D117 WI') DEP \P') ) NS
DATORALZS GO
ADYI VAN TESTER A TH VN A
CON) IMPACTY 2N LA SALYD
HOMABNA
COMRONENTES DEREQUIRC
Pamela Galetta
Jennifer Larrarte
Florencia Melo

Leidy Palacios
Magela Rodriguez

ORIENYADOE
Asist. Dr. Fernando Silveira



INDICE DE CONTENIDOS

L. RESUMEN ..ottt n e en et n st 2
2. FUNDAMENTACION.......ciiiitieeeietieeieteee et s ettt en st 3
3. INTRODUGCCION. ......oouiiiiieiieiieesieeteeeeeee e ee sttt eeete et e, 4
3.1 PRINCIPALES ADYUVANTES .....cooiiiiieiieiees e 11
B.LLALUMINA......coiitiititeeee ettt 11
BLL2 MFBO ...ttt n et 12
3.1.3 MONTANIDE ISO51 ... ee e s en e 13
B.1.4 SAPONINAS ......oivoeeeeeeee ettt n s 14

A, OBIETIVOS ..ottt n e en et n et nad 19
4.1 OBJETIVO GENERAL: .....cooviveeietceeeeeeee et e et en e 19
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS: .....cviveeiceeteereeeee et ses e een e 19
5. METODOLOGIA .....ocooiivieeeeeeee ettt n st en s e 20
6. RESULTADOS ..ot eeeee ettt st e et es st n e n s 22
6.1 ¢, POR QUE SAPONINAS? ......ooveveeieeeeeeeeeee e 22

6.2 SAPONINAS LATINOAMERICANAS ¢ LA ALTERNATIVA ESTA EN

A S A e 25
7. CONCLUSIONES ...t 28
8. BIBLIOGRAFIA ..ottt 29



1. RESUMEN

En esta monografia se exploran cuatro tipos de adyuvantes vacunales Alum,
MF59, MONTANIDE ISO 51 y Saponinas. Se parte desde el hito que supuso la
vacunacion a nivel sanitario y social para luego caracterizar los perfiles de
beneficios y efectos adversos de cada adyuvante. Nos proponemos determinar
por qué las saponinas son una buena alternativa para superar los retos que
impiden un acceso universal a vacunas para combatir infecciones intracelulares
y enfermedades cronicas. Se realiz6 una busqueda bibliogréafica de la cual se
seleccionaron 61 articulos para el presente trabajo. Resultados: las saponinas
latinoamericanas son una buena opcion adyuvante demostrando menor
actividad hemolitica y efectos adversos que las saponinas Quil A®. De este
andlisis preliminar surgen evidencias claras de la necesidad de profundizar en

éstas investigaciones como también de una mayor integracion basico — clinica.



2. FUNDAMENTACION

Las vacunas son un excelente logro de la investigacion biomédica que ha
promovido una mejora significativa en la calidad de la vida humana y la sanidad

animal.

En general, los preparados vacunales que contienen antigenos solubles puros,
(recombinantes o sintéticos) han resultado ser seguros, pero con una menor
inmunogenicidad, que aquellos preparados formulados con antigenos crudos.
En efecto las formulaciones con antigenos crudos desencadenaban fuertes
respuestas inmunes, sin embargo también desencadenaban importantes
reacciones adversas. Partiendo de esta base, actualmente existe una fuerte
tendencia mundial al desarrollo de vacunas que sean efectivas contra un gran
namero de patdégenos y que a la vez sean seguras cuando son administradas

en humanos y animales.

El agregado de diferentes compuestos a las formulaciones vacunales con
antigenos purificados provee las sefiales necesarias para generar respuestas
inmunes adecuadas. Estos compuestos de origen diverso se conocen como
adyuvantes. Pocos adyuvantes han sido aprobados para su uso en humanos,
siendo los mas utilizados las sales de aluminio (alimina) y un adyuvante oleoso
(MF59). Sin embargo, ambos adyuvantes fallan en activar determinadas células
del sistema inmune como son las células citotoxicas o CD8+ necesarias para

combatir infecciones intracelulares como (malaria, tuberculosis) y cancer.

