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Resumen

La contribucién de las vacunas a la salud publica mundial ha sido gigantesca
sobre todo en el campo de la profilaxis de enfermedades infeccionas,
particularmente en la era moderna de la vacunacion en el pasado siglo XX y lo
que va del presente. El alcance del concepto y las tecnologias de las vacunas se
ha ampliado a la terapéutica, ademas de las enfermedades infecciosas cronicas
como la papilomatosis y el herpes, al cancer, las enfermedades autoinmunes, las
degenerativas y las alérgicas. El principal obstaculo para avanzar hacia una
nueva generacion de vacunas, que brinde soluciones a los grandes problemas
pendientes y permita mejorar algunas de las existentes, lo constituyen los
adyuvantes inmunolégicos para vacunas. Desde su introduccion y por mas de 80
afnos solo se emplearon los adyuvantes derivados de sales de aluminio en las
vacunas humanas registradas y empleadas masivamente. Siendo en las ultimas
dos décadas que se ha iniciado con éxito una nueva era de la Vacunologia al
registrarse algunas vacunas con nuevos adyuvantes. Los adyuvantes que
contienen aluminio a pesar de sus resultados positivos acumulados tienen
limitaciones, dadas por el alcance de sus mecanismos de potenciacion y
direccionamiento de la respuesta inmune, solo se adecuan a ciertas aplicaciones;
por otro lado cada vez mas aparecen preocupaciones por SsSus riesgos
potenciales, aunque no todos bien demostrados, para la seguridad de la
vacunacion, sin embargo no pueden ser cambiados ni abandonados
bruscamente. Avances recientes en el entendimiento de las relaciones entre los
mecanismos de reconocimiento de los agentes patdgenos, las senales internas
de dafo y la activacion de la respuesta inmune innata, con un papel
determinante en la consecuente generacion de una respuesta inmune adaptativa
adecuada, han arrojado claridad sobre la esencia del fendmeno de la adyuvacion
de la respuesta inmune, avizorandose una época de intensa productividad en
ese campo aplicado a la inmunoterapia, es por ello que en el presente trabajo
revisaremos con mas detenimiento estos aspectos. Brindamos, asi mismo un
breve recuento sobre los principales avances de las Ciencias Biomédicas en
Cuba en relacion a las investigaciones aplicadas a los adyuvantes para vacunas
humanas, incluyendo nuestros propios resultados.
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Abstract

The contribution of the vaccines to the public health worldwide has been gi-
ant-sized, most of all at the field of the prophylaxis of infectious diseases, particu-
larly in the modern era of vaccination in the past XX™ century and what goes from
the present XXI". The reach of the concept and the technologies of the vaccines,
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first limited to the infection prophylaxis, have widened to the therapeutic field,
chronic diseases like the papilomatosis and the herpes, the multiform cancer en-
tities, the autoimmune diseases, the degenerative and the allergic diseases, are
now vaccine targets. New and better adjuvant for vaccines constitute the principal
obstacle to advance toward a new generation of vaccines, that could offer solu-
tions to the big pending problems of diseases without vaccines and allow to im-
prove some of them existent with limited efficacy. The only approved and
massively used adjuvants in human vaccines during decades, for over 80 years,
were those based on aluminum salts. Being in the last two decades than has star-
ted up a new era in the Vaccinology when some vaccines with new adjuvants
were getting registered and used with success. The adjuvants based only on alu-
minum salts in spite of its accumulated positive results, have limitations, given for
the reach of its mechanisms of potentiating and driving of the immune response.
In addition more and more concern for its potential toxicological risks appears, al-
though not all well demonstrated. Alum adjuvants are suitable only for certain ap-
plications. However, in order to assure affordability of vaccines for all needs and
the continuity of vaccination, Alum adjuvants cannot be changed neither aban-
doned brusquely. Recent advances in the understanding of the relations between
the mechanisms of recognition of pathogens and the internal signs of damage and
the activation of the innate immune response, with a determining function in the
consequent generation of a given adaptive immune response, made suitable and
evident the essence of the phenomenon of the adjuvation processes of the im-
mune response. On this basis it's possible to foresee an epoch of intense pro-
ductivity obtaining new and better adjuvants and its applications. Based on the rel-
evance of the afore-mentioned topics we are going to check with more thorough-
ness these aspects in the present work. Also, we will offer to the readers likewise
a brief reviewing on the principal advances of the Biomedical Sciences in Cuba in
relation to the applied investigations on adjuvants for human vaccines, including
our own results.

Key words: vaccines, adjuvants, innate and adaptive immune responses.
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INTRODUCCION

Ningun otro desarrollo de las Ciencias Biomédicas ha tenido un impacto
beneficioso sobre la salud mundial comparable al de las vacunas, gracias a su
empleo, solo en el Siglo XX y lo que va de este, han sido controladas 12 de las
mayores enfermedades humanas; viruela, poliomielitis, difteria, tétanos, fiebre
amarilla, tos ferina, Haemophilus influenzae b, sarampion, rubéola, paperas,
rabia, fiebre tifoidea y estdn en camino del control, varios tipos de meningitis y
otro grupo de enfermedades infecciosas. La viruela fue erradicada en 1979,
después de 30 anos de vacunacion, la poliomielitis se ha llevado proxima a la
erradicacion global (1). Asi mismo, zoonosis y enfermedades animales de gran
impacto en la vida del planeta han sido controladas, el caso mas notable es la
erradicacion de la Peste Bovina en agosto de este mismo afio 2011 (2,3). Este
resultado es, después de la erradicacion de la viruela, el segundo evento de este
tipo a nivel mundial, lograndose barrer de la faz de la tierra completamente una
enfermedad que ha tenido un impacto significativo, no solo desde el punto de
vista econdmico sobre la vida del hombre sino también por su importancia
cientifica, al quedar demostrado que el virus del sarampién evolucioné a partir
del virus de la peste bovina, durante una de las epidemias en los siglos XI y XII
(4). También el virus del moquillo canino esta estrechamente relacionado en esas
encrucijadas evolutivas.

Sin embargo no ha sido igual el éxito de la investigacion en vacunas frente al reto
impuesto por algunos agentes patdégenos como los virus del SIDA y la Hepatitis
C, los parasitos causantes de la Malaria, la Shistosomiasis, la Enfermedad de
Chagas, o el bacilo de la Tuberculosis. Mas recientemente el concepto de vacuna
se ha ampliado y se aplica a la terapéutica, ademas de las enfermedades
infecciosas cronicas, del cancer, de las enfermedades autoinmunes,
degenerativas y alérgicas, por lo que el reto, que deben enfrentar los que
desarrollan nuevas vacunas y sus adyuvantes, crece.

Las vacunas hoy son preparados farmacéuticos, de elevada complejidad,
formados por un grupo de sustancias (antigeno; simple o compuesto, adyuvante,
preservo y vehiculo) y destinados a hacer que el sistema inmune responda ante
una invasién de un microorganismo (bacteria, virus, o parasito) un cancer o ante
otras entidades patégenas o mecanismos naturales dafiados como los causantes
de autoinmunidad, alergia o degeneracion nerviosa. Una vacuna ayuda a las
defensas del organismo a reconocer y destruir las células cancerosas o los
microorganismos invasores y a neutralizar a sus toxinas o a interferir en los
mecanismos naturales dafados. Segun su uso las vacunas pueden ser
profilacticas o terapéuticas.

Para lograr la metas de las vacunas debe generarse una importante respuesta
inmune empleando como antigenos, moléculas o complejos cada vez mas puros
obtenidos por sintesis quimicas o ingenieria genética sin la contribucion
potenciadora que tienen los extractos de gérmenes salvajes, o los gérmenes
mismos enteros inactivados o atenuados por otra parte el amplio abanico de
empleo del concepto y las tecnologias de las vacunas hace que los blancos de
las aplicaciones no se limiten solo al aumento de un tipo de respuesta de
anticuerpos, sino al direccionamiento y manipulacién de la respuesta hacia
variados y complejos mecanismos que pueden involucrar numerosas
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subpoblaciones celulares y moleculares del sistema inmune para lograr el efecto
requerido.

