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Resumen

La inmunoprofilaxis es una herramienta valiosa en la prevencion de las enfermedades infecciosas;
ésta depende de la capacidad del sistema inmune para reconocer y desencadenar una respuesta
efectora y de memoria ante los estimulos antigénicos usados como vacunas. Actualmente, existe la
necesidad de desarrollar y mejorar las vacunas no replicativas ya existentes de manera que modulen
e incrementen la efectividad de la respuesta inmune. Los adyuvantes constituyen una opcién en €l
mejoramiento de este tipo de vacunas ya que incorporados en la formulacion de éstas aumentan,
aceleran o prolongan la calidad de la respuesta inmune a antigenos especificos. Los adyuvantes
pueden ser clasificados de acuerdo a su mecanismo de accion en dos tipos. inmunoestimuladores y
sistemas de liberacién. Los adyuvantes inmunoestimuladores son derivados de patégenos
(lipopolisacéridos, CpG) y su funcién es activar las células del sistema inmune innato. En contraste,
los sistemas de liberacion son particulas (emulsiones, microparticulas, | SCOMs) encargadas de
entregar €l antigeno asociado a una célula presentadora de antigeno. El descubrimiento y desarrollo
de nuevos adyuvantes abre la posibilidad de implementar en un futuro vacunas terapéuticas y
profilacticas contra € cancer y enfermedades infecciosas agudas y cronicas que sean mas eficaces y

seguras para ser utilizadas en humanos y especies animales de importancia econdmica.

Palabras Clave: adyuvantes inmunoestimuladores, sistemas de liberacion, vacunas.

I ntroduccion

En 1796 Edward Jenner di6 un salto enormeen la
luchacontralas enfermedadesinfecciosasa demostrar
la capacidad que posee e ser humano de desarrollar
una respuesta protectora frente a una infeccion, al
inocular en un nifio el contenido de las lesiones
vesiculares de una ordefadora que padecia una
enfermedad causada por viruelade bovinos, e menor
no desarroll6 viruelahumanaapesar delaexposicion
al agente infeccioso por medio de lavariolizacion. A
estapracticasele denomind vacunaciony didinicio a
la inmunoprofilaxis en la era moderna (58), desde
entonces investigadores de todo el mundo han tenido
como objetivo el desarrollo de nuevasy més eficaces
vacunas para el control de las enfermedades
infecciosas (2). La vacunacion profilactica es una de
las estrategias de salud publica con mayor impacto
puesto que ha permitido el control e incluso la

erradicaciéon de multiples enfermedades

infectocontagiosas (60).

Lainmunizacionimplicael reconocimiento deuna
parte del antigeno que induce una respuesta inmune
efectoray de memoria. Paralograrlo se han utilizado
diferentes tipos de vacunas, compuestas por
microorganismos vivos atenuados, patdgenos
replicativosy no replicativosy patdgenos inactivados
0 sus subunidades. L as més seguras para ser utilizadas
en humanos son aguellas que contienen patdgenos
inactivados o sus subunidades (60), debido a que
carecen devirulencia; generalmente son bien toleradas,
y pueden administrarse a pacientes
inmunocomprometidos (54). Sinembargo, estas
vacunas tienen menos inmunogenicidad que las
replicativas por 1o cual es necesario € uso de una
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sustanciaadyuvante parainducir unarespuestainmune
adecuada (60).

Los adyuvantes hacen parte de un grupo de
compuestos estructural mente heterogéneos, utilizados
para incrementar la respuesta inmune a vacunas no
replicativas (29). La palabra adyuvante se deriva del
verbo enlatin adyuvare que significaayudar o auxiliar
(78). A mediados de 1920, partiendo de laobservacion
gue los caballos que desarrollaban abscesosen €l sitio
deinoculacién detoxoide diftérico presentaban titulos
més elevados de antitoxinas comparado con los
caballos que no desarrollaban abscesos, se llegb ala
conclusion que la diferencia entre ambos grupos
radicaba en la presencia de sustancias extranas
contaminantesquea ser inyectadasjunto con € toxoide
aumentaban €l titulo de anticuerpos antitoxinas (78);
estas sustancias se denominaron adyuvantes
inmunol6gicos (21, 23).

Durante varias décadas se haevaluado laactividad
adyuvante de cientos de componentes sintéticos y
naturales (78) (véase Tabla 1); sinembargo, pocos de
€llos son aceptados para uso en humanos debido asus
efectos toxicos, a estrecho margen de seguridad y a
la induccion de reacciones aérgicas e inflamacion
grave localmente (13, 47). Segun los estandares de
inmunizacion profiléctica, paraindividuos sanos solo
son aceptados | os adyuvantes que demuestren efectos
adversos minimos (47). Adiciona mente, losadyuvantes
deben ser: biodegradables, estables, defécil fabricacion,
bajo costo, aplicables a una amplia gama de vacunas,
de administracién sencilla'y seguros para aplicarse a
pacientes complicados einmunocomprometidos (63).

