza (fase II)

VPH, carcinoma

Cancer fase II, HIV, HBV, HSV,
Antrax, HBV fase III Cancer fase II,
HIV fase I

Enfermedades infecciosas

Citocinas: Influenza
IFN-y Thl y anticuerpos Influenza. cAncer
IFN-a L Th1, linfocitos T CD8+ .
Citocinas inmuno- . Fase preclinica: influenza, Neumococo
IL-2 . Thl y anticuerpos
IL-12 estimulante NK. Thl v Th? (fase II)
Liposoma- MPL-QS21 ’ Y . Melanoma fase I, Fase preclinica HIV.
IL-15 ., . NK, Thl, linfocitos T L.
Emulsion aceite en agua- Fase clinica HBV
GM-CSF CD8+ .
Sistemas Adyuvantes Qs21 Th1, activa CDs Neoplasias
yu liposoma, MPL, CpG y ’ HIV (fase I), Malaria (fase III), Cancer
(AS) Thl y Th2, CTL
QS21 (fase II/111).
ASO1 Thly Th2 VPH, HIV, Tuberculosis, Malaria (fase
AS02 Thl, Linfocitos T CD8+ Y, TUDETEUOSIS,
IIT), Herpes.
AS015 . .
Terapia de cancer
legl(fui?tsi:culas Thl y Th2, Vacunas ADN para HIV (fase II)
Li osr(’)mas Particulados, sistemas de | Thl y Th2 Tuberculosis, autoinmunes, HBV,
Pa?ticulas tino Virus trasporte y vehiculo. Anticuerpos, Thl Dengue, HIV e Influenza
\ p Thly Th2 Céancer, HIV
Anticuerpos

triterpenoide y cadenas de carbohidratos que conforman las
regiones hidrofilicas.”” QS-21 es un componente purificado de
Quil-A, que tiene baja toxicidad y un gran poder adyuvante,*
que es capaz de estimular a la respuesta humoral y a la
respuesta tipo Thl, con un incremento de las células T CD8*
citotoxicas.” Las saponinas/antigeno se unen al receptor
DEC-205 en las células dendriticas para ser endocitadas y
posteriormente liberar los antigenos en el citoplasma.’ Las
saponinas permiten potenciar la presentacion antigénica tanto
en moléculas del CPH clase I y II, induciendo la activacion
de linfocitos T CD4*y CD8".”® En un principio, el uso de las
saponinas se realizd en el campo veterinario, sin embargo
en la actualidad las saponinas (principalmente QS-21), se
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encuentran en estudios clinicos para usarse en vacunas de:
influenza, malaria, HSV, HIV, HBV y melanoma.”®’%”” En su
administracion, se han presentado reacciones reactogenicas
graves como: formacion de granulomas y hemdlisis, por
lo que no han recibido licencia para su uso en humanos,’
ademas, se sabe que se necesitan altas dosis de este
adyuvante para obtener una buena respuesta inmune, por lo
que recientemente se han estado realizando ensayos clinicos
adyuvantando antigenos subunitarios trivalentes de influenza,
utilizando un nuevo sistema de administracion basado en
un nano-parche, el cual al reduce la dosis de antigenos y de
adyuvante administrado, pero mantiene una respuesta inmune
comparable en la vacunacion intramuscular.”



5.2 Inmuno-estimuladores ISCOMs

Las  nanoparticulas compuestas ~ por  fracciones
inmunoestimuladoras de Quil A, formuladas con particulas
lipidicas incluyendo colesterol, fosfolipidos y antigenos,
constituyen los llamados complejos inmunoestimuladores
(ISCOMs).” Su tamafio aproximado es 40 nm y contienen
antigenos anfipaticos semejantes a las proteinas de
membrana.” En la mezcla de un antigeno con los ISCOM, se
observa un incremento de la respuesta inmune. Los reportes
indican que los ISCOM tienen la capacidad de mejorar la
captacion de antigenos, dirigir los antigenos a las CPAs y
activarlas;' ademas, inducen fuertes respuestas de linfocitos T
CD4*/T CDS8" y de anticuerpos,® incrementan la expresion de
CPH clase 11 y la produccion de citocinas especialmente IL-
12 e IFN-y.8! Los estudios para aplicar ISCOM en humanos
se encuentran en fases iniciales en donde se han descrito
pocas reacciones adversas, siendo uno de los adyuvantes mas
promisorios.*