En un siglo de éxitos rotundos de la Vacunologia todo se ha logrado en los
primeros 80 afos, usando los adyuvantes derivados de sales de aluminio (5-9),
los cuales poseen limitaciones (10-13), solo algunas pocas vacunas se han
desarrollado en los ultimos 20 afios con nuevos adyuvantes, que tampoco cubren
todas las necesidades (14-17).

Podemos decir sin lugar a equivocarnos que en estas ultimas décadas los
adyuvantes han sido y son el principal obstaculo a vencer para avanzar hacia una
nueva generacion de vacunas que resuelva el problema de las enfermedades que
aun carecen de vacunas efectivas y ademas pueda mejorar algunas de las
vacunas clasicas que mas lo requieran.

Los adyuvantes inmunolégicos, también denominados inmunopotenciadores o
inmunomoduladores, son sustancias que se afiaden a la formulacion
farmacéutica de las vacunas para aumentar, acelerar o prolongar su
inmunogenicidad, es decir, la respuesta del sujeto vacunado a los antigenos que
componen el nucleo o elemento definitorio de la especificidad de la vacuna.

Mas recientemente se ha comprobado que, tanto o mas importante que el
aumento de la intensidad de la respuesta, es el direccionamiento de la misma
hacia uno o varios de los componentes y/o mecanismos que la estimulan; es decir
si aumenta fundamentalmente una respuesta mediada por anticuerpos y cuales
de sus clases y subclases son las que mas se incrementan, o si aumenta mas la
respuesta mediada por células cuales serian dichas células, si es a predominio de
clones de linfocitos T citotdxicos CD8* (CTL) o si son subpoblaciones de linfocitos
T helper o ayudadores y cual de sus variantes Th1, Th2, Th3,Th17, etc., o por el
contrario predomina en la respuesta el tipo de linfocito regulatorio (Treg). Cada
uno de estos patrones de respuesta tiene bien definidos sus participantes,
marcadores sobre cada tipo celular y sus moléculas mediadoras caracteristicas;
tales como citoquinas, quimoquinas u otras. Particular importancia revisten para
calificar de ideal un adyuvante, la duracion de la respuesta protectora especifica o
memoria inmunoldgica, la reduccion de la cantidad y numero de dosis del
antigeno necesarias para inducir la respuesta protectora, la capacidad de inducir
proteccion en sujetos envejecidos o inmunodeprimidos y el balance entre su
eficiencia y reactogenicidad/seguridad local y sistémica, aguda y a largo plazo.

Motivado por los descubrimientos relativamente recientes, que han permitido
entender mejor cdmo la inmunidad innata influencia de manera decisiva la
inmunidad adaptativa, se ha producido un punto de inflexion en los esfuerzos por
obtener nuevos adyuvantes, que ha abierto posibilidades jamas disponibles en el
arsenal de conocimientos, para poder manipular la respuesta inmune de manera
racional. Una gran avalancha de trabajos inunda las revistas principales sobre el
tema, abordando estas estrategias moleculares de manipulacion a través de los
Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs, siglas del inglés) de las
Células Presentadoras de Antigenos (CPAs) de la inmunidad innata, que
reconocen un rango estrecho de Patrones Moleculares Asociados a Patégenos
(PAMPs, siglas del inglés) y que direccionan su reconocimiento, asi activan y
modulan el tipo de respuesta de la inmunidad adquirida mas eficiente.
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El presente trabajo pretende brindarles a los lectores una sucinta revision de los
conocimientos sobre mecanismos de accion de los adyuvantes, tanto los clasicos
que se han venido acumulando, como los mas recientemente obtenidos. De
manera breve examinamos el estado de esta tematica en Cuba.

MECANISMOS DE ACCION DE LOS ADYUVANTES. INMUNIDAD INNATA Y
ADQUIRIDA COMO BASES DE LOS ADYUVANTES.

Los avances de la Inmunologia, que dejan esclarecidos los vinculos moleculares
entre inmunidad innata y adquirida, se han convertido sin dudas en los blancos
preferidos del diseno racional de la nueva generacién de adyuvantes vacunales; a
la vez que permiten esclarecer una buena parte del modo de accion de los
adyuvantes mas tradicionales.

El Sistema Inmune de los mamiferos estd integrado por dos sub-sistemas
estructurales relacionados en cuya integraciéon se logra cumplir la funcion
protectora de las defensas inmunoldgicas. La primera “trinchera” de las defensas
y la que, de manera inmediata entra en “combate” estd formada por los
mecanismos Yy estructuras de la Inmunidad Innata, ahi se detecta primero y se
identifica después, en lo esencial al “enemigo atacante”, esta informacion
amplificada por las demas consecuencias de las “primeras batallas”, permite
activar al segundo sub-sistema de las defensas las cuales son ya mas
desarrolladas evolutivamente y especificas para el tipo de “agresor”.

El sub-sistema de la respuesta inmune innata detecta, captura y destruye a los
microbios invasores usando para ello las capacidades de células fagociticas tales
como los macrofagos. Esta respuesta tiene lugar rapidamente y en ese proceso
se obtiene la informaciéon “que es pasada” al sub-sistema de la inmunidad
adquirida la cual si requiere de varios dias a semanas para desarrollarse y
completarse; como resultado de la misma, se completa la destruccion del
“agresor” y se guarda la memoria necesaria para que, en un segundo “ataque’
del mismo “agente agresor” la respuesta total se pueda “orquestar” de manera
mas inmediata y segun un programa de respuestas pre-montado.

En libros clasicos de Inmunologia hasta no hace mucho tiempo, se ensefiaba
que el Sistema de la Inmunidad Innata mediaba un tipo totalmente inespecifico de
respuesta inmune y que era independiente del Sistema de la Inmunidad
Adquirida.

Hace relativamente poco tiempo, se demostré que las células de la inmunidad
innata reconocen y responden con un determinado nivel de especificidad a todos
los tipos y clases de agentes patdgenos, “guiando” con dicha respuesta las
acciones sucesivas de la respuesta inmune adquirida. La capacidad de
reconocimiento, durante la interaccion inicial con el agente patdgeno por parte de
la inmunidad innata, de los Patrones Moleculares Especificos de Patéogenos
(PAMPs) (17-19), lo hacen con las estructuras que poseen las células de este
sistema con esos fines, formadas por una familia de moléculas que actuan como
receptores y que de manera general se denominan Receptores de
Reconocimiento de Patrones Especificos (PRR, siglas del inglés). Estos
Receptores reconocen a los Patrones Moleculares Especificos de los Patégenos
como sefiales de peligro, fundamentalmente exdégenos, asi como a Patrones
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Moleculares Asociados a Peligros con sus siglas mas usadas del inglés (DAMPs)
(18) fundamentalmente endégenos y desencadenan la iniciacion de un conjunto
de respuestas aun mas especificas al activarse el sistema de la respuesta inmune
adquirida,(Figura 1). De esta manera, quedd evidenciada la base del fendmeno
observado durante tantos afios empiricamente, al inmunizar animales o personas
con vacunas vivas atenuadas o vacunas basadas en gérmenes completos
inactivados; la adyuvanticidad de estas vacunas se debe a la conservacion en las
mismas de los PAMPs en los microorganismos de origen; esta “adyuvancia”
intrinseca o natural de los gérmenes enteros se pierde cuando las sub unidades
antigénicas son purificadas y sacadas del contexto por los diversos métodos de la
vaccinologia moderna, en busca de vacunas de mayor nivel de definicion
estructural y para asegurar su calidad, (controlabilidad y consistencia), a la vez
que disminuir su reactogenicidad, segun las crecientes exigencias regulatorias.
Es en este punto, donde el desarrollo de efectivos y seguros adyuvantes
vacunales cobra una importancia estratégica, hasta convertirse en el mayor
obstaculo para el desarrollo de la mayoria de las vacunas humanas aun
pendientes o en vias de obtencion.