Tabla 1. Clases de adyuvantes.

Sales minerales Fosfato de Aluminio*
Fosfato de Calcio*
Hidréxido de aluminio*

Adyuvantes Saponinas (QS21)
inmunoestimu- DNA bacteriano (oligonucleétidos CpG)
ladores Lipopolisacaridos (LPS)
Monofosforil lipido A (MLP)
Citoquinas (IL-2, IL-12, GM-CFS)
Particulas Liposomas
lipidicas Virosomas*
ISCOMS
Emulsiones (Adyuvante de
Freund, SAF, MF59%)
Cochleates
Particulas Particulas de Polaxamer
adyuvantes Particulas semejantes a los virus

Microparticulas
polilactide-co-glicosides

Con excepcion de los Cochleates todos estos adyuvantes han
sido evaluados en ensayos clinicos. Sin embargo, solo los
sefialados * son corrientemente incluidos en vacunas aprobadas
para su uso en humanos (64)
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El mecanismo de accién de la mayoria de las
sustancias adyuvantes no se ha dilucidado
completamente (78), debido en parte a que es dificil
diferenciar in vivo € efecto primario del adyuvante
del efecto provocado por los otros componentes de la
vacuna(13, 47, 63). A pesar deesto, se hanidentificado
algunos mecanismos de accion por los cuales los
adyuvantes mejoran lacalidad delarespuestainmune
alosantigenos especificosdelavacuna. Lassustancias
adyuvantes pueden actuar incrementando la
inmunogenicidad de los antigenos, aumentando la
velocidad y la duracién de la respuestainmune (47),
modificando el balance Th1/Th2 (81), modulando la
avidez, especificidad, isotipo o la distribucion de las
subclases de anticuerpos, estimulando la inmunidad
mediada por células, promoviendo la inmunidad de
mucosas, incrementando |a capacidad de respuestaen
€l sistema inmunolégico inmaduro o senescente y
disminuyendo la cantidad del antigeno necesario para
inducir unarespuestainmune adecuada (47). Ademas,
los adyuvantes pueden aumentar lainfiltracion celular
y lainflamacién, permitiendo particularmentee tréfico
delas células presentadoras de antigenos (CPA) hacia
el sitio deaplicacidn, promoviendo en ellaslaexpresion
de sefiaes coestimuladoras, moléculas del complejo
mayor de histocompatibilidad (CMH) o la activacion
deviasde sefiali zacion rel aci onadas con lapresentacién
antigénica (63). Adicionalmente, la activacion del
sistemainmuneinnato contribuyeal direccionamiento
de la respuesta inmune especifica mediante la
secreci6n de mediadoresinflamatoriosy citoquinasque
en Ultima instancia conducen a la activacion de los
linfocitos Ty B (47).

Durante décadas se han utilizado fracciones de
mi croorganismos como adyuvantesinmunol 6gicossin
gue se conoci era su mecanismo de accion, no obstante,
ahora se postula que tal es fracciones poseen patrones
moleculares asociados alos patégenos (PAMPs) (15).
Estas son estructuras moleculares comunes a grupos
de microorganismos y relacionadas con los
mecanismos de supervivencia de los mismos, por lo
cua no han estado sometidosapresion selectivadurante
la evolucion. Los peptidoglicanos de bacterias gram
positivas y los lipopolisacaridos (LPS) de bacterias
gram negativas son ejempl os de este tipo de mol éculas
(15). Los PAMPs se caracterizan por su habilidad de
activar células del sistema inmune innato (47),
principalmentelas células dendriticas CD (52) y otras
CPA (47). Los PAMPs interacttian con los receptores
de patrones de reconocimiento (PPR) gque se expresan
endichascéulasy entrelos que se destacan lafamilia
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de los receptores tipo Toll TLR (4). Es asi como €l
estudio del mecanismo de accion delos adyuvantes es
importante no s6lo para la aplicacién en la
inmunoprofilaxis de enfermedades infecciosas, sino
ademas, porque constituyen una herramienta para
comprender el proceso de activacion y regulacion del
sistemainmuneinnato, el cual hacobrado vigenciaen
los Ultimos afios debido a su conservacin evolutivay
capacidad paradiscriminar entrelas molécul as propias
delasno propias (4, 63).

Con este articulo se pretende revisar las
caracteristicas quimicas y los mecanismos por los
cuales los adyuvantes contribuyen al desarrollo de la
respuesta inmune. De igual manera, se describiran
aspectos generales de su utilizacion en humanos.