5.3 Patrones Moleculares Asociados a Patégenos

El descubrimiento de patrones moleculares asociados a
patogenos (PMAPs), tales como LPS y motivos CpG, como
poderosos activadores del sistema inmune, dio lugar a una
variedad de agonistas de los receptores de reconocimiento
de patrones (RRP), que pudieran ser utilizados para
modular el sistema inmune.® Estas moléculas consideradas
inmunopotenciadores, se caracterizan por inducir la
maduracion y activacion de las CPAs y por estimular la
secrecion y liberacion de citocinas proinflamatorias. Los
componentes de microorganismos pueden actuar sobre
receptores como: los TLRs capaces de reconocer lipidos,
lipoproteinas, acidos nucleicos y proteinas; los receptores tipo
NOD que responden a peptidoglicano, flagelina, toxinas y
ATP; receptores tipo RIG-I ligandos de ARN, y los receptores
de lectina tipo C (RLC), que reconocen carbohidratos y
lipidos.**®3 La activacién de estos receptores expresados
en las CPAs, conduce a una mayor migracion de células
inmunes innatas hacia el sitio de administracion, junto con
un incremento en la produccion de citocinas proinflamatorias
y quimiocinas, que finalmente resulta en la induccion de
respuestas inmunitarias adaptativas especificas de antigeno.”
Dentro de estos ligandos adyuvantes agonistas de PMAPs
podemos encontrar:

5.3.1. Flagelina

La flagelina es el mondmero estructural del filamento de
flagelos bacterianos, que por su capacidad agonista de TLR-
5, ha sido propuesta como adyuvante.*¢* Cuando la flagelina
se administra fusionada a un antigeno especifico, aumenta la
capacidad del antigeno, para inducir una respuesta inmune.*

5 FARMACEUTICAS

Asi mismo, la flagelina ha demostrado recientemente que
promueve la diferenciacion de Th17, en un subconjunto de
células dendriticas.® A pesar de que el mecanismo de accion
exacto todavia estd en discusion, la interaccion TLRS-
flagelina, conlleva a la activacion NF-kB para inducir la
expresion de citocinas que aumentan la respuesta inmune
humoral y celular.®®

5.3.2. ARN de cadena sencilla (ssRNA)

El ssARN rico en guanosina y uridina, es conocido como
agonista natural de los receptores TLR-7 y TLR-8;°! sin
embargo, su uso como adyuvantes se ve limitado por la
actividad de las ARNasas. Por otro lado, existen componentes
sintéticos como el imiquimod (R-839) cuya naturaleza es
una imidazoquinolina y el resiquimod (R-848) los cuales son
reconocidos por el TLR-7 y TLR-8."2 El imiquimod activa la
via de NF-kB a través del receptor TLR-7 y el resiquimod,
por medio de su unién a TLR-8.° El imiquimod aplicado
como crema tdpica, ha demostrado eficacia en ensayos
clinicos en humanos para la leishmaniasis y esta disponible
para el tratamiento del VPH y el carcinoma de células basales
(BCC).” Para analizar su capacidad adyuvante, estudios
preclinicos en ratones demostraron que tiene la capacidad
de inducir la maduraciéon de las DC y la produccion de
citocinas como TNF-q, IL-1, IL-12 e IFN-y,”? ademas de
generar respuesta frente antigenos tumorales.”” En ensayos
pre-clinicos se demostrd que el uso de imiquimod induce la
activacion de la respuesta celular y humoral.** Sin embargo, la
presencia de efectos adversos y el generar respuestas débiles,
han limitado su uso como adyuvante.’*%

5.3.3. Islas CpG de ADN (CpG-ADN)

CpG-ADN se refiere a un grupo de oligodesoxinucleotidos
sintéticos derivados de ADN bacteriano, que contiene
motivos CpG no metilados.”® Las secuencias CpG-ADN no
metiladas son reconocidas por células del sistema inmune
innato incluyendo macrdéfagos y células dendriticas por
medio del TLR-9%; la activacion de este receptor, induce la
produccidn y liberacion de citocinas tipo Thl como TNF-a,
IL-1B, IL-6, IL-12 e IFN-y**% y la activacion de linfocitos T
CD8+ citotoxicos.”