Por todo lo anterior resulta evidente que el mecanismo de accion fundamental o
basico, de la inmensa mayoria de los adyuvantes vacunales derivados de
microorganismos, consiste en la participacion de los mismos en la presentacion
de los antigenos que forman parte del nucleo de especificidad de la vacuna, que
en asociacion con los PAMPs, del o los microorganismos, componen el
adyuvante; de esta manera se desencadenan primero los mecanismos de
reconocimiento por la inmunidad innata y a continuacion se activan los
mecanismo finales de proteccién mediante la inmunidad adquirida. Este tipo de
adyuvantes resuelve por ejemplo, el problema de la pobre inmunogenicidad de
antigenos vacunales muy puros obtenidos por ingenieria genética o por sintesis
de péptidos o de otras oligoestructuras.

De la familia o familias de PRRs las mas prolijamente estudiadas han sido sin
dudas los TLRs, del inglés, Toll Like Receptors. Estos fueron originalmente
descubiertos en las investigaciones fundamentales con Drosophila habiéndose
demostrado que éstos se requerian para orquestar mecanismos de defensa
especificos de ésta mosquita de las frutas, después se vio que TLR estructural y
funcionalmente muy similares, se fueron encontrando en diferentes especies de
vertebrados, hasta en el propio hombre (19-21, 32-34). Para ampliar e integrar el
concepto de “familias de PRRs” consulte la Tabla I, sobre los mas estudiados
PRRs y los correspondientes ligandos de PAMPs y DAMPs.
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INMUNIZACION. ACTIVACION/ SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS Y ACTIVACION/DIFERENCIACION/ EFECTORES.
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Figura 1: Dibujo que representa los mecanismos de activacion de las respuestas
inmune innata y adaptativa estimulados por los adyuvantes.

A: El microambiente logrado, debido a la estrecha relacion entre la célula dendritica (CD)
y el linfocito virgen TCD4", es determinado por los resultados de la activaciéon de los
Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs) de esa célula dendritica con los
Patrones Moleculares de Patogenicidad (PAMPs) de los gérmenes y otras senales
internas y externas de peligro (DAMPs). El reconocimiento de esos patrones y la
seleccion del tipo general de activacidon de mejor acople lo determinan los PRRs y sus
ligandos. Multiples vias enzimaticas, llevan sus sefales hasta el nucleo de la CD, donde
se activan los factores de transcripcidon y los genes de las citoquinas, las cuales
determinan el patrén de linfoquinas y el tipo de respuesta inmune predominante. B:Vista
general de la estimulacion y diferenciacion de los linfocitos TCD4", por las CD y otras
células presentadoras de antigenos profesionales (CPA), después del encuentro con el
agente patdgeno o el antigeno vacunal derivado de él. El germen o la formulacion
vacunal son procesados y los péptidos resultantes presentados por las Moléculas del
Sistema Mayor de Histocompatibilidad de clase Il (MHC-II), lo que aporta la senal 1y los
co-receptores con las moléculas co-estimulatorias aportan la senal 2. El tipo de citoquina
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que se produce, de manera dominante, como resultado de la activacién del linfocito
TCD4" virgen (ThO), determina el ambiente de diferenciacién hacia una sub-poblacion u
otra de linfocitos T auxiliadores (Th) y el tipo de respuesta inmune adaptativa que
predominara. Basado en las referencias 17-21, 32-34 y144-149. Dibujo Original de los
autores COPYRIGHT.

Tabla I: Receptores de Reconocimiento de Patrones (PRRs) y sus ligandos DAMPs y
PAMPs.

Receptores (PPRs) Ligandos DAMPs y PAMPs
Exégenos | Endégenos
TLRs humanos
TLR 1/TLR2 Triacil-lipopéptidos (Neisseria | a-Defensinas.
y Micobacteria).
TLR2 Porinas, GPI-mucina, Proteina A surfactante.

péptidoglicano, lipoproteinas,
Lipoarabinomanano,
fosfolipomanano,zymosan, a-
glicano, glicoproteinas de
envoltura(bacterias Gram +y
Gram -, Micobacteria,
Neisseria, virus, protozoos y

hongos)
TLR2/ TLR 4 Glucuronoxilomanano (C. HSP60, HSP70, Gp96,
Neoformans) HMGB1, Proteina D
surfactante, amiloide A
biglicano.
TLR2/TLR6 Diacil-lipopéptidos, acido Versican.
lipoteicoico. Micobacterias y
bacterias Gram +.
TLR3 ds RNA mRNA
TLR4 LPS, glicoproteinas de Fibronectina, fibrinégeno,
envoltura, glicoinositol, tenascin-C,
fosfolipidos, manano, neutrofilelastasa,
( bacterias Gram -, virus, lactoferrina LDL oxidada,
protozoos, candidas) acidos grasos, fragmentos

de heparansulfato y de
acido hialurénico.

TLRS Flagelina Bacteriana
TLR7/TLR8 ss RNA (virus de RNA) ssRNA
TLR9 CpG DNA, hemozoil (virus, Complejo IgG-cromatina

bacteria y protozoos)

Lectinas tipo C.

Dectina-1. B-glucano (Hongos, Candida) | SAP 130 de las células
Mincle a-manosa (hongos) necroticas

glicolipidos ( Micobacteria)
Trehalosa, dimicolato “Cord
Factor”’(Factor Cuerda)

DC-SIGN N-acetilglucosamina, manano | N-acetil glucosamina-
(HIV,SIV) manosa ICAM-2,ICAM-3
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MMR

Manosa, fucosa (levadura)

Manosa, fucosa, Sialil,
Lewis X.

DAMPs: Patrones M

oleculares Asociados a Peligros

HMGB1 Bajo estrés se libera 2>inflamacion, lo liberan células
necréticas no apoptoéticas. Se hace pro inflamatoria al
unirse a LPS, DNA o IL-1.

S100 A8 /S100 A9 | Proteinas que unen calcio.
Activacion del dafio al cito esqueleto.

SAA Serum Amiloid A (Amiloide A

del Suero), Proteinas de
fase aguda, dafo,
inflamacién, hepatocitos.

RLRs , CARDs (Sensores de DNA y RNA).

DAl DNA->IEN (virus) DNA citosolico>INF

RIG-1 dsRNA corto,5TP-RNA RNA citosolico=> INF
(virus)

MDA-5 dsRNA largo, (virus) RNA citosolico>INF

NLRs: NOD-like receptors.

NOD1

Péptidoglicanos, acido
diaminopimético (bacterias
Gram-)

NOD2

Péptidoglicanos, MDP,
( bacterias Gram- y Gram+)

NLRP1

MDP, Toxina letal de B.
antrax. Bacterias Gram+ vy
Gram- y toxinas bacterianas.

NLRP3

RNA, DNA, MDP, toxinas
bacterianas, silica, asbesto,
radiacion UV, (virus,
bacterias, ambiente).

ATP, acido hialurénico,
péptido B, amiloide, cristales
de urato, glucosa
extracelular aumentada,

ROS.

IPAF Flagelinas bacterianas.

El contenido resumen de la tabla estd basado en las referencias 17,18,19,20
21,23,24,25,26,27,28,29,30,31,135 y 136 no ésta expuesto exhaustivamente, solo para
ejemplificar con fines de orientacion y didacticos asi como brindar una compilacién util
realizada por nosotros. GPI-Mucina: Mucina anclada a glicosilfosfatidilinositol. HSP:
Head Shock Proteins.GP: Glicoproteina. LPS: Lipopolisacarido. CpG: C-fosfato-G ADN.
MINCLE: macrophage-inducible C-type lectin, SAP-130: Spliceosome-Associated Protein
130, factor soluble liberado por células necréticas, DC-SIGN: Dendritic Cells, specific
ICAM-3 grabbing non-integrin. ICAM: Intercellular adhesion molecular. MMR:
macrophage mannose receptor. HMGB1: High Movility Group Proteins Box-1. S 100 A8 y
S 100 A9: calgranulin Ay calgranulin B son proteinas unidoras del calcio expresadas en
células de origen mieloide, vertidas son sefiales de dafo, SAA: Serum Amyloid A. RLRs:
Retinoic acid-inducible gene 1(RIG-1)-Like Receptors. CARD: caspase recruitment
domain, DAI: DNA-dependent activator of interferon regulatory factors. MDA- 5:
Melanoma Differentiation-Associated gen-5. NLRs: Nucleotide- Binding Domain (NOD)
and Leucine-rich repeat containing receptors. MDP: Muramildipeptide, ROS: reactive
oxygen species, IPAF: Ice Protease-activator factors. Nota: Se conservaron las siglas
en inglés, por ser la nomenclatura mas conocida internacionalmente.
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MANIPULACION DE LA RESPUESTA INMUNE MEDIANTE MOLECULAS
PURAS O ESTRUCTURAS DEFINIDAS: ADYUVANTES MOLECULARES.