Sales minerales

El hidréxidoy € fosfato de aluminio genéricamente
Ilamados Alum (3), son sales con propiedades fisicas
diferentes que estan disponibles para ser utilizadasen
laproduccion de vacunas parahumanos (30). El fosfato
deauminio o hidroxifosfato, posee un puntoisoel éctrico
usualmente entre 4.5 y 6.0 relacionado inversamente
con €l grado de sustitucion de fosfatos por hidroxilos;
al estar cargado negativamente, a un pH de 7.4,
absorbe |os antigenos cargados positivamente gracias
a fuerzas de atraccion electrostética (57). Por otra
parted hidréxido deauminiotieneun punto isoeléctrico
de 11.4 y a un pH de 7.4 absorbe los antigenos
cargados negativamente por atraccién electrostética
(57). En general los antigenos de la vacuna se unen
establemente a las sales de aluminio por estas
interacciones formando una suspensi 6n macroscépica
(54).

El Alum ha sido usado por muchos afios en el
campo de las vacunas, no obstante, su mecanismo de
accion no se conoce en su totalidad. Originalmente se
crey6 que generaba un efecto de depdsito, resultando
enlapersistenciadel antigeno en € sitio deinyeccion;
aunque, estudios més recientes que involucran
antigenos marcados con i sétopos radi oactivos muestran
gue e Alum noinducelaformacion de depésitosen el
sitio de aplicacion (28); ademas, el liquidointersticial
es capaz de disolver las salesde aluminioin vivo ein
vitro después de su administracion intramuscul ar (30,
60). El hidroxifosfato exhibe una disolucién y una
absorcién masrépidaqueloscristalesde hidréxido de
aluminio (30).
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Lahabilidad del cuerpo paraeliminar losadyuvantes
gue contengan aluminio puede ser en parte la
responsable del excelente registro de seguridad de
estos compuestos (30). Adicionalmente, el Alum
permite la captacion eficiente de los antigenos por las
CPA debido a la naturaleza de sus particulas y a su
tamafo (<10 pum de didmetro); también estimula
linfocitos B, CD, induce eosinofilia 'y promueve la
activacion delos macréfagos (27). Trabajos recientes
in vitro indican que el Alum regula sefiales de
coestimulacién en monocitos humanosy promuevela
liberacion deIL-4 (74).

Laprincipal limitacién de las sales de aluminio es
su capacidad de inducir respuestas inmunes
caracterizadas por la produccion de inmunoglobulina
E (IgE) asociada con reacciones a érgicas en humanos
(53). Ademés, a gunos estudios comparativos muestran
gue el Alum es un adyuvante débil tanto para la
induccion de anticuerpos como paralainducciéndela
inmunidad mediada por células (27). Sinembargo, son
actualmente uno de los adyuvantes aprobados por la
Food & Drug Administration (FDA) de los Estados
Unidos para ser usadas en vacunas humanas debido a
su seguridad, bajo costo y su capacidad adyuvante con
un gran nimero de antigenos (27).

Adyuvantes inmunoestimuladores

Lipopolisacaridos. Una clase de adyuvantes
inmunoestimuladores es el LPS, componente natural
de la pared celular de bacterias gram negativas y
poderoso estimulante delascélulasdel sistemainmune
(13). El LPS esunaendotoxinacon carécter anfipético,
presenta carga negativa y se consideran toxicos para
el hombre por su capacidad deinducir choque séptico.
Se compone de dos partes; € lipido A, formado por
dosN-acetilglucosaminas (NAG) fosforiladasy unidas
a seis o siete cadenas saturadas de &cido graso, que
sirven para anclar toda la estructura en la membrana
externa de las bacterias gram negativas; y unacadena
de polisacérido, en la que se distinguen dos zonas. un
nucleo, formado por &cido 2-ceto-3-deoxioctandico,
heptosa, glucosay glucosamina, que esta unidaa una
delasNAG del lipido A; y por €l antigeno O, unaserie
detres acinco monosacaridos que se repiten de manera
distintaseginlasespecies, sendo ested principa inductor
delarespuestainmunol égica El lipido A también puede
ser responsabledelaactividad endotoxicadelasbacterias
gram negativas y posiblemente su modificacién
biosintética sea una estrategia para obtener una especie
de LPS més conveniente para ser incluida en la
formulacion de las vacunas (76).
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Cuando el LPSingresaa organismo estransportado
y concentrado en el plasma por laproteinafijadorade
LPS (LBP) dando lugar alaformacién del complejo
LPS/LBP (1) que se une con el CD14, una proteina
de membrana que actlia como principal receptor para
el LPS en la superficie de células mononucleares.
Aungue CD14 carece de dominio citoplasmico, existe
un correceptor parael LPS que permitelatransduccion
de sefales citoplasmaticas, conduciendo en Ultima
instancia, alaproduccion de citoquinascomo € TNFa,
IL-1, IL-6, IL-10 e IL-15, este correceptor es €l
TLR-4 (Toll-Like Receptor-4) (1). Evidencias
recientes, sugieren quelaactivacién del sistemainmune
por LPS ocurre como consecuencia de su interaccion
conlosTLR, especidmentecon TLR-2(50) y el TLR-
4 (10) considerados como elementos importantes en
larespuesta inmune innata. Estos receptores inducen
la activacion celular gracias a que permiten la
activacion del NF-kB (36) y de la via de las MAP
guinasas (45), lo cual regulala expresiéon genéticay
estimulalaproduccion delas mencionadas citoquinas
proinflamatoriasasi como también de quimioquinas (36).