Actualmente existen nuevos compuestos que se encuentran en fase de
investigacion, siendo los productos naturales con actividad adyuvante una
interesante alternativa. Dentro de ellos destacamos las preparaciones de
saponinas, que aungue su uso en humanos es restringido, ha sido objeto de
estudios, ya que promueve potentes respuestas de tipo humoral y celular con

activacion de células CD8+ para combatir patdgenos intracelulares.

En el presente trabajo, se comparara la efectividad de algunos adyuvantes

(alimina, MF59, Montanide ISO51 y saponinas) para desencadenar respuestas



inmunolégicas adecuadas. Se analizaran los datos encontrados en la literatura
referente a los productos naturales como adyuvantes de vacunacion haciendo

especial énfasis en las saponinas y su posible impacto en la salud humana.
3. INTRODUCCION

Segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a excepcién de la
depuracion del agua, ningun otro factor ha ejercido mayor impacto en la

reduccién de la mortalidad como lo han hecho las vacunas(1).

A lo largo de la historia, las preparaciones vacunales se han utilizado para el
control de diferentes procesos infecciosos tanto en humanos (viruela,
poliomielitis, difteria, rabia entre otras), como en animales. Sin embargo, siguen
existiendo importantes retos de investigacion contra diferentes patdgenos como
son el VIH, la Hepatitis C, parasitos causantes de Malaria, agentes causantes
de la enfermedad de Chagas y la tuberculosis entre otros. También existe un
amplio camino por recorrer sobre el concepto de vacunas aplicadas en la
terapéutica del cancer, enfermedades infecciosas crénicas y enfermedades

autoinmunes, etc. (2).

La estimulacion deliberada de la respuesta inmune se conoce como
inmunizacion. Este proceso se caracteriza por su capacidad de desencadenar
una respuesta protectora frente a un patégeno y generar memoria. La
exposicién a un patdégeno, posterior a una inmunizacién activa (vacunacion),
lleva a la eliminacién del mismo o a la prevencién de las enfermedades
generadas por sus productos. Este proceso es el que se busca reproducir

mediante la administracion de las vacunas (3).

La palabra vacuna, deriva del latin vacca, es decir “vaca” (4). Hace referencia a
preparados de particulas derivadas de microorganismos muertos, vivos o0
atenuados que al ser inoculadas en un huésped, generan una respuesta
inmunoldgica protectora. Las vacunas contienen otros componentes, como

conservantes, estabilizantes, residuos de manufacturacion y adyuvantes (5).

Sus principales vias de administracion son la subcutanea, intramuscular y



algunas via oral (Tabla 1).

Tabla 1 Vias de administracion de inyectables vacunales (5)
METODOS DE APLICACION DE VACUNAS

Tuberculosis, Nesseria meningitidis Ay C,

Subcutédneas | Sarampion, Rubeola, Parotiditis, Influenza, Varicela,

Fiebre amarilla.

Inyectables
BCG, Tétanos, Tos ferina, Influenza tipo b,
Intramusculares | Neumonia, Célera, Poliomielitis (virus inactivados),
Hepatitis A, Rabia
Vacunas orales Poliomielitis (virus vivo atenuado), Rotavirus

No se conoce con exactitud cuando tuvieron lugar los primeros intentos de
inmunizacion activa. Se ha reportado que el primer intento cientifico de
vacunacion lo realiz6 Edward Jenner, a quien se le puede considerar como el
padre de la vacunologia junto a Pasteur. Jenner (6) inoculé en humanos el
material de las vesiculas de la “variola vaccinae”, una enfermedad del ganado
vacuno producida por un Orthopoxvirus similar al virus de la viruela y obtuvo
proteccion de los inoculados frente a la viruela. Esta innovacion sufri6 cambios
médicos y tecnoldgicos a lo largo de los afos, teniendo como resultado final la
erradicacion de la viruela humana (6). Pasteur, cien afios mas tarde demostré
gue era posible generar inmunizacién para una enfermedad determinada
utilizando el microorganismo causante de la misma siempre y cuando este
estuviera atenuado. A diferencia de Jenner quien habia utilizado un virus similar
(promoviendo proteccion cruzada) al de la enfermedad para la cual queria
lograr proteccion (5). Estos dos acontecimientos resultaron ser muy
importantes en el posterior desarrollo de la inmunizacion profilactica contra las

enfermedades infecciosas (7).