Como se explicd anteriormente, ha surgido la base del conocimiento que permite
“disefiar” o “aprovechar” moléculas relativamente sencillas, pero que son capaces
de reaccionar al unirse a los TLRs y/u otros PRRs y desencadenar su activacion
como lo haria un PAMP de un microorganismo, o un DAMP o sefial interna de
dafo, iniciandose asi la era de los adyuvantes moleculares, por lo que se puede
plantear que cada adyuvante tiene sus vias de accion molecular o como dicen
algunos autores sus huellas moleculares (22).

El compuesto sintético Imiquimod (R-839) cuya naturaleza es una imidazol-
quinolina sintética, es capaz de unirse al TLR7 y otro compuesto bastante similar
con solo muy pequenas diferencias el Resiquimod (R-848), interactuan con TLR7
y el TLR8. Ahonen, investigador del Departamento de Microbiologia e
Inmunologia, de la Dartmouth Medical School del Libano, y sus colaboradores
(35) demostraron que el Resiquimod es capaz de inducir IL-12 e IFNa que
causan la maduraciéon de células dendriticas (CDs) derivadas de monocitos. La
maduracién de dichas CDs se comprobd al establecer el incremento de los
marcadores de este tipo en células que se correlacionan con la maduracion:
expresion en la superficie celular de CD83 y el incremento de CD80, CD86, CD40
y moléculas del sistema de Histocompatibilidad como el HLA- DR. Se demostro
que esta molécula (Imiquimod), desencadenaba la induccidén de la secrecion de
citoquinas y quimoquinas propias de CDs. Igualmente se probd que esta
sustancia era capaz de incrementar las funciones de los CDs como presentadora
de antigenos, al incrementar la proliferacion de células T, asi como las citoquinas
derivadas de linfocitos T tanto en esquemas alogénicos como autoélogos.

Investigadores del Emory Vaccine Center de Atlanta, Georgia, liderados por
Agrawal, (36) demostraron que agonistas del TLR, tales como el LPS de E. coliy
la flagelina, el primero del TLR4 y el segundo del TLR5, son capaces de estimular
respuestas de tipo Th1, mientras que el adyuvante sintético Pam3Cys agonista
del (TLR2/TLR1) es capaz de inducir en las CDs un patrén Th2 al igual que el
Antigeno del Huevo de Schistosoma (SEA, siglas en inglés), esto explica uno de
los efectos de este parasito sobre el sistema inmune. En una disertacion sobre
estudios moleculares de la transmision de sefales intracelulares, quedo
evidenciado que la diferencia de activacién via TLR4 en lugar de la via TLR2, es
causada por la modulacion de la sefal de las quinasas reguladas
extracelularmente, al inhibirse la actividad c-Fos y la respuesta de citoquinas en
las células dendriticas. Lograron evidenciar como al inhibir la sintesis de c-Fos
usando un RNA de interferencia (iRNA), se logro eliminar el efecto inhibidor de c-
Fos sobre IL-12p70; la eliminacion del potente efecto Th2 de este antigeno del
huevo de Shistosoma y que se indujera un patrén de citoquinas Th1. Una
elegante demostracion de un mecanismo molecular de adyuvanticidad y de
modulacion de la respuesta inmune, que empleamos como ejemplo didactico de
mecanismo de accion molecular de un adyuvante.

INDUCCION DE CITOQUINAS Y QUIMOQUINAS INMUNOMODULADORAS,
POR LOS ADYUVANTES.

Revista Anales de la Academia de Ciencias de Cuba. Vol.1, No.2, Afo 2011 10



Como resultado del reconocimiento, unién y activacion de los PRRs a los PAMPs
contenidos en los adyuvantes se producen citoquinas y quimoquinas que forman
parte de los mecanismos efectores de la inmunidad innata y subsecuentemente
estimulan la rama de la respuesta inmune especifica correspondiente en
dependencia del patrén inicial secretado. Las quimoquinas atraen las células
fagociticas y otras células del sistema inmune al sitio “del combate” con el agente
infeccioso si es una infeccidn o del sitio de inoculacion si se trata de una vacuna.
Los adyuvantes basados en PAMPs pueden inducir la produccion de variadas
citoquinas y quimoquinas las cuales actuan directa o indirectamente sobre los
subpoblaciones de linfocitos T helper y éstos modulan la respuesta inmune
adquirida. Las subpoblaciones de Linfocitos T helper, han sido definidos por el
patron de citoquinas que producen de tal manera que la subpoblacion T helper 1
(Th-1), produce INFy, IL-2, IL-12, TNFa, la subpoblacion T helper 2 (Th2),
produce IL-4, IL-5, IL-13, IL-10. Este clasico paradigma Th1 versus Th2 surgio y
ha evolucionado constantemente aumentando los conocimientos; el mérito
principal de este paradigma, en lo referente a vacunas, ha sido haber
proporcionado una guia para clasificar y evaluar a los candidatos adyuvantes en
base al patrén de citoquinas secretado. (37). Este paradigma Th1/Th2 no
solamente permite una mejor comprension de los mecanismos envueltos en la
proteccion, sino también en la patogénesis de muchos desodrdenes
inmunopatoldgicos, asimismo nos provee de una base para el desarrollo de
nuevos tipos de vacunas contra agentes infecciosos y de nuevas estrategias para
la terapia de la alergia, las enfermedades autoinmunes y el cancer. En los ultimos
anos se han descubierto nuevas subpoblaciones de linfocitos, (CD4+ CD25+,
Tr1, Th3 y Th17, Th22, Th9, Tfth (T helper foliculares), iTreg (T reguladores
inducibles) (38-44), que estan implicadas en la regulacion de diversas respuestas
inmunes normales y patoldgicas lo cual viene a hacer mas complejo el paradigma
inicial pero también hace mas integral y comprensible el panorama de la
inmunomodulacion y se convierte en un concepto de insustituible utilidad para los
que trabajamos en el campo de los adyuvantes y las vacunas tanto profilacticas
como terapéuticas. Las subpoblaciones de células Th3 (linfocitos T auxiliadores
3) y Tr1 (linfocitos T reguladores 1), tiene una funcién critica en el control de la
tolerancia oral, y a nivel del Tejido Linfoide Asociado a Intestino (GALT, siglas en
ingles), estan reguladas por IL-10 y TGFB e intervienen en los niveles de
secrecion de IgAs. La caracterizacion de un nuevo subtipo de T colaborador, el
linfocito Th17, ha traido mas complicacion al modelo basico Th1/Th2. Estas
células productoras de IL-17 fueron descritas inicialmente como una poblacion
implicada solo en la autoinmunidad, pero ahora se cree que tienen sus propias
funciones efectoras y reguladoras mas abarcadoras, (45).

La capacidad de inducir y mantener un patron Th1 de respuesta inmune ha sido
un proposito de los vacunologos que trabajamos en pos de obtener vacunas
profilacticas anti infecciosas (46,47), vacunas anti alérgicas y otras vacunas
terapéuticas (48,49). En el modelo de raton los adyuvantes que estimulan un
patrén de respuesta Th1, se evidencia por la reaccion de hipersensibilidad (DTH,
siglas en inglés) y por la produccion relativamente incrementada de la subclase
IgG2a de anticuerpos, y por su patréon de citoquinas predominante, medido a nivel
de mRNA inducido o directamente midiendo las citoquinas. Los adyuvantes tales
como la toxina colérica (CT) y las sales de aluminio inducen preferentemente, una
respuesta tipo Th2, aumentando la produccion de IgA o IgE, en dependencia de
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la via de inmunizacién. La respuesta de anticuerpos IgE esta asociada también
con una respuesta Th2 por efecto de los alergenos.