El efecto adyuvante de las secuencias CpG-ADN parece
estar maximizado por su conjugaciéon con antigenos
proteicos o su combinacion con sistemas de liberacion.'®
Los oligonucledtidos CpG, han probado ejercer efecto en
inmunoprofilaxis de enfermedades infecciosas, por su aparente
habilidad de activar larespuesta inmune Th1 y por su capacidad
de ser conjugados con diferentes tipos de antigenos.!®! Por lo
que su uso como adyuvante, se enfoca principalmente terapias
que puedan inducir proteccion frente a agentes infecciosos y
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cancer.!” Recientes estudios en cancer, indican que CpG al
administrarse en combinacidon con quimioterapias o junto a
proteinas antigénicas, es relativamente seguro y bien tolerado
por los pacientes.?®1%

5.3.4. Subunidad B de la toxina del colera (CTB)

La toxina del cdlera es proveniente del Vibrio cholerae,
consiste en dos subunidades A y B. La subunidad A es la
responsable de la actividad enzimatica de la toxina, mientras
que la subunidad pentamérica B, esta implicada en la union
de la toxina a las células epiteliales intestinales.!* Debido
a los efectos tdxicos que genera la subunidad A, sélo la
subunidad B es empleada para generar efectos adyuvantes;
esta subunidad puede encontrarse purificada (CTB) o
se produce de manera recombinante (rCTB).!? Cuando
se administra la rCTB en modelos animales, aumenta la
presentacion antigénica, la diferenciacion de las células B,
asi como la produccion de citocinas y su interaccion con las
células T,!'® por lo que provoca ambos tipos de respuesta
inmune, tanto Th1/Th2, con una mayor inclinaciéon hacia
Th2.7*1% La administracion oral de CTB junto a antigenos
genera una respuesta tipo Th2, caracterizada por la presencia
de IgG en suero e IgA en mucosas.!” Estudios indican que la
administracion oral de CTB podria utilizarse para combatir
enfermedades autoinmunes, en las que se han identificado
antigenos especificos.'"’

5.4. Sistemas adyuvantes

Estos sistemas son una combinacion de adyuvantes que
incrementan la respuesta inmune frente a un antigeno, dentro
de los cuales podemos describir los siguientes: Sistema
adyuvante 01, 02'Y 15 (ASO1, AS02 y AS15). ASO1 es una
formulacion liposomal que contiene MPL e induce respuestas
humorales y mediada por células, incluyendo potentes
respuestas de células citotoxicas.”” ASOl se encuentra en
estudios para su uso en vacunas de Malaria, TB, VIH. AS02
es una emulsion que contiene MPL1 y QS-21. Induce fuertes
respuestas humorales y Thl. AS02 estd siendo evaluado
en ensayos de vacunas contra la malaria, VPH, HBV, TB y
VIH.348:1% AS15 combina los efectos de cuatro adyuvantes:
liposoma, MPL, CpG y QS21.1% AS15 es la mas compleja
combinacion de adyuvantes hasta la fecha, el cual esta siendo
investigado para su uso en la inmunoterapia del cancer.!'%!!!

5.5. Uso de citocinas como adyuvantes

Las citocinas juegan un papel clave en la regulacion de la
inmunidad innata y adaptativa. Los diferentes patrones de
secrecion de citocinas, influyen en el tipo de respuesta inmune
que se desarrolla. La seleccion de citocinas va determinada
por el tipo de respuesta inmune deseada,!’> esta propiedad
importante de las citocinas, ha permitido que se incluyan en
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la clasificacion moderna de adyuvantes. A pesar de que tienen
una vida media relativamente corta, son vistas con potencial
para su uso en combinacién con liposomas y en vacunas de
ADN, donde la citocina y el antigeno, pueden ser expresados
por el mismo vector.!!3