Laprincipal limitacién en el desarrollo de vacunas
contra bacterias gram negativas es la actividad
endotoxicadelos L PS(70), los cua es pueden modular
la respuesta inmune de diferentes maneras. Por un
lado pueden funcionar como adyuvante natural
incrementando los nivelesde anticuerposcontraproteinas
externas de la membrana de bacterias gram negativas
(69) y por otra parte, su toxicidad puede dar lugar auna
hiperactivacion significativaque pueden limitar € usoy
la aceptacion de vacunas que contengan LPS, como es
€l caso de la vacuna de Bordetella pertussis (49).

Monofosforil lipido A. EI monofosforil lipido A
(MLP), derivado de LPS y obtenido a partir de
Salmonella minessota también pueda actuar como
adyuvante inmunoestimulador y debido a su baja
toxicidad representa una mejor alternativa en el
desarrollo de vacunas para humanos (11). Aunque €
mecanismo de accion del MPL no se ha definido
claramente, es probable que seasimilar a delosLPS
(63) y se sugiere que & TLR-2 también puede estar
involucrado en laactivacion delas CPA por MLP (11).

En estudios preclinicos con MPL se hademostrado
unincremento delacapacidad inmunoestimuladorade
linfocitos B y macréfagos conduciendo alasintesisy
liberacion de citoquinas, particularmente de IFNYy,
IL-4, IL-5 (63) e IL-2 (75) sin modificar e balance
Th1/Th2 (63). Ademas en modelos animales se ha
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observado que las células dendriticas tratadas con
MPL presentan un incremento en su maduracion y
migracion, asi como un aumento en la produccion de
IFNYy bajosnivelesde IL-4 e IL-5 por lascélulas T,
promoviendo principalmente una respuesta Thl e
induciendo una respuesta humoral caracterizada por
predominio de IgG2a e 1gG1 (11). Clinicamente, €l
MPL se ha utilizado en formulaciones complejas,
incluyendo liposomas, emulsionesy combinado con otros
adyuvantes como € Alumy e QS21, d problema de
estas combinacionesesladificultad de discriminar entre
lacontribuciéndel MPL y d efecto adyuvantetotal (73).

QS21. Otro grupo de adyuvantes
inmunoestimuladores es el de los terpenoides
glucésidos o saponinas, derivados de Quillaja
saponaria (Quil A). Estas moléculas han sido
utilizadas como adyuvantes durante muchos afios en
vacunacion profilactica de animales a pesar de que
son agentes activos de superficie y pueden causar in
vitro hemdlisis de glbul osrojos; aparentemente, este
efecto indeseable no esta relacionado con la accion
del adyuvante (34). En 1995 se aisl6 lafraccion pura
de Quil A de bgjatoxicidad (QS21) responsable de la
actividad adyuvante (56). Se hademostrado que QS21
forma poros al interaccionar con el colesterol en las
membranas celulares (24), aungque no se sabe si la
formacin de estos poros estarel acionada con laaccion
adyuvante; parece ser este & mecanismo més probable
guedalugar alaentradadelosantigenosal citoplasma
parainducir laactivacién deloslinfocitos T citotoxicos
CTL (63). Ademés, el QS21 esun potenteinductor de
laliberacion deinmunoglobulinas|gG2ay decitoquinas
Thl como el IFNyy lalL-2 (34). Es probable que el
QS21 sea el adyuvante mas efectivo contra patégenos
que requieran una potente respuesta inmune que
involucre los CTL (63) pero su efecto hemoalitico
restringe su uso en humanos (34).