EFECTOS DE LOS ADYUVANTES SOBRE CELULAS PRESENTADORAS DE
ANTIGENOS.

Los vacunologos dedicados a la investigacion de los adyuvantes estudian el
efecto de estos sobre las células presentadoras de antigenos. (CPA).

Las células dendriticas (CDs), son las principales células presentadoras de
antigenos para realizar el “priming” o primer estimulo, de inicio de la respuesta
inmune y son las unicas (CPA) que pueden presentar antigenos a las células T
virgenes, lo que las convierte en el nexo celular esencial entre el sistema de la
respuesta inmune innata y el sistema de la respuesta inmune adquirida (48).

Los adyuvantes inmunolégicos pueden aumentar la captacidén, procesamiento y
presentacion de antigenos por varios tipos de CDs. Tanto los adyuvantes
basados en sales minerales, como los formados por emulsiones y también los
elaborados con productos microbianos actuan a través de subconjuntos de CDs
(50,52,53) . Dupuis y colaboradores demostraron que el antigeno gD2 del virus
del Herpes Simple tipo 2 marcado con fluoresceina y formulado en mezcla con el
MD59, un adyuvante en forma de emulsion, fue internalizado por las células
dendriticas, después de la inoculacién intramuscular en ratones (51).

La maduracion de las células dendriticas portando el antigeno se requiere para la
presentacion 6ptima de este y la induccion de respuesta inmune, estimulando a
las células T (54). Los adyuvantes que inducen la maduracion de las células
dendriticas aumentan la respuesta inmune a través de la activacion de células T.
Las CD inmaduras en el sitio de la inoculacion, captan el antigeno mediante
fagocitosis y a la vez son estimuladas a madurar por el contacto con los PAMPs
contenidos en los adyuvantes. De forma secuencial, las células dendriticas
maduras trafican hacia los ganglios linfaticos regionales donde inician la
respuesta inmune adaptativa, al activar y presentar el antigeno a los linfocitos T
virgenes, residentes en esas estructuras.

Adyuvantes particulados como las microesferas de PLGA (Acidos Polilactico y
Poliglicolico (55), los ISCOMS (Complejos Inmunoestimulantes) (56) y ciertas
toxinas bacterianas como las de BP-Adenilato ciclasa promueven la entrega de
antigenos exdgenos a las células dendriticas y la presentacion a través del MHC
Clase | resultando en la induccion de respuestas especificas de linfocitos T
citotoxicos (CTL).

Analogo a las células dendriticas, se ha demostrado que los macréfagos captan
antigenos particulados contenidos en las formulaciones de micro-esferas
sintéticas con antigenos conjugados a su superficie, o liposomas conteniendo
antigenos encapsulados y lipido A. Después de la fagocitosis, el antigeno es
liberado en el citoplasma, donde es procesado como si fuera un antigeno
producido intracelularmente, durante la replicacion viral o por bacterias
intracelulares. Entonces el antigeno es procesado por el macrofago a través de
las moléculas del MHC Clase | y se induce una respuesta CTL (57,58).
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La ingestion de lipido A en liposomas por los macrofagos, también puede
aumentar la presentacion a través del MHC Clase Il de antigenos encapsulados
en liposomas. Rimaniol y colaboradores (59) mostraron in vitro, que macrofagos
aislados y estimulados con el adyuvante hidroxido de aluminio, contenian
inclusiones cristalinas intracelulares de AL(OH)s. Los macréfagos que contienen
el AL(OH); intracelular muestran modificaciones fenotipicas y funcionales
incluyendo la expresion de marcadores de células dendriticas de origen mieloide.
HLA-DR(AIlto) / CD86 (Alto), CD83+, CD1a-, CD14-, e inducen respuesta de
memoria especifica, restringida por el MHC-Il. Sin embargo esas células retienen
su morfologia de macréfagos, esto ubica a dichas células, en la posicion de jugar
un papel en el mecanismo de accion del adyuvante hidroxido de aluminio y otras
sales del mismo.

EFECTOS DE LOS ADYUVANTES SOBRE REPARTO /ENTREGA DE
ANTIGENOS.

Algunos adyuvantes que no ejercen su accion a través de los PAMPs por
ejemplo, las emulsiones y los que contienen sales como las de aluminio,
funcionan a través del reparto y entrega o presentacion de los antigenos y se
clasifican como sistemas de liberacion de antigenos (60). El efecto originalmente
atribuido a las sustancias adyuvantes, fue el llamado “efecto de depdsito”
mediante el cual este tipo de adyuvantes aumentaban el tiempo de permanencia
de los antigenos, cercano al punto de inoculacion. Aunque este solo mecanismo
puede contribuir, es en extremo simplista y se ha refinado al incluirsele el
aumento de la entrega a las CDs, otras CPAs y hacia los érganos linfoides
secundarios. La inmunogenicidad de péptidos sintéticos y otros antigenos
solubles, que de otra manera serian rapidamente eliminados o aclarados del sitio
de la inyeccion, sin una eficiente entrega a los ganglios linfaticos cercanos al sitio
de inoculacion, puede ser mejorado usando las sales de aluminio y los
adyuvantes basados en emulsiones.

AVANCES Y SITUACION ACTUAL EN CUBA EN EL CAMPO DE LOS
ADYUVANTES PARA VACUNAS HUMANAS.

La plataforma tecnoldgica de adyuvantes para vacunas humanas mas extendida
y aplicada hasta el momento en Cuba, se basa en la tecnologia proteoliposémica
propiedad del Instituto “Finlay”, patentada a partir de 1987 en mas de 20 paises y
organizaciones (61-63) donde se reivindica el método inicial de obtencion de los
proteoliposomas (PLs), a partir de la cepa CU-385/83 de N. meningitidis B y su
aplicacién para producir una vacuna antimeningocdccica (64). El ensayo clinico
de Fase lll, con 106 252 voluntarios de 10-16 afios de edad, en siete provincias
del pais y los resultados de las primeras campafas masivas de inmunizacion, se
demuestra e informa a la comunidad cientifica por primera vez que esa
conformacién proteoliposdémica, estable por si misma pero adsorbida ademas en
hidroxido de aluminio fue capaz de funcionar diferente a otros intentos anteriores
y otros casi simultaneos, pero cuya diferencia principal estribaba precisamente en
la extraccion exitosa de las proteinas de membrana externa para formar
proteoliposomas o Vesiculas de Membrana Externa (VME) artificiales muy
distintas cualitativamente de las formadas espontaneamente durante el cultivo del
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germen. Es un adyuvante obtenido industrialmente bajo condiciones de Buenas
Practicas de Produccion (BPP).