5.6. Interferon alfa (IFN-a)

Esta citocina que corresponde al grupo de interferén tipo
I, estimula la maduracion de las células dendriticas.'"* Asi
mismo incrementa la presentacion de péptidos por el CPH 1y
por lo tanto, la activacion de células T CD8+.!'° Estudios han
demostrado que el IFN-a administrado en conjunto a antigenos
solubles, mejora la respuesta de anticuerpos y la produccion
de la subclase de IgG,"® ademas, aumenta la produccion de
anticuerpos a largo plazo y la memoria inmunoldgica, cuando
se administran con antigenos de influenza.!'* En otro estudio
se demostré la potente actividad adyuvante del Interferon-a
para la vacuna subunitaria vectorizada de adenovirus FMDV,
donde aument6 la generacion de células Tth (asosicadas al
incremoto en la produccion de anticuerpos) asi como la
regulacion de la inmunidad humoral en un modelo animal.'"”

5.7. Interleucina 2 (IL-2)

Se utiliza como adyuvante en vacunas, por su capacidad de
estimular la proliferacion y activacion de linfocitos T, células
B, NK y macrofagos.!'® La administracion local de IL-2 induce
la migracion de células inmunes al sitio de la inyeccion,
activa monocitos, células dendriticas y aumenta la expresion
del CPH clase II."* Por otro lado, ha demostrado mejorar de
la respuesta antitumoral, en una variedad de vacunas contra
cancer;'? asi como incrementar la respuesta frente a antigenos
virales.'?! Sin embargo, durante su uso en ensayos clinicos, ha
demostrado efectos adversos como hipotension, exacerbacion
de la enfermedad e induce sindrome de fuga vascular.!?

5.8. Interleucina 12 (IL-12)

Se caracteriza por estimular una respuesta inmune tipo Thl,
por lo que su uso como adyuvante ha sido estudiado para
combatir patogenos intracelulares como M. tuberculosis.'?31%
La terapia génica donde se administra el ADN de un antigeno
tumoral junto a IL-12, ha demostrado ser eficaz para mejorar
la respuesta inmune celular, por lo que presenta gran potencial
para su uso en vacunas cancerigenas.”” En ensayos, la
administracion de IL-12 en combinacion con otras citocinas y
péptidos inmunogénicos, ha demostrado tener capacidad para
activar tanto a las células NK y células T citotoxicas.!?6127

5.9. Interleucina 15 (IL-15)

Esta citocina tiene un papel importante en la activacion de las
células NK y linfocitos T. Incrementa las células de memoria
T CD8" e induce la produccion de proteinas antiapoptoticas.'



Su uso en vacunas de ADN, demostrd incrementar tanto la
respuesta humoral y celular frente a antigenos virales,'?
ademas de potenciar la respuesta de linfocitos T CD8" frente a
parasitos y virus.!?® Otros estudios han demostrado que la IL-
15 es eficaz en el aumento de IgG1 e IgG2 frente a diversos
virus,*® cuando se expresa en conjunto con el antigeno
en la superficie de liposomas.!*! En la actualidad, se estan
realizando ensayos clinicos de fase I, donde se administra IL-
15 en pacientes con melanoma maligno y en pacientes con
carcinoma de células renales; ademas, se estudia su efecto
como adyuvante en vacunas tipo ADN frente a VIH-1.!3

5.10. Factor estimulante de colonias de granulocitos y
macro6fagos (GM-CSF)

El GM-CSF mejora la respuesta inmune primaria
mediante la activacion y el reclutamiento de CPAs.'* La
administracion de GM-CSF en ratones con neoplasias,
incrementa la presentacion de antigenos tumorales por las
CDs y macréfagos; ademds, aumenta los niveles de células
NK, células T CD4* Y CD8" que confieren proteccion.'3
La evaluacion de esta estrategia de vacunacion en pacientes
con melanoma avanzado revel6 la induccion consistente de
respuestas antitumorales tanto celular como humoral; por lo
que este factor es ampliamente utilizado como un adyuvante
en los ensayos clinicos de vacunas para melanomas (Fase
III), cancer de prostata y colon.!3*13 La aplicacion practica de
GM-CSF como adyuvante, ha sido limitada por el requisito de
multiples dosis y la presencia de efectos adversos.'*

5.11. Sistemas de transporte y/o vehiculo de antigenos
Los adyuvantes como los liposomas, coquelatos, virosomas
y VLPs; se caracterizan por ser sistemas que sirven como
vehiculos transportares de antigenos. Su compatibilidad de
tejido y biodegradabilidad, hacen de estos un sistema valioso
para liberar péptidos sintéticos.