CpG DNA. Actualmente hay un interés especial
en las vacunas a partir de moléculas de DNA ya que
inducen unapotente inmunidad celular que usualmente
no se acanzacon las vacunas no replicativas (47). La
inmunizacion con écidos nuclei cos es un procedimiento
que consiste en lainyeccion de DNA de un plasmido
bacteriano en e que se ha insertado una secuencia
gue codificaparaun antigeno especifico, convirtiendo
de esa manera a vacunado en un “biorreactor” que
produce €l antigeno directamente en sus células (68).
El DNA bacteriano, perono € devertebrados, estimula
in vitro las células del sistema inmune, debido a la
presenciadeidas CpG dinucledtidos no metiladas (44).
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L assecuencias CpG no metiladasflanquean secuencias
selectivas que son reconocidas por células del sistema
inmune innato incluyendo macréfagos y células
dendriticas por medio del TLR-9 (12, 37). Las CpG
parecen tener un potencial significativo para la
modul aci 6n de unarespuestainmuneyaexistente (14);
ademas, estimulan laconversion delas CD inmaduras
en CPA maduras (16) y laactivacion de loslinfocitos
By lascélulas NK (79).

El mecanismo exacto de captacién celular y
activaciéon inmune por CpG sigue siendo confuso;
aunque pueden estar involucradas la endocitosis no
especifica 'y la maduracion endosomal que parecen
necesarias paralaactivacion delavia de las quinasas
(66) llevando en ultimainstancia, a desarrollo de una
potente respuesta inmune Thl (67) caracterizada
principalmente por la liberacion de quimioquinas y
citoquinas (5) como TNFao, IL-1, IL-6, IL-12, la
transcripcion del RNAm de citoquinas proinflamatorias
(31), asi como la expresion de moléculas
coestimuladoras (16, 72) y del complegjo mayor de
histocompeatibilidad tipo |1 (14), todo lo cual parece estar
mediado por suuniéna TLR-9 (8, 79).

El efecto adyuvante de las secuencias CpG parece
estar maximizado por su conjugacion con antigenos
proteicos (18) o su combinacién con sistemas de
liberacion. Reportes recientes indican que los efectos
de este potente adyuvante pueden alcanzar ensayos
clinicos en humanos (32) ya que son bien tolerados y
generalmente no producen reacciones aérgicas (67);
sin embargo la seguridad de las CpG DNA, necesita
ser firmemente establecida en la clinica, debido ala
induccion de autoinmunidad 6rgano-especifica en
variosmodelosanimales(9) y otroscambios patol 6gicos
cuando son administrados repetidamente aaltas dosis
(37) Aunque estemprano paradecir en que situaciones
se pueden utilizar los oligonucledtidos CpG, éstos han
probado ser més ventgjosos en algunas situaciones,
especialmente en la inmunoprofilaxis de las
enfermedades infecciosas (79) por su aparente
habilidad de manipular |a respuestainmune selectiva
Thl (47) y por su capacidad de ser conjugados con
diferentes tipos de antigenos (38, 67, 71).

Citoquinas. Algunas citoquinas son consideradas
adyuvantesinmunoestimuladores, yaque estastienen
la habilidad de modificar y redireccionar larespuesta
inmune. Las citoquinas mas extensamente evaluadas
como adyuvantessonIL-1, IL-2, IL-12, IFNyy factor
estimul ante de colonias de granul ocitosy macrofagos,
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GM-CFS (42); todas €ellas exhiben toxicidad a dosis
relativamente bajas y por su naturaleza proteica son
inestables, tienen una vida media muy corta 'y son
costosas. Por lo tanto, es poco probable que las
citoquinas sean aceptadas para su uso rutinario en la
vacunacion profilactica; aunque, hay avances
considerables para su utilizacién en lainmunoterapia
del cancer (59).

Particulas adyuvantes

Existen multiples vehicul os capaces de transportar
antigenos que facilitan el desarrollo de unarespuesta
inmune (35); entre los mejor evaluados para su uso
como adyuvantes se encuentran liposomas, |SCOM,
emulsiones, microparticulas, virosomas y particulas
semejantes alosvirus, las cual es poseen dimensiones
comparables alas de estos agentesinfecciosos (véase
Tabla 2) y por esta razén son captadas de una manera
mas natural por CPA facilitando lainduccién de una
potente respuesta inmune (63).

Tabla 2. Dimension aproximada de las particulas
adyuvantes.

Particulas adyuvantes Tamafio
Microparticulas 100 nm-10 pm
Liposomas 50 nm-10 pm
Virosomas 50 nm-10 um
MF59 200 nm
ISCOM 40 nm

Comparacion entre el tamario aproximado de las microparticulas
con las dimensiones de los patdgenos (64).