Estudios posteriores han demostrado que el patrén dominante de citoquinas Th1,
y varias de las propiedades de la vacuna antimeningococcica cubana VA-
MENGOC-BC®, dependen de ese segundo adyuvante en forma de
proteoliposoma (PLs) (65) y que es posible obtener formulaciones derivadas
directamente del mismo, mediante su transformaciéon empleando Ca™ en la
AFCo1, nombre del cocleato obtenido al colapsar y enrollarse sobre si mismo la
pseudomembrana del PLs, mediante la unidon con el ion Ca*™. Este adyuvante
tiene propiedades inmunizantes directas como candidato vacunal nasal contra N.
meningitidis (66) y al igual que el PLs que lo origina se ha empleado para
formular candidatos vacunales contra la alergia (67). Los cocleatos derivados
directamente del PLs de N. meningitidis B, al contener practicamente todo el
conjunto inalterado de PAMPs, que posee la vacuna VA-MENGOC-BC®, son
especialmente adecuados para la inmunizacién nasal, aunque se han empleado
también por otras vias de inmunizacién (68) y conservan la propiedad de inducir
un patrén de citoquinas Th1, incluso después incorporar un complejo proteico,
formado por las proteinas de superficie 4 y 5 del merozoito de Plasmodium
falciparum al AFCo1; la inmunizaciéon con esta formulacion experimental para
ratén, resultd en la induccion aumentada de anticuerpos IgG1 e IgG2a,
incremento significativo de la produccion de IFN gamma, y una fuerte respuesta
DTH, lo que ubica a este adyuvante en la cartera de disponibilidad para el
desarrollo de una vacuna contra la malaria (69) de mas potencialidades de éxito.
Todos estos estudios aplicados al AFCo1 del Instituto “Finlay” han ido permitiendo
acumular evidencias de que usando estos sistemas de entrega y adyuvacion por
via mucosal se puede inducir respuesta tanto mucosal como sistémica (68,68a).
Investigadores de éste mismo Instituto evidenciaron que el PLs aplicado
nasalmente, es capaz de actuar como un buen presentador de antigenos por
esta via y logra inducir una respuesta de anticuerpos IgA especifica en la mucosa
nasal y también anticuerpos especificos IgG sistémicos, lo cual los hace
adecuados para formulaciones nasales (66). lgualmente, ha quedado evidenciado
que tanto el PLs como el Cocleato son capaces de estimular, después de la
inmunizacion nasal y oral una respuesta funcional de anticuerpos.

Se demostré que la via intranasal es superior como sitio inductor al lograr
respuesta mas elevada a distancia, consistente en IgA, en la vagina y en saliva;
ademas de anticuerpos IgG e IgG2a en el suero. La re-estimulacién tanto con
PLS como con Cocleato induce produccion de IFN gamma y no IL-5 (68). Muy
prometedores candidatos vacunales contra el Virus del Herpes Simple (HSV)
genital se formularon empleando AFCo1 como adyuvante, la eficacia protectora
demostrada mediante el reto virulento, en el modelo pre-clinico del raton fue muy
elevada y consistente (70). Los ultimos resultados confirman que se perfila como
un buen adyuvante en general para Enfermedades de Transmision Sexual, (71).
La Catedra de Inmunologia y Biotecnologia del Instituto de Farmacia y Alimentos
de la Universidad de La Habana (IFAL-UH), fue realmente la entidad pionera
introduciendo en Cuba la tecnologia de obtencion de cocleatos, con el método de
Susan Gould-Fogerite, modificado por Tamargo B. y colaboradores,(91) para el
desarrollo de adyuvantes nanoparticulados , para muchos de estos han empleado
los proteoliposomas (PLs) de N. meningitidis del Instituto “Finlay” como material
de partida, pero difiere en la tecnologia, pues han desarrollado
nanoproteoliposomas (nPLs) y nanococleatos (nChs) de estructura molecular
definida. Estudios toxicoldgicos y pre-clinicos de inmunogenicidad, seguridad y
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eficacia de formulaciones de un nuevo candidato a vacuna antimeningocodcica,
con estos adyuvantes y sin hidréxido de aluminio y mas definida estructuralmente
que la de PLs originales concluyeron con resultados positivos (72,73).

Estos nPLs y nChs se han evaluado exitosamente en el modelo animal para otras
aplicaciones de tipo terapéuticas como el manejo de la Reaccion del Injerto
contra el Huésped (GVH, siglas en inglés) (49). Se ha demostrado la capacidad
de inducir el patrén de citoquinas Th1, necesario para lograr la respuesta
protectora y de comprobada funcionalidad de los anticuerpos, la potente
induccion de DTH y respuesta celular con una buena memoria inmunoldgica,
también han sido realizados extensivos estudios de seguridad y toxicologia y se
ha obtenido un excelente perfil de seguridad para estas formulaciones.

La tecnologia proteoliposémica ha sido extendida a otros patdégenos y una nueva
serie de candidatos vacunales basada en PLs y Cocleatos estan en ensayos en
el Instituto “Finlay”, contra el colera, empleando una variante de cocleato
derivada del PLs obtenida de la superficie bacteriana de Vibrio cholerae, llamado
AFCo2, habiéndose comprobado que estas microestructuras son capaces de
inducir mediante inmunizacion por via nasal una respuesta inmune sistémica y
mucosal. Antigenos esenciales de V. cholereae, quedaron formando parte del
AFCo2 y se comprobd la produccidn de IgA funcional en saliva e intestino,
indicando un buen potencial para este preparado (74).

Una aplicacién similar de la tecnologia proteoliposémica se ha realizado
recientemente para obtener una vacuna acelular de nueva generacion contra
Leptospira interrogans, en los estudios de inmunidad, seguridad y eficacia
evaluados mediante reto, en el modelo animal de Hamster Sirio Dorado frente a
100 000 DL-50 la proteccion fue del 100% y el estado de portador eliminado de
manera total. Una de las formulaciones evaluadas, neo-cocleares que también
protegio al 100% de los animales inmunizados contenia solo PAMPs definidos de
Leptospira interrogans (75).

Otra serie de aplicaciones de la tecnologia vesicular patentada por el Instituto
“Finlay” con algunas innovaciones ha sido realizada para una nueva generacion
de vacunas contra Shigella, E. Coli y Salmonella y para obtener una vacuna
acelular contra Bordetella pertussis (76); resultados esperanzadores han sido
obtenidos en modelos animales con dichas formulaciones en vacunas
experimentales.

Como resultado de la colaboracién entre la Universidad de la Habana, el Centro
de Biopreparados y el Centro de Inmunologia Molecular, se logré obtener
formulaciones liposomales adyuvantes de antigenos poco inmunogénicos de
interés en la inmunoterapia del cancer y de la alergia por acaros (83)

Una colaboracion entre el Instituto “Finlay” y el Centro de Inmunologia Molecular
(CIM), en la década de los 90, del siglo pasado para resolver la pobre
inmunogenicidad de los gangliésidos tumorales, como antigenos para vacunas
anticancer experimentales, resulté en la incorporacion de los mismos al PLs,
mediante un proceso de re-ensamblaje, lo cual arrojé6 como resultado, no solo la
solucion de esa pobre inmunogenicidad sino un efecto de mas alcance, al
desarrollarse una nueva formulacién adyuvante denominada Proteoliposomas de
muy pequeio tamafo (VSSP, siglas en inglés),(77); el cual ha venido
empleandose con éxito creciente en el desarrollo de vacunas anticancer
actualmente en diferentes fases de desarrollo (78,78a,79). Se trata de un nuevo
adyuvante cuya tecnologia es propiedad cubana, producido industrialmente bajo
condiciones de Buenas Practicas de Produccion y prometedor en el campo de
las vacunas terapéuticas.
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En la Figura 2 se resume de manera ilustrativa, empleando fotografias
desarrolladas con diferentes tipos de técnicas de microscopia electronica, parte
de estas estrategias.

Una amplia gama de adyuvantes cubanos tales como cocleatos, proteoliposomas,
el Cliptox ™ [familia de adyuvantes derivados de una zeolita cubana] (80-82) y
otros comerciales, han sido evaluados en pre-clinica y en estudios
inmunotoxicologicos en el Centro TOXIMED de Santiago de Cuba. También se ha
trabajado en la utilizacion de numerosos productos naturales provenientes de
plantas medicinales y de recursos marinos como las algas. Una vertiente de gran
interés en inmunoterapia y en esquemas para producir antisueros especificos, es
el desarrollo de la investigacion de formulaciones inmunizantes en medio CM95-
Magnetizadas, lo cual ha dado un sorprendente aumento de la potencia y calidad
de la respuesta inmune, unida a su probada inocuidad (84-86). Siendo
potenciadas las respuestas tanto de anticuerpos como de células, al parecer a
expensas de una estimulacion multiple de varios tipos de células de la respuesta
inmune innata.