5.12. Nanoparticulas

Las nanoparticulas son sistemas de soporte normalmente
preparados con polimeros sintéticos, que se pueden
utilizar como sistemas de suministro de antigenos. Su
compatibilidad de tejido, hacen de ellas un sistema valioso
para liberar lentamente péptidos sintéticos con propiedades
inmunogénicas. Las nanoparticulas de poliéster biodegradable
y biocompatible como el Polilactico-co-glicélico (PGL), Poli
(acido DL-lactico-coglicolico) (PLGA), Poli (DL-lactico)
(PLA) y poli (orto-esteres) (POE),'? han sido ampliamente
evaluadas para la administracion de firmacos y en la aplicacion
de vacunas. Las particulas de PGL se caracterizan por tener
la capacidad de liberar de forma controlada los antigenos
que la componen,'¥’ permitiendo en una sola administracion
de la vacuna, generar efectos similares a las vacunas que se
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administran en varias dosis.*® Estas particulas difieren en carga
eléctrica e hidrofobicidad, lo que permite que los antigenos
puedan adsorberse tanto sobre las particulas biodegradables,
como sobre las que no lo son, ademas, permite que se liberen
varios péptidos, plasmidos y antigenos de manera simultanea,
aumentando considerablemente los niveles de anticuerpos
séricos y la respuesta mediada por linfocitos T citotoxicos.!
La posible forma de acciéon de las nanoparticulas, es por
medio de la capacidad que tienen para ser capturadas por las
CPAs, y desencadenar una respuesta inmune mediada por
linfocitos T citotoxicos,” ademas de inducir la produccion de
altos titulos de anticuerpos especificos.'* Las nanoparticulas
PLG comerciales con fines terapéuticos se consideran con
potencial para desarrollar vacunas nuevas y mas eficaces."

5.13. Liposomas

Los liposomas son microesferas cuyo tamafio varia de 50pum-
10pm, que actian como vehiculos de entrega de antigenos.”
Estas vesiculas estan formadas por colesterol y fosfolipidos
capacesdeatraparunantigeno, citocinao gen, paraintroducirlos
en el cuerpo, sin producir respuestas inmunes de rechazo.!®
Por si solos, los liposomas no son inmunoestimuladores, es
necesario que se combinen con agentes capaces de estimular
la respuesta inmune. Por ejemplo, el adyuvante liposomal
cationico conocido como CAFO1, tiene intercalado en sus
fosfolipidos un cofactor sintético de micobacteria conocido
como TDB, el cual ademas de estimular la respuesta inmune e
inducir la produccion de IgG2, ayuda a prevenir la agregacion
y precipitacion de los liposomas;'“° sin embargo, la naturaleza
de la repuesta inmune, se determina por la ubicacion de los
componentes antigénicos, algunos pueden presentarse en
la superficie del liposoma y otros en el interior.!*! Estudios
in-vitro demostraron que los liposomas liberan las proteinas
en los compartimientos endosomales, de esta manera la
formacion de las vesiculas, favorece el procesamiento del
antigeno en el interior de las CPAs y la presentacion de los
péptidos por medio del MHC-II, induciendo una respuesta
principalmente de tipo humoral.'*> Por otro lado, se han
disefiado liposomas resistentes a un pH acido que permite que
al momento de ser endocitados por las CPAs, pueden mediar
la presentacion antigénica, mediante moléculas de CPH
clase I que active a los linfocitos TCD8".!** Los liposomas
se han empleado para el tratamiento de cancer, infecciones y
enfermedades autoinmunes.*

5.14. Cocleatos

Los Cocleatos son precipitados de bicapas lipidicas
acomodadas en forma laminar. Estdn compuestos por
materiales sencillos como: iones de calcio y fosfolipidos asi
como: fosfatidiletanolamina y fosfatidilserina, ademas de
colesterol.'** Al adicionar iones de calcio, estos se intercalan
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entre las bicapas laminares enrollandolas y dando lugar a la
formacién de un espacio interno, capaz de cargar y/o almacenar
proteinas, péptidos antigénicos y ADN.!* Se ha demostrado
que las proteinas de envoltura de un virus, se pueden
integrar a los cocleatos con alta eficiencia, manteniendo
su conformacion nativa y sus actividades biologicas. Los
péptidos antigénicos se pueden incorporar en los coquelatos
por unién covalente a los fosfolipidos. Al ser administrados
por via sistémica, los coquelatos tienen la capacidad de
inducir respuesta humoral y celular, ademas, no generan
efectos adversos, ya que no son toxicos, ni inflamatorios y
son biodegradables.!#