Liposomas. Los liposomas se definen como
microesferas huecas con unao varias bicapaslipidicas
y cuyo tamafio puede variar de 50 nm a varios
micrémetros (35). El interés por los liposomas radica
en su membranacongtituidade colesterol y fosfolipidos
(como la fostatidilcolina y el dicetilfosfato) cuya
estructura, composiciony proporcidn es practicamente
igual alas membranas celulares, de maneraquea ser
introducidos dentro del hospedero éste no desarrollo
una respuesta inmune de rechazo (7). Los liposomas
son pequefios depdsitos que pueden contener antigenos,
drogas, genes, citoguinas o adyuvantes, modulando la
respuesta inmune celular y humoral de acuerdo a la
respuesta deseada (26).

Actualmente los liposomas mas evaluados en las
formulaciones de las vacunas ho replicativas, son los
virosomas, proteosomas y los Cochleates (35). Los
virosomas son semejantes a pequefias vesiculas
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unilaminares basadas en proteinasviraes de membrana
y algunos contienen hemaglutinina (HA) del virus de
lainfluenza; éstapermitelauniéndd virosomaconlos
residuos de acido sidlico presentes en las CPA.
Despuésdelacaptaciony laendocitosis, el endosoma
se torna écido induciendo un cambio conformacinal
en HA, lo cual permite lafusion del virosoma con la
membrana endaociticay da lugar ala presentacion en
CMH tipo I1; la co-incorporacion de otro antigeno de
membrana al virosoma generalmente induce un
aumento en la respuesta inmune contra este antigeno
(35). Las vacunas que contienen virosomas estan
siendo eval uadas actual mente en ensayos clinicos (25).

Trabaj osrecienteshan desarrollado unanuevaclase
devehicul ostransportadores de antigenos denominados
Cochleates(35). Los Cochleates son bicapas|aminares
no vesiculares, constituidas por fosfatidiletanolamina,
fosfatidilserinay colesterol cargados negativamente.
Al adicionar iones de calcio, estos se intercalan entre
las bicapaslaminares enrolldndolasy dando lugar ala
formacion de un espacio interno en donde cargan las
proteinas o el DNA (35). Estas son altamente eficaces
cuando se administran por via parenteral o en las
mucosasy tienen |lacapacidad de estimular unafuerte
respuestainmune humoral y celular (41). Otrotipo de
liposomas son | os proteosomas, pequefias vesiculas de
origen bacteriano preparadasapartir delasolubilizacién
de su membrana celular externa (47); en asociacion
con proteinas virales inducen una fuerte respuesta
inmuneThl, lo cual sugierequeson altamente efectivos
y excelentes candidatos para ser usados en la
formulacién de una vacuna en las que sea deseable
este tipo de respuestainmune (39).

|SCOMs. Las fracciones inmunoestimuladoras de
Quil A incorporadas aparticulas lipidicasincluyendo
colesterol, fosfolipidos y antigenos de la membrana
celular constituyen los Ilamados complejos
inmunoestimuladores (ISCOMs). Tipicamente la
composicién de estos consiste en 60-70% de Quil A,
10-15% de lipidos y 5-20% de proteinas (35). Son
estructuras esféricas con un tamafio miceliar
aproximado de 40 nm (46) y contienen antigenos
anfipdticos semejantes a las proteinas de membrana
(35). No obstante, un problema potencial con los
ISCOMSs es que lainclusion de los antigenos dentro
del adyuvante estécnicamentedificil y puede requerir
grandes modificaciones en el antigeno (33); aunque
sehapostulado quelainteraccion fisicadelosISCOMs
con el antigeno es probable que no seaun prerrequisito
parala actividad adyuvante (35) ya que simplemente
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mezclandol os se obtiene un aumento de la respuesta
inmune (80). Las principales ventajas de las
preparaciones de |ISCOMs es que esta formulacion
se dirige directamente a las CPA y hay reduccion
considerable enladosisnecesariade Quil A. Ademas,
dentro de la estructura del ISCOMs el Quil A se une
a colesterol y no queda libre para interactuar con la
membrana celular con lo cual se reduce
considerablemented efecto hemalitico delas saponinas,
mientras se mantiene su actividad adyuvante (65).

Los ISCOMs son capaces de generar un amplio
rango de respuestasinmunes, incluyendo lainduccion
de una respuesta inmune celular mediada por los
linfocitos T CD4+y los T CD8+, laactivacion delas
CPA, €l incremento en laexpresion de MHC tipo Il y
la produccion de citoquinas especialmente IL-12 e
IFNY. El tipo de respuesta inmune que se genera
después de la inmunizacion con un ISCOMs
probablemente depende del antigeno y de la ruta de
inmunizacion utilizada (35). Sinembargo, la eficacia
paralainduccién de CTL y el perfil de seguridad de
los ISCOM s necesitan establ ecerse en humanos (47).