El colectivo de vacunas del Centro de Ingenieria Genética y Biotecnologia
(CIGB), tiene importantes resultados pre-clinicos y clinicos, empleando Particulas
Similares a Virus (VLPs, siglas en inglés), como plataforma original de
adyuvantes vacunales. Han sido capaces de obtener en varios modelos animales
(raton, ratas, primates) y en el humano, respuestas especificas de células T utiles
en el desarrollo de vacunas terapéuticas. La respuesta obtenida presenta un
patrén de citoquinas Th1 dominante y se potencia tanto la respuesta inmune
humoral como celular contra numerosos antigenos virales y de cancer. Las
formulaciones vacunales novedosas conteniendo VLPs han sido administradas
por via intranasal o sistémicas, por ambas vias se lograron respuestas
funcionalmente efectivas contra HBV (virus de hepatitis B), HCV (virus de la
hepatitis C) y virus del dengue, asi como también contra antigenos de interés en
cancer de prostata y del cérvix. (87), e igualmente en las formulaciones de
péptidos sintéticos multiantigénicos contra HIV-1 (Virus de la Inmunodeficiencia
Humana-1) (88), donde ademas del patron Th1 con secrecion de IFN gamma, se
incrementd la respuesta TCD8* (CTL), con buena respuesta sistémica y mucosal.
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Vibrio cholerae

PLATAFORMA TECNOLOGICA PROTEOLIPOSOMICA.

Neisseria meningitidis

@ purificacion de
componentesde
estructura  ~
molecular
Gangliésidos. definida.
Re-ensamblaje.

L™

Leptospira interrogans

+CaCh

Figura 2: Imagen que representa, por medio de microfotografias electrénicas, la
plataforma de formulaciones adyuvantes, de estructura proteoliposémica y coclear,
desplegada a partir de la tecnologia propietaria, desarrollada por el Instituto “Finlay” de
Cuba, para la obtencion de vesiculas de membrana externa (VME) de Neisseria
meningitidis serogroup B. Utilizando este mismo procedimiento, modificaciones del
mismo y/o empleando otros microorganismos se han disefiado diversos sistemas de
liberacion de antigenos vacunales como adyuvantes para ser empleados por via
sistémica y mucosal.

A: MET, mostrando una microfotografia de las VME de N. meningitidis B, estas VME o
PLs (A1) se emplean directamente como adyuvantes (1), por adicién de CaCL,, los PLs
de A1 se trasforman en cocleatos A2, (A1 y A2): MEB, donde se aprecian PLs y
cocleatos (Ch) respectivamente. A partir de A se purifican componentes de estructura
molecular definida (2), los cuales se ensamblan y formulan en neo-proteoliposomas
(nPLs) (A3); adicionando CaCL. los nPLs, se modifican y forman neo-cocleatos (nCh)
(A4). A3 y a3 se corresponden con las imagenes por MEB y MET de los nPLs. A4, MEB
de los nCh, se aprecia en a4 una microfotografia obtenida por MET y fractura, se observa
una vista de un corte transversal de particulas cocleares, donde se distinguen las
multiples capas concéntricas que forman estas estructuras. La adicion de gangliésidos a
las VME de A combinado con el uso de tecnologias (3) da lugar a la formacién de
proteoliposomas de muy pequefio tamafo conocidos como VSSP, empleados como
adyuvantes en vacunas terapéuticas contra el cancer A5 muestra las imagenes por MET
de los VSSP. Después de extraer las proteinas de membrana de Vibrio cholerae (B1) y
Leptospira interrogans (C1) se forman vesiculas de membrana o PLs, imagenes
captadas por MET. B2 y C2 muestran la formacion de los cocleatos equivalentes, B2
mediante MET con congelacion y fractura y C2 por MET, en C2a se nota la presencia de
multiples cocleatos con un largo aproximado entre 100 y 150 nm y entre 15 y 30 nm de
diametro, en C2b se observa la imagen aumentada de una particula de estructura
coclear, magnificacion 60K. MET: Microscopia Electronica de Transmisién, MEB:
Microscopia Electrénica de Barrido. Basado en las referencias 61-65,66,72-75,77-78a.
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Prometedores e interesantes resultados han sido obtenidos en primates no
humanos inmunizados con un preparado vacunal experimental, basado en la
proteina hibrida P64K-Dominio Ill de la envoltura del Virus Dengue-2, adyuvadas
con PLs o Polisacarido A (PSC-A) de N. meningitidis. La respuesta inmune a la
formulaciéon empleando PSC-A fue superior, ya que esta fue la unica capaz de
conferir proteccién frente al reto viral, dando el primer reporte mundial del
polisacarido A de N. meningitidis como un potencial adyuvante vacunal. Se ha
propuesto como posible mecanismo de accion, la ayuda en la presentacion
antigénica del antigeno viral via Receptor de Manosa (RM) en las células
dendriticas. (89). Estudios con el mismo antigeno del Virus Dengue-2, pero
usando el adyuvante sintético IC 31 en el modelo de raton situan también, a esta
formulaciéon adyuvante, como una posible opcién para continuar el desarrollo
hacia una vacuna pues se obtuvo una respuesta adecuada de anticuerpos 1gG1
e lgG2a y una buena produccién de IFNy en esplenocitos estimulados "in vitro"
con el antigeno viral, asi como proteccion total frente al reto virulento, no
correlacionada con la induccion de anticuerpos neutralizantes, lo contrario
sucedio con el grupo inmunizado con la formulacion adyuvada con aluminio. Lo
cual reafirma el papel crucial de la inmunidad celular y del patron de citoquinas
Th1 en este modelo de reto viral causante de encefalitis (90).

CLASIFICACION DE LOS ADYUVANTES

Para poder resumir en el espacio limitado que este tipo de trabajo impone,
hemos disefiado la Tabla Il que compila, ordena y clasifica los adyuvantes
desarrollados y usados globalmente y en Cuba, segun su naturaleza y origen,
reune ademas su empleo en vacunas, asi como su mecanismo de accion y las
principales referencias bibliograficas para los interesados en profundizar en estos
aspectos.
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Tabla II: Clasificacion de los adyuvantes

Ejemplos principales

Adyuvantes de Marcas

Tipo de adyuvantes genéricos Registradas Extensién/ Licencia Diana/mecanismo Ref.
Sales minerales. Hidroxido de Aluminio. Alhydrogel® Amplio uso. NLRP3.
Fosfato de Aluminio. Rehydrogel® Empleado mundialmente en multiples vacunas. CPA. 92,93,
Fosfato de Calcio. Adjuphos® Reparto de Antigenos. 94,95.
Rehydraphos®
Calcium Phosphate Adjuvant®
Emulsiones aceite-agua. Adyuvante Incompleto de Montanide ISA-51° Reparto de Antigenos.
Freund. MF59® Vacuna Fluad®: Influenza CPA. 96,97,
Emulsiones biocompatibles. SAF® 98,99.
Montanide ISA-720°
Sustancias tensoactivas, Saponinas. QS21°® Parte de serie ASB-0 Membrana de la CPA.
desestabilizantes de membranas Multiples mecanismos. 100
Adyuvantes particulados Proteoliposomas. AFPLs®-1.VSSP®. VAMENGOC-BC® Multiples mecanismos. 62,63,64,66,
Cocleatos AFCo-1°®. Amplio uso en Cuba y América Latina, primera Reparto de los antigenos. 72,76,101,
Microparticuladas y PLG (particulas Poly Lactico- vacuna proteoliposémica registrada. CPA. 102, 103,
polimeros biodegradables Poly Glicdlico) CIGB-230 Vacuna- HepC. 104, 87,79
Complejos ISCOMATRIX® NASVAC. HepB terapéutica.
Inmunoestimulates. VLPs-CIGB® VSSP® Cancer Prostata /HPV.
(ISCOMS).
Liposomas.
Virosomas.
(Particulas similares a virus).
Adyuvantes de origen microbiano | Muramil dipéptido. Murabutide. NO Registrada pero si evaluada. NOD32 105,106,107
MDP (analogos y derivados). | Treonil-MDP. NO Registrada pero si evaluada. 108,109,110,
Toxinas bacterianas MDP. Sl. Vacunas registradas. 111,112,113,
Endotoxinas y derivados Toxina de Coélera (CT). Sl. Vacunas registradas. TLR4 114,115,89
ADN bacterianos. Toxina de E.Coli (LT). NO Registrada pero si evaluada. TLR4
Flagelina Monofosforil lipido A(MPL®). NO Registrada pero si evaluada. TLR9
Lipopéptido de micoplasma LPS diferente origen/ Toxicidad | NO Registrada pero si evaluada. TLR5
Poli-sacaridos bacterianos disminuida. NO Registrada pero si evaluada. CPA
Polisacarido Meningo A- CpG oligonucledtidos. NO Registrada. MR de CPA.