5.15. Anticuerpos dirigidos

Elempleo de anticuerpos como inmunoestimuladores dirigidos
a receptores de CPAs como las CDs, se ha incrementado en
los ultimos afios. El acoplamiento de antigenos a anticuerpos
que especificamente se unan a receptores CD, ha sido fuente
de diversas investigaciones. Se ha observado en experimentos
en modelo murino, que el empleo de antigenos unidos a
anticuerpos dirigidos a DEC-205, DCIR, Dectinal, CD80/86 'y
CD36 de células dendriticas, desencadenan una respuesta tipo
Thl, ademas de que promueven la proliferacion de linfocitos
T CD8+ durante procesos tumorales.'¥’ Estudios tanto in vivo
e in vitro han demostrado que los anticuerpos dirigidos al
receptor de manosa DC-SIGN activan a las CDs. Ademas,
los anticuerpos conjugados con antigenos tumorales dirigidos
a los receptores de células dendriticas como CD205, MHC-
II, TLR2, FeyRI/IIT y CDllc, son capaces de generar una
respuesta inmune que active a los linfocitos T CD4 y CD8.!48
Efectos similares se han observado durante el estudio de
procesos virales, donde se demostré que CD11c es un blanco
inmunologico capaz de activar a las células dendriticas, para
que desencadenen una respuesta de células T especificas frente
aun retrovirus.'* Se ha observado que la unién del anticuerpo
monoclonal N418 a CDl1lc, induce una elevada respuesta de
las células T citotdxicas, ademas, incrementa la produccion
de anticuerpos especificos para antigenos tumorales.!47-1%0
Estudios in vivo, han demostrado, que anticuerpos conjugados
que se unen especificamente a CDllc, son capaces de
inducir el procesamiento y presentacion de antigenos por los
Complejos Principales de Histocompatibilidad clase I y II, asi
como, una elevada respuesta de células T CD4"y T CD8".1#

También se hademostrado que los fragmentos C3 de lasuperficie
de retrovirus como VIH, incrementa la activacion de CDs a
través de su union a CD11c¢.'* En modelos experimentales in
vivo donde se generan tumores en ratones, se ha comprobado
que los anticuerpos especificos para CD11lc conjugados con
antigenos tumorales, pueden inducir respuestas inmunes
especificas.””' Estos factores convierten a CDI1lc como un
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candidato ideal para la generacion de anticuerpos conjugados
que por medio de su unién a CD1lc, puedan activar a las
células dendriticas, para inducir una respuesta inmune capaz
de controlar diferentes procesos patologicos.'*