Varios estudios en model os animal es demostraron
gue la formulacién de la vacuna para influenza que
contenia ISCOMs era méas inmunogénica gue una
subunidad clasica de vacuna (22) y que ademés tenia
lacapacidad deinducir unapotente respuestaThl (77).
Unaformulacion similar utilizadaen ensayos clinicos
en humanos mostré una potente induccion de una
respuesta mediada por CTL (20). Hasta €l momento
la Unica vacuna licenciada para utilizar ISCOM esla
vacuna anti-influenza en caballos y los estudios en
humanos se encuentra en fases iniciales en donde se
describe pocas reacciones colatelares (35).

Microparticulas. Lasmicroparticulas son otro tipo
de adyuvantes con los cuales se puede controlar la
velocidad de la liberacion de los antigenos (47). Los
efectosdelasmicroparticulasasi como su compatibilidad
detgidoy biodegradabilidad, hacen de éllasun sissema
vaioso deliberacion parapéptidossintéticosinmundgenos
con propiedadesinmunogénicas (48).

El poliéster biodegradable y biocompatible,
polilactide-co-glicosides (PGL) fued primer candidato
parael desarrollo demicroparticulas como adyuvantes,
ya que éste ha sido usado por muchos afios como
material de suturasy sistemacontrolado de liberacion
de medicamentos en humanos (51). Probablemente €l
efecto adyuvante de estas particulas es una
consecuencia de su captacion por CD, macréfagos y
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nédulos linfoides locales después de su inyeccion
intramuscular, siendo muy efectivo paralainduccion
deunarespuestainmune mediadapor CTL (47) y para
laproduccion de atostitul os de anti cuerpos especificos
(55); este efecto es alcanzado posiblemente por la
encapsulacion de antigenos en microparticulasde PGL,
aunque no estAmuy claro su mecanismo de accion (47).

Las microparticulas catidnicas con plasmidos
absorbidos pueden ser usadas para aumentar
draméticamente la potencia de las vacunas de DNA
(40, 62). Estas microparticul as absorben eficientemente
el DNA vy tienen la capacidad de liberar varios
pldsmidos simultaneamente, aumentando
considerablemente |os niveles de anticuerpos séricos
y la respuesta mediada por CTL en varios modelos
animales(61). Lasmicroparticulasanidnicassimilares
pueden ser usadas paralaliberacion efectivade proteinas
absorbidas y han demostrado ser efectivas para la
induccién de CTL en ratones (61).

Emulsiones. El adyuvante Freund’s es un potente
inmunoestimulante constituido por agua disuelta en
aceite mineral que contiene Micobacterias muertas
(47), sin embargo posee gran toxicidad, por lo cual no
puede ser usado en el humano. A partir de éste se
desarroll 6 en 1980 unaformul acion adyuvante de aceite
en agua SAF utilizando aceite biodegradable
(escualeno) (6), que ademés contenia un surfactante
no iénico y derivados de muramil dipéptido que
probaron ser toxicos para su uso en humanos (63).
Posteriormente se desarroll6 una solucion de aceite
en agua utilizando escualeno sin la presencia de
inmunoestimul adores adicionales (MF59), éste poseia
un perfil de seguridad aceptabley unapotente actividad
adyuvante (63), confirmadacon lavacunadeinfluenza
(FLUAD)™ aplicada a sujetos ancianos en ensayos
clinicos (43) y en modelos animales (17). Este hecho
permitié la aprobacién de este producto en Italia en
1997y en otros paises adicionalesen €l 2000 (47). La
experiencia en la clinica; més de 18.000 sujetos
inmunizados y controlados bajo ensayos clinicos
infectados con VIH, virus del herpes simple,
citomegalovirus e influenza han demostrado que €l
MF59 eslo suficientemente seguroy bien tolerado para
ser usado en humanos y en recién nacidos (64).
Ademas, lapotenciade MF59 parahepatitis B hasido
confirmada en pruebas clinicas, es las cuales MF59
mostré ser 100 veces més potente que las vacunas
comerciales que contenian aluminio como adyuvante
(17). Estudios con MF59 marcado con fluorescencia
confirmaron lahabilidad del adyuvante paraestimular
macréfagos y CD en € sitio de inyeccion y en los
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nodulos linfoides locales (19). EI MF59 puede ser
recomendado para una potente induccién de
anticuerpos 'y también puede ser usado como sistema
de liberacién para adyuvantes inmunoestimuladores
como MLPy QS21 (11).