Dengue.

Componentes de Flagelina
(FLjB).

MALP-2 (Lipopéptido Activador
de Macroéfagos)

Evaluada en monos.
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Adyuvantes sintéticos Bloques de copolimeros(No L121 TLR7 116,117,118,
I6nicos) PCPP TLR7/8 119,120.
Polifosfazeno. R-C529 Maduracion CDs
Compuestos Semi-sintéticos E 5564
base LPS. Imiquimod, Resiquimod,
Imidazoquinolona similares. Gardiquimod
Polinucledtidos sintéticos Poli A:U , Poli I:C TLR7/8
Citoquinas como adyuvantes. IL-2, IL-12, GM-CSF, IFNy Citoquinas 121,122,
123,124.
Adyuvantes Genéticos (DNA Citoquinas, moléculas co- DNAP-IL-12 Citoquinas 125,126.
inmunizacion). estimulatorias, quimeras. DNAP-IL-2
Sustancias regulatorias DNAP-IFNy
diversas clonadas y DNAP-CD 40L
conforma-das en plasmidos.
Otros de origen natural. Derivados de la Inulina. NO aprobados aun, pero si evaluados en Macro-fagos/fagocitosis. 127.
Poli-sacaridos derivados de humanos.
algas marinas.
Acemanano
Quitina/Quitosana.
Adyuvantes Combi-nados]l] AS02 Aceite AS01 a 4 (SKB). Fendrix® HepatitisB. Multiples mecanismos: 14,15,17,40,4
Escualeno+Saponina Papiloma Virus, Cervarix®. Activa CD, 6,50,59,128,
QS21+MPL. Vacuna malaria experimental. Citoquinas y NFkf3 129,130,131,
ASO03 Aceite Escualeno 132,133,134.
Emulsién.
AS04 MPL + Hidréxido de
Aluminio.
AS01 MPL + QS21
(Liposoma).
Adyuvantes Combi-nados]ll] IC-31 [KLK (NH2-KLKL5KLK- | IC-31® NO aprobados aun pero si evaluados en humanos. Multiples mecanismos: 90

COOH)J+ (esqueleto
fosfodiéster ODN).

Incluyendo TLRO.
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CLASIFICACION DE LOS ADYUVANTES:

Como se puede apreciar en la Tabla Il los adyuvantes inmunolégicos son sustancias de muy
diversos origenes y naturaleza que cumplen con las condiciones para ser considerados
adyuvantes para vacunas humanas o candidatos en evaluacidon para convertirse en futuros
adyuvantes vacunales, fundamentalmente por su inocuidad y potencia inmunoestimulante -
direccionadora hacia una respuesta protectogénica deseada. Algunos son disefados y
sintetizados obedeciendo a una estrategia racional para potenciar y/o direccionar la respuesta
inmune, otros son de ese mismo origen y solo la casualidad o la observacién inteligente han
podido demostrar sus propiedades adyuvantes de la respuesta inmune. Algunos provienen de
extractos vegetales, animales, bacterianos o de levaduras.

La clasificacion puede realizarse segun el origen natural o sintético, en base a las propiedades
fisicas y quimicas de las sustancias en cuestién, o a su naturaleza particulada o soluble y también
basandonos en el mecanismo de accion fundamental que explica la actividad adyuvante.
Asimismo suelen clasificarse segun su empleo por rutas de inmunizacién mucosales o sistémicas
y por las sub-rutas comprendidas. Lo cierto es que todas estas clasificaciones se emplean segun
los fines que se persigan y todos tienen sus fortalezas o debilidades, igualmente sucede que
muchos adyuvantes y candidatos a adyuvantes pueden ocupar mas de un acapite en cualquiera
de las clasificaciones. Como puede observarse en esta Tabla Il solo los adyuvantes basados en
sales de aluminio, el MF59, que es una emulsién de aceite en agua, el ASO3 también una
emulsion, y el ASO4, que comprende una mezcla de hidroxido de aluminio y MPL, son adyuvantes
comprendidos en vacunas de expansion comercial mundial. Otros adyuvantes como los
Proteoliposomas estan comprendidos en vacunas que produce y comercializa Cuba como VA-
MEMGOC- BC®, los ISCOMS, Liposomas, VLPs, estan introducidos en parte del mercado o
iniciando su introduccion comercial, 0 muy adelantados en su desarrollo clinico, otros son solo
experimentales.

MECANISMOS DE ACCION: Como se aprecia en la Tabla Il, actuando sobre: Reparto de los
antigenos, sobre la CPAs, sobre las membranas de las células dendriticas, sobre los PRRs, como
los TLRs, NLRs, NOD “Like receptors”, como el NLRP3, NOD32, sobre las citoquinas, sobre
factores de transcripcion como el NFkB, sobre la captacion/procesamiento de Ags, como la
fagocitosis, sobre macréfagos, sobre Receptores de Lectinas tipo C, como el receptor de manosa,
(RM), o sobre multiples mecanismos simultaneamente.

ASPECTOS REGULATORIOS

Paralelamente al esfuerzo por la aplicacion de los nuevos conocimientos basicos aqui
discutidos, al desarrollo de adyuvantes para nuevas vacunas, que cumplan con las
caracteristicas enunciadas en las definiciones que brindamos en la introduccion, una
atencion priorizada debe prestarse a los aspectos regulatorios, para la evaluacion de las
formulaciones vacunales con los nuevos adyuvantes, durante los estudios toxicoldgicos y
pre clinicos e igualmente en los ensayos clinicos, que condicionan el registro de las
vacunas de nueva generacion. Las principales agencias regulatorias internacionales y
algunos paises han emitido documentos que deben tenerse en cuenta desde el mismo
momento del trabajo de mesa inicial, para disefar una nueva formulacién adyuvante
(12,13, 137-143).
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CONCLUSIONES

Después de mas de 80 afios de estancamiento en el uso casi exclusivo de adyuvantes
derivados de sales del aluminio, para vacunas humanas y de la prevalencia del
empirismo fundamentalmente, como método de trabajo para obtener formulaciones
vacunales “adyuvadas”; se han introducido algunos nuevos adyuvantes con disefio mas
racional pero aun son muy pocos los que han pasado la barrera del Registro Médico, las
exigencias regulatorias han aumentado, asi como el camino de la demostracion de
eficacia y seguridad de las formulaciones conteniendo nuevos adyuvantes, los estudios
preclinicos, toxicoldgicos y clinicos son prolongados, caros y exigentes.

Mas recientemente se ha iniciado una revolucién en este campo, al tenerse nuevos
conocimientos para entender las bases de la adyuvanticidad, las cuales radican en la
posibilidad de manipular y modular la relacion que existe entre la inmunidad innata y la
adquirida de manera racional, mediante ligandos moleculares o sustancias que los portan,
y que pueden activar receptores y vias de la respuesta innata, que a su vez activan de
manera eficiente componentes y efectores deseados de la inmunidad adquirida, con un
amplio y eficiente repertorio. Una verdadera avalancha de nuevos adyuvantes mas
definidos, incluso moleculares estan en acelerado desarrollo mundialmente sobre todo en
manos de las grandes compafiias farmacéuticas, en ese entorno Cuba puede exhibir
significativos resultados con novedosas formulaciones adyuvantes, algunas de ellas
incluso patentadas, y muy avanzadas en su desarrollo tecnoldgico y clinico.
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