La iniciacion de una respuesta inmune frente a un patdégeno determinado se
lleva a cabo por el sistema inmune. Para una mejor compresion del mismo, la
respuesta inmune tradicionalmente se estudia dividiéndola en dos tipos de

reacciones, la primera conocida como respuesta inmune innata y la segunda



denominada respuesta adaptativa o adquirida. Se puede decir que la respuesta
innata esta mediada por células y factores solubles que se activan
inmediatamente en respuesta a la infeccion o inoculacién de un patdégeno, se
caracteriza por desencadenarse rapidamente, y carece de memoria
inmunoldgica. Entre sus componentes se destaca las barreras epiteliales, las
células fagociticas (neutréfilos y macrofagos), células natural killer (NK), células
dendriticas (CD) y proteinas plasmaticas entre las que encontramos el sistema
de complemento y citoquinas. El reconocimiento del patégeno lo realizan las
células presentadoras de antigenos (APC, del inglés, antigen presenting cell)
como son las CD, las cuales son portadoras de receptores especificos
(codificados en la linea germinal) que reconocen diferentes motivos
estructurales en los patdgenos. Estos receptores son denominados en conjunto
“receptores de reconocimiento de patégenos” (PRRs; del inglés Pattern
recognition receptor). Algunos de ellos son los receptores tipo Toll, (TLR), los
Lecitina de tipo C, (receptores fagociticos), citosélicos conocidos como NLR
(Nod1l y Nod2), entre otros. En resumen, estos receptores presentes en las
células de la inmunidad innata reconocen estructuras altamente conservadas
en la fisiologia de los patdégenos, que colectivamente se las ha denominado
como “patrones moleculares asociados a patogenos, (PAMPs, del inglés,
Pathogen-associated molecular patterns) o “patrones asociados a dafo celular’

(DAMPs, del inglés: Danger-Associated Molecular Patterns)(8-10).

Por otro lado, la respuesta adaptativa desencadena reacciones mas complejas,
gue permiten disponer de una respuesta de alta precision. En este caso, las
células efectoras reconocen a través de receptores especificos estructuras
Unicas y diferenciales de las multiples particulas que contienen los patégenos.
Hay un reordenamiento genético de los receptores, lo cual hace que el sistema
responda a una amplia variedad de antigenos (Ag). Otra caracteristica de la
inmunidad adquirida es que se generan células memoria en la primera
exposicion al Ag haciendo que ante la re-exposicién al mismo se desencadene
una respuesta inmune mas rapida e intensa que la primera. Esta integrada por
componentes de la inmunidad celular y humoral. La inmunidad celular depende

fundamentalmente de los linfocitos T (LT), siendo el principal mecanismo de



defensa frente a microorganismos intracelulares y células tumorales mientras
gue la inmunidad humoral esta a cargo de los linfocitos B (LB) y las diferentes
clases de anticuerpos (Ac) que estos secretan. Por ultimo la inmunidad
adaptativa tiene un periodo de latencia, requerido para la proliferacion y
diferenciacion de los LT y LB antigenos especificos, o que determina que la

respuesta efectora no sea inmediata (8-10).

La activacion de los linfocitos T depende de las interacciones con las APC las
gue se activan directamente por la interacciéon de sus PPRs con los PAMPs y
DAMPs presentes en los patdgenos. Los LT activados proliferan y se movilizan
para proteger al individuo, interaccionando con otras células inmunes y asi
generar las sefales necesarias que desencadenan la muerte y posterior
eliminaciéon del patégeno o células infectadas. Entre las células inmunes con
las cuales interaccionan los LT se encuentran los LB que producen
anticuerpos. Los LT colaboran dirigiendo los tipos de Ac que los LB deberan
producir, es de este modo que se genera una respuesta inmune Optima para
proporcionar proteccion especifica. Al final de este proceso, la mayoria de las
células B y T activadas se someteran a una muerte celular programada
(apoptosis), pero un nimero pequefio permanecerd como células de memoria,
guedando preparadas para defender el organismo, en caso de que el huésped

se exponga otra vez al mismo patdgeno infeccioso (8).

Como ya se menciond, las vacunas deben trabajar de una manera similar,
generando un tipo de respuesta inmune apropiada, a su vez esta respuesta
tienen que tener la capacidad de generar células de memoria para responder

en caso de una reinfeccion con el mismo patégeno.

Las vacunas con Ag crudos han promovido inmunizaciones relevantes, sin
embargo, generan reacciones adversas de gran importancia. Por este motivo
en las ultimas décadas se han desarrollado formulaciones vacunales con Ag
purificados o recombinantes que reducen dichos efectos secundarios. Es asi
gue se lograron vacunas mas seguras, pero con la consecuencia de perder
inmunogenicidad. En este contexto surgio la necesidad de adicionar al Ag

purificado sustancias o preparaciones quimicas que mejoren la entrega y el



procesamiento del Ag, estimulando de esta forma tanto la inmunidad humoral
como también la celular. Estos compuestos de origen diverso se denominan
adyuvantes. La busqueda de nuevas sustancias con actividad adyuvante o
inmunopotenciadora constituye una de las tendencias mas importantes en la

investigacion inmunologica actual (11).

La evidencia cientifica disponible sugiere que los adyuvantes emplean uno o
mas de los siguientes mecanismos para provocar respuestas inmune:
liberacion sostenida del antigeno en el sitio de la inyeccion (generan efecto
depdsito), regulaciébn de citoquinas, reclutamiento celular en el sitio de
inyeccion, aumento de la captacion del Ag y su presentacion a las APC,
estimulan la activacion y maduracion de las APC, e influyen en su migracién a
los ganglios linfaticos de drenaje, por ultimo se les atribuye la capacidad de

activar el inflamasoma (12).

Existen algunos adyuvantes habilitados para su uso en humanos y otros se
encuentran aun en etapa de investigacion. En la tabla 2, se expone una
descripcion de las caracteristicas fisicoquimicas e inmunologicas de los
principales grupos de adyuvantes, y mas adelante, se describira su mecanismo

de accion.

Los adyuvantes mas utilizados han sido las sales de aluminio mayoritariamente
conocida como (alimina) y el MF59 (un adyuvante oleoso). El primero genera
una fuerte respuesta humoral con la participacion de LT de tipo Th2 mientras
gue el MF59 genera Ac con la colaboracion de LT de tipo Thl. Sin embargo,
ambos adyuvantes fallan en activar células del tipo CD8+ o citotdxicos
necesarias para combatir infecciones intracelulares como la malaria, la
tuberculosis y el cancer. La busqueda de nuevas sustancias que generen
repuestas inmunes apropiadas de LT, Thl, con buenos titulos de Ac, y en
particular con linfocitos T citotoxicos (CTL+), constituye actualmente un reto

para la investigacion (13, 14).

Entre los adyuvantes que se encuentran en fase de investigacion con la

propiedad de activar LT citotoxicos destacamos a las saponinas. Las saponinas



son compuestos de origen natural utilizados como adyuvantes en medicina
veterinaria desde hace décadas. Las preparaciones de saponinas de Quil A®
(derivadas del arbol Chileno Quillaja saponaria) han sido estudiadas por
promover potentes respuesta de tipo humoral y celular, con activacion de las
células CTL+ necesarias para generar inmunidad contra patdégenos
intracelulares. Sin embargo, el uso de estas saponinas se ha visto restringido
en humanos por ser hemoliticas y producir reacciones locales no deseadas en

el sitio de inyeccion (15, 16).



Tabla 2: Principales adyuvantes aprobados para uso en humanos y en fase de

experimentacion. (Abreviaciones: Ac, anticuerpo; Ag, antigeno; Th, células T helper;

TLR, receptor Toll-Like; CTL, linfocito T citotoxico; MPL, lipo polisacéarido A (5, 8, 9)

ADYUVANTES CON LICENCIA PARA USO EN HUMANOS

ADJUVAN | COMPO - RECEP- MECANISMO PRINCIPAL VACUNA
TE NENTE TOR DE ACCION RESPUESTA
Independiente de la
sefalizacion de TLR, e
NLRP3 aumento local de citoquinas 'I%I;e;?s’
o Sales de . ' y quimoquinas, aumento de | Ac Th2 (+ Thl '
Alumina L sinflama - . Neumococo
Aluminio reclutamiento celular en humanos) o
soma? L . Hepatitis Ay
(Eosindfilos, monocitos y -
. Hepatitis B.
macréfagos), aumenta la
presentacion de Ag.
NLRP3Y TLR
i independiente, ASC y
L '”f'?‘,ma MyD88 dependiente.
Emulsion cion . .
de Tisular Aumgnto chal de citoquinas
MF59 y quimoquinas, aumento de Ac Thl+ Th2 Influenza
Escualeno | (Receptor .
reclutamiento celular
en agua no Py ;
- (Neutrdfilos, monocitos y
definido) .
macréfagos), aumenta la
presentacion de Ag
Ermulsion Iml%mna- Transitorio aumento de
de Tisular citoquinas locales y dLNs,
ASO3 Escualeno | (Receptor Aumento de reclutamiento de | Ac Thl+ Th2 Influenza
P células (Granulocitos y
en agua no MOoNOCitos)
definido)
Sefales MLP a través de .
. HPV (Virus
Hidroxido | TLR4, oo sty Zﬁ&vﬁétﬁii del Papiloma
ASO4 de Aluminio | ¢inflama - Uimoauinas locales Ac Thl Humano)
y MPL somas? d q o HBV (virus de
reclutamiento de células la Hepatitis B)
(Monaocitos) P
Aumenta .
Virosomas | Liposoma Vehiculo de entrega del Ag respuesta de Hﬁ\e/ (;{[li{iuSsAo)le
Ac Y CyL P
ADYUVANTES EN FASE DE EXPERIMENTACION TARDIA PARA USO EN HUMANOS
ADJUVANTE | COMPONENTE RECEPTOR | PRINCIPAL RESPUESTA VACUNA
. Derivado sintético .
Poli-IC de ARNds TLR3, MDA5 | Ac, Thl, CD8+ células T
MPL, ASO1y TLR4(MPL) . .
ASO? MPLy QS-21 (QS21) Ac, Thl Malaria, TB, Cancer
Flagelina, Flage_llna _de TLR5 Ac, Th1+Th2 Influenza
S.typhimurium
- Derivado de .
Imiquimods Imidazoguinolona TLR7, TLR8 Ac, Th1,CD8+Celulas T Céancer
CpG TLR9 Ac,Thl, CD8+ Células T HBYV, influenza
ISCOMS . . HCV, influenza, HPV,
ISCOMATRIX Saponinas Desconocido | Ac, Thl, Th2,CD8+ ,CTL+ Cancer
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3.1 PRINCIPALES ADYUVANTES

3.1.1 ALUMINA

Es una sal mineral que se encuentra en forma de fosfato de aluminio e
hidréxido de aluminio. Estas particulas actian adsorbiendo al antigeno, lo cual

aumenta su estabilidad aumentando la eficacia del adyuvante.

Se destaca su bajo costo, su seguridad y aplicabilidad a varios antigenos. Pero
tiene limitaciones, como ser la poca capacidad para estimular la inmunidad
celular (necesaria para patdégenos intracelulares y células tumorales por
ejemplo); la produccion elevada de IgE lo cual causa reacciones alérgicas y la

formacion de granulomas en el sitio de inyeccién (17).

Se ha usado como adyuvante en la mayoria de las preparaciones vacunales
para humanos. Estas formulaciones contienen antigenos virales como
bacterianos, algunos ejemplos pueden ser: difteria, tétanos, pertussis, hepatitis
Ay B, entre otras (14).

Induce preferentemente una respuesta tipo Th2, caracterizada por la alta
produccion de anticuerpos (lgG, IgGl e IgE) y la secrecion de diferentes
citoquinas (IL-4, IL-5 e IL-6) (18).

Se desconoce el mecanismo exacto por el cual este adyuvante promueve una
respuesta inmune exitosa, para explicar este punto se han planteado varias
hipétesis: 1) La alimina induce inflamacién local en el sitio de inyeccion, 2) se
forma un depdsito que facilita por mas tiempo la captacién del antigeno por la
APC, 3) interactla a través de lipidos de superficie estimulando la cascada de
activacion celular permitiendo el inicio de la respuesta inmune (14), 4) poco
tiempo después de la vacunacion se ven efectos locales de reclutamiento,
aparecen citoquinas pro-inflamatorias, monocitos, CD y células NK, neutrdfilos,
eosinofilos. En este contexto las citoquinas facilitan el reclutamiento y estimulan

aparicion de APC en el sitio de inyeccion (14).

La estimulacion de las CD a través de la liberacion de acido Urico proveniente
de células dafiadas por la citotoxicidad de la alimina, actia como un DAMP, e
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induce el reclutamiento de monocitos al sitio de inyeccion, los cuales migran al
ganglio linfatico, maduran y estimulan LT CD4 (11, 14). La alimina estimula
macrofagos y células dendriticas para producir IL-1B e IL-18 a través de la
activacion del inflamasoma. ElI mecanismo no esti claro, y tampoco se ha

comprobado en todos los estudios experimentales (18).

La activacion de la inmunidad innata por los DAMPs parece ser un mecanismo
critico para la actividad adyuvante. La alimina induce la acumulacién local de
ADN del huésped en el sitio de inyeccion al producir muerte celular. Esto
dispara la respuesta inmune inicial. Estas respuestas no son dependientes de
TLRs, ni del inflamasoma, y el mecanismo por el cual el ADN del huésped

dispara la respuesta inmune no esta claro (19).

También se han probado mezclas de diferentes adyuvantes por ejemplo, AS04
combinacion de alimina con monofosforil lipido A (MPL). Esta combinacién
promueve potentes respuestas tipo Thl, con una mejoria de las respuestas
Th2 inducidas por la alimina. Otras combinaciones de adyuvantes deben ser
exploradas.

Los avances en investigacion de adyuvantes abren nuevas posibilidades para
el tratamiento no sélo de enfermedades infecciosas, sino también alergias y
cancer (18, 20).

3.1.2 MF59

Entre los adyuvantes independientes de receptores TLR, la alimina ha sido
ampliamente utilizada en vacunas humanas por mas de 70 afios, mientras que
la emulsién de aceite en agua MF59 fue autorizado para su uso hace mas de

una década.

El MF59 es la emulsion de aceite en agua que mas se ha evaluado su uso
como adyuvante. Es una emulsion microfluidica que contiene un aceite -

escualeno y Span-85 en un buffer de citrato de sodio (21).

MF59 se ha utilizado como adyuvante con una serie de antigenos diferentes,

12



se ha autorizado su uso en combinacion con la vacuna para influenza
estacional dirigida a ancianos en Europa (22). Se ha demostrado que MF59

promueve la captacion de Ag por las células dendriticas in vivo.

Esta emulsion estimula una fuerte respuesta de Ac, y la generacion de memoria
Th2 y Thl. MF59 induce una estimulacioén local, reclutando CD, granulocitos y
promueve la diferenciacion de monocitos a CD asi como aumenta la captacion

de Ag por estas células (23).

Recientemente se ha demostrado que estas emulsiones estimulan la respuesta
inmune de forma indirecta. En la inyeccion intramuscular, las fiboras musculares
son células diana de MF59, donde este induce la produccion de TNF alfa, IL
beta y CCLs, conduciendo a la activacion de CD residentes y reclutando y

activando las APC circulantes.

En resumen, los efectos del MF59 consisten en generar un entorno
inmunoestimulador local en el lugar de inyeccién, que activa las células
inmunitarias locales. Esto da lugar a una maduracion de las CD residentes, un
reclutamiento y activacion adicional de células inmunitarias hacia el lugar de
inyeccién, un aumento de la captacién de Ag, promoviendo la maduracién de
las CD y una mayor migracion de las APC hacia los ganglios linfaticos locales
(24).

3.1.3 MONTANIDE ISO51

Los adyuvantes (agua en aceite) (W/O) estan compuestos por una emulsién de
agua en aceite mineral. Freund (1936) report6 el adyuvante completo de
Freund (ACF) es decir, la emulsion acuosa en aceite con micobacterias
muertas (25). Posee una alta reactogenicidad debido a que las micobacterias
con sus estructuras intactas reconocidas como PAMPs por el sistema inmune
generan una respuesta inflamatoria exacerbada (26). De alli que se formuld
una emulsion sin micobacterias muertas a la que se denominé adyuvante
incompleto de Freund (AIF) (27).

Un ejemplo de adyuvantes W/O son los de tipo Montanide usados para cancer,
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enfermedades autoinmunes y VIH. Es calificado como un buen adyuvante
activando la respuesta inmune celular a través de la activacion de los CTL y
también la respuesta inmune humoral. Se ha usado en mas de 10000

pacientes (28).

Dentro de los efectos secundarios se encuentran reacciones inflamatorias,
granulomas y Ulceras en el sitio de inyeccién. Algunos adyuvantes W/O
agregan aceites metabolizables y emulsificantes para lograr estabilidad,
potencia y menos toxicidad (29). También se han reportado la formacion de
guistes 0 abscesos estériles en el sitio de inyeccion asi como una relacién

entre el nimero de administraciones y los efectos adversos (30).

Se formul6 la vacuna CIMAvax-EGF contra el cancer de pulmén registrada
para uso humano en Cuba con el EGF humano recombinante, la proteina p64k
de Neisseria meningitidis como inmunopotenciador y usando Montanide 1SO51
VG, como adyuvante (32-34).

Esta vacuna se basa en concepciones que postulan a la inmunodeprivacion
activa de EGF (Factor de Crecimiento Epidérmico) como forma de que la
respuesta inmune del individuo dispare efectores contra el factor de crecimiento
tumoral logrando una interrupciéon eficiente de la transduccion y sefializacion
(35).

3.1.4 SAPONINAS

Son moléculas naturales que se encuentran ampliamente distribuidas en
diversas especies de plantas (36). Estan formadas por una aglicona triterpénica
o esteroidal lipofilica unida a través de un grupo hidroxilo, carbonilo o ambos a
una o mas cadenas ramificadas de azucares hidrofilicos. Su caracteristica
distintiva es que debido a su caracter anfipatico son tensoactivas lo que

determina que generen micelas en agua y formen espuma al ser agitadas (37).

3.1.4.1 Propiedades biolégicas de saponinas:

A continuacibn se mencionaran algunas propiedades bioldgicas de las
saponinas de interés en humanos:

14



Antiinflamatoria: las saponinas inhiben la inflamaciéon sugiriendo que
ocurre a través de la inhibicién de la via clasica del complemento (38).
Diferentes estudios sefialan a las saponinas triperpénicas y en particular
al grupo hidroxilo en C-23 como responsables de esta actividad ya que
la modificacion del grupo metilo en el C-23 de la aglicona elimina dicha
actividad (39).

Antifangica: es dependiente de la estructura quimica, por eso no se
observa en todas las saponinas. Si bien esta actividad es menor que la
gue presentan agentes antifungicos podria haber una accién sinérgica
entre diversas saponinas (40).

Antiparasitaria: algunas saponinas han demostrado actividad mediante
cambios en la integridad y potencial de membrana contra el parasito
Leishmania infantum. Estas Ultimas también mostraron actividad
antiproliferativa contra monocitos humanos al inhibir la sintesis del ADN
lo que sugiere que estas saponinas pueden usarse en un futuro como
una droga anti leishmania o como complemento al tratamiento (41).
Antitumoral y citotoxica: muchos estudios sugieren que varios tipos de
saponinas asi como sus mezclas tienen alta actividad citotoxica - dada
tanto por la aglicona como por las cadenas de azucares - pero ésta no
siempre se acompafia de actividad antitumoral (42).

Antiviral: se ha observado en las saponinas triterpénicas (43). Hay
evidencia de que ocurre por mecanismos mediados por la membrana
inhibiendo la replicacion del ADN (44).

3.1.4.2 Potencial como Adyuvante

Las preparaciones de saponinas de Quil A® derivadas del arbol chileno Quillaja

saponaria son las mas estudiadas como adyuvante para vacunas tanto de uso

humano como veterinario. Se sabe que estimulan la diferenciacion de CTLs y la

produccion de anticuerpos isotipo IgG2a al polarizar la respuesta hacia un tipo

Th1 con produccion de IL-2 e IFN-Y. Siendo su uso en humanos restringido por

ser demasiado reactivas provocando reacciones de dolor, inflamacion e

induracioén en el sitio de inyeccion asi como efectos toxicos (45).
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Uno de estos efectos toxicos es evidenciado por la hemdlisis in vitro: las
saponinas pueden dafar en forma irreversible la membrana de los eritrocitos
(46) esto ocurre por la interaccion de las cadenas laterales de los
oligosacaridos unidas a la aglicona y los residuos acilos de las saponinas con
el colesterol de las membranas celulares. Asi se forman poros de 80A que
llevan a un aumento en la permeabilidad y pérdida de hemoglobina (13). El
nivel de actividad hemolitica es variable entre las diversas saponinas
dependiendo del tipo de aglicona y la presencia de cadenas de azlcares y

puede eliminarse con la remocién del grupo acilo (47).

Frente un analisis cromatografico Quil A® muestra que es una mezcla de
saponinas. De este fraccion se ha aislado un componente puro denominado
QS21 (48) con actividad adyuvante y menor toxicidad (Quil A® es letal en
ratones a concentraciones de 100 ug/dosis mientras que para QS21 es 500 de
Mg/dosis) (49). Aun asi tiene dos problemas: aunque sea menos toxica que el
compuesto original sigue siendo reactogénica y es inestable quimicamente. Su
mecanismo de accion se desconoce. Se cree que la lisis de la membrana
puede tener un rol importante pero hay evidencia que lo cuestiona. Se encontro
gue la combinacion de QS21 con liposomas conteniendo colesterol genera un

aumento de la estabilidad con disminucién de la reactogenicidad.

Al agregarle MPL un agonista de TLR4 se reportdé un aumento en la actividad
adyuvante y asi se gener6 una nueva formulacion denominada AS01. Esta ha
demostrado inducir mayores respuestas de células T CD4 para un antigeno

gue los mismos inmunoestimulantes combinados con emulsiones oleosas (24).

La gran afinidad de Quil A® al entrar en contacto con membranas conteniendo
colesterol llevo al desarrollo de nanoformulaciones conocidas con el nombre de
ISCOMS (50) (ISCOM, del inglés, Immune stimulating complexes). Los
ISCOMS son ensamblajes micelares de saponinas de Quil A® parcialmente
purificadas asociadas, fosfolipidos colesterol y un Ag determinado. Estudios
posteriores mostraron que no era necesario el ensamblaje en presencia del Ag,
asi surgieron preparados mas simples llamados ISCOMATRIX™ (ver Figura 1)

cuya unica diferencia es que el antigeno se agrega en una etapa de
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formulacién posterior. Estos complejos tienen un efecto adyuvante fuerte
manteniendo la actividad inmunomoduladora con menor reactogenicidad que el
compuesto original reduciendo su efecto hemolitico y sin otros efectos

adversos graves (24).

100nm

2

Figura 1. Microfotografia electronica del adyuvante ISCOMATRIX™ luego de

realizar tincion negativa. Extraido de Sanders et al. (51).

En las ultimas décadas otras saponinas se han propuesto como alternativa a
las saponinas de Quil A®. La fraccion de saponinas denominada QB-90U
extraida de las hojas de