En conclusion, podemos afirmar que los recientes
avancesy descubrimientos en las vias de sefializacion
proinflamatoriasy larespuestainmuneinnatay celular
pueden conducir al disefio y mejoramiento de los
adyuvantes, particularmente, adyuvantes que tengan
la capacidad de desarrollar respuestas inmunes
protectorastipo Thly que sean capaces de aumentar,
mejorar y prolongar la respuesta inmune,
especificamente lamediada por células. Considerando
la complejidad de la respuesta inmune antigeno
especificay todas las vias de activacion del sistema
inmunol 6gico implicadas, se podrian tomar estascomo
punto de referencia para el desarrollo de nuevos y
mejores adyuvantes, este tipo de estudio conduciriaa
un mejor entendimiento de los mecanismos de accion
delosadyuvantes corrientemente utilizadosy permitiria
hallar nuevas vias de sefializacion y receptores
especificos que puedan ser blanco de nuevasmoléculas
adyuvantes optimizando lainduccién de la respuesta
inmune a los antigenos especificos de las vacunas y
generando unainmunidad protectora.

El estudio de los productos naturales, sistemas de
liberacion, sales minerales y moléculas
inmunoestimul adoras de diversas fuentes desprovistas
de propiedades biolégicas adversas, ofrece amplias
perspectivas para la busqueda de nuevas sustancias
con actividad inmunopotenciadora que puedan ser
usadas con seguridad como mol éculas adyuvantes en
lasvacunas parahumanosy animales. También sehace
necesaria la valoracion de nuevos adyuvantes
inmonoestimuladores que busguen incrementar la
efectividad y seguridad de las vacunas recombinantes
0 sintéticas ya que estas poseen una baja
inmunogenicidad en comparacion con las vacunas
formuladas tradicionamente; ademés, se requiere e
desarrollo de sistemasliberacion més sitio especificos
gue permitanimplementar lainmunizacién en mucosas
y mejorar lainmunizacion parenteral y oral.

Per spectivas de adyuvantes en vacunacion
profilactica

L os adyuvantes han contribuido ala comprension
de mecanismoscelularesy molecularesdelarespuesta
inmune, como la presentacion antigénica, las sefiales
coestimuladoras necesarias paralaactivacion dedicha
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respuestay las vias de sefializacion conducentes ala
sintesis y secrecion de citoquinas reguladoras. En la
medida en que se comprende masy mejor a sistema
inmune se pueden elaborar de manera racional
adyuvantes que favorezcan, con menos efectos
adversos, una respuesta inmune mas potente.

Afios atrés lainmunizacion se basaba en métodos
empiricos o en pruebas de ensayo y error quetrataban
de establecer cuales serian las caracteristicas de los
adyuvantesy antigenos utilizados en una preparacion
inmunoprofil&ctica parainducir proteccion efectivay
duradera; ademaés, se buscaba dilucidar
especificamente el papel del adyuvante en dicho
proceso. En la actualidad, el campo de investigacion
en sustancias adyuvantes ha avanzado rapidamente,
reflejandose en un creciente nimero de nuevos
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adyuvantes y en un mejor entendimiento de su
mecanismo de accion. Ademas, se requiere de mésy
mejores vacunas contra diversas enfermedades y se
necesita incrementar la seguridad y la eficiencia de
las ya existentes, reducir |os costos y mejorar su via
de administracion para que sean mas aceptables y
toleradas.

La busqueda persistente de nuevos adyuvantes y
ladescripcion de sus diferentes mecanismos de accion
puede conducir a mejoramiento o modificacion de
algunosdeloscomponentesincluidosenlaformulacién
de unavacunaparacontribuir a objetivofina deésta:
inducir unainmunidad protectora. Se espera que esta
busquedaincesante conduzcaa desarrollo devacunas
aptas parasu utilizacion en humanosy que contribuyan
al control de enfermedades que azotan alahumanidad.

Role of adjuvant in the modulation of immune response

The immunoprophylaxis is an important tool in the prevention of the infectious diseases; it
depends of the capacity of the immune system to recognize and develop an effector response and
immune memory against different stimulus. Currently, it is necessary to develop and improve the
existent nonreplicating vaccines with the purpose to modulate and increase the immune response
against a wide range of microorganisms or their antigens. The adjuvants constitutes an option to
improve this type of vaccines because when they are incorporated in a vaccine formulation can
enhance, accelerate or prolong the quality of the immune response to specific antigens. Adjuvants
can be classified according to their action mechanisms into two types: immunoestimulatory and
delivery systems. The immunoestimulatory adjuvants are derived from pathogens
(lipopolysaccharides, CpG) and their function is to activate the innate immune cells. In contrast,
the delivery systems are particles (emulsions, microparticles, | SCOMs) that transport and deliver
an associated antigen to antigen-presenting cell. The discovery and development of new adjuvants
opens the possibility to use new prophylactic and therapeutic vaccines against cancer, acute and
chronic infectious diseases. These new vaccines will be more effective and safe to be used in
human and animal species of economic importance.

Key Words: adjuvant immunoestimulatory, delivery systems, vaccines.
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