6. Conclusion

La necesidad de crear adyuvantes que permitan mejorar las
vacunas que existen en la actualidad, es uno de los retos de
la investigacion actual. Multiples moléculas con capacidad
adyuvante son evaluadas afio con afio. Sin embargo, hasta
la fecha, solo unos pocos han logrado ser aprobados por
agencias de regulacion de farmacos en el mundo. Los efectos
secundarios y la toxicidad, son los principales impedimentos
para que los adyuvantes candidatos puedan obtener su licencia
para utilizarse en vacunas. Es necesario generar avances en
el conocimiento del mecanismo de acciéon que emplean los
adyuvantes, esto permitird crear compuestos con efectos
inmunolégicos mas potentes y especificos, ademas de mejorar
la eficacia de los adyuvantes ya existentes en el mercado. Asi
mismo, la necesidad de buscar nuevos sistemas de entrega
del adyuvante y los antigenos, es otro de los aspectos a
seguir investigando, en aras de disminuir las dosis tanto del
antigeno, como del propio adyuvante a administrar, como
se puede observar en los estudios realizados en aplicacion
via cutdnea por medio de nano-parches. En la actualidad
una de las tendencias para generar nuevos adyuvantes, ha
consistido en crear mezclas de los ya existentes, mejorando
la eficacia. Los estudios realizados al respecto, demuestran
que estas combinaciones incrementan la respuesta inmune
sin generar mayores efectos secundarios o téXicos severos,
lo que incrementa la posibilidad de mejorar las vacunas
empleadas en humanos. Por todo lo anterior es que se sugiere
que los futuros estudios sobre adyuvantes, deberian enfocarse
en los siguientes ambitos: 1. Buscar nuevos compuestos
inmunopotenciadores con menos efectos secundarios y que
generen una buena respuesta inmune; 2. Comprender a fondo
los mecanismos de accion de los adyuvantes ya conocidos,
sobre todo en el caso de aquellos que no han podido ser
aprobados para su uso en humanos, para de esta manera
poder entender las modificaciones potenciales en los mismos,
buscando asi su registro; 3. Perfeccionar la respuesta inmune
general, con la finalidad de obtener adyuvantes que permitan
incrementar la proteccion generada por las vacunas actuales,
a menor dosis y con menores efectos secundarios.
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Glosario de Abreviaturas

ADN: Acido desoxiribonucleico

Al(OH),: Hidroxido de aluminio

AIOHPO,SO,: Sulfato fosfato de aluminio

AIPO,;: ’Fosfato de aluminio

ARN: Acido ribonucleico

ARNasas: Ribonucleasas

AS: sistemas adyuvantes

ATP: Trifosfato de adenosina

BCC: Carcinoma de células basales

CDs: Células dendriticas

CD40, CD80, CD86, etc: clusters de diferenciacion
CPAs: Células presentadoras de antigeno

CpG: Citosina y guanina unidas por fosfatos

CPH: Complejo Principal de Histocompatibilidad
CTB: Subunidad B de la toxina del colera
DC-SIGN: Moléculas de adhesion intracelular no asociada a
integrinas, especifica de células dendriticas

DT : Difteria-Tétanos

EGF: Factor de crecimiento epidérmico

FcyR: Receptor de fragmento cristalizable.

FDA: Agencia de administracion en medicamentos y
alimentos (Food and Drug Administration)
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FMDYV: vacuna de la fiebre aftosa

GM-CSF: Factor estimulante de colonias de granulocitos y
monocitos

HA: Hemaglutinina

HAV: Virus de Hepatitis A

HBV: Virus de Hepatitis B

HSV: Virus del Herpes Simple

HER-2: Receptor 2 de factor de crecimiento epidérmico
humano

Hib: Haemophilus influenzae tipo B

VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana

IFN: Interferferon

IgG: Inmunoglobulina

IL: Interleucina

IRIV: Virosoma derivado del Virus de Influenza Reconstituido
Inmunopotenciador

ISCOMs : Complejos inmunoestimuladores

LPS: Lipopolisacarido

MDP: Muramildipéptido

MPL: Monofosforil lipido A

NAG: N-acetilglucosaminas

NF-kB: Factor nuclear potenciador de las cadenas ligeras
kappa de las células B activadas

NK: Células asesinas naturales (natural killers)

NOD: Dominio de oligomerizacion para la unién de nucleoétidos
NSCLC: Cancer de pulmén de células no pequenas (non-
small cell lung cancer)

PMPs: Patrones moleculares asociados a patogenos

PGL: Poliléctico-co-glicolico

PLA: Poli (DL-lactico)

PLGA: Poli (4cido DL-lactico-coglicolico)

POE: poli (orto-esteres)

Quil-A: Quillaja saponaria molina

rCTB: Subunidad B de la toxina del célera recombinante
RIG-I: Gen inducible para acido retinoico

RLC: Receptores de lectina tipo C

RRP: Receptores de reconocimiento de patrones

ssARN: Acido ribonucleico de cadena sencilla

TB: Tuberculosis

Tdap: Difteria-Pertusis-Tétanos

Th: Linfocitos T cooperadores

TLR: Receptor tipo Toll (Toll-like receptor)

TNF: Factor de necrosis tumoral

TRIF: Adaptador que contiene el dominio tir productor de
interferon

VLPs: Particulas tipo virus

VPH: Virus del Papiloma Humano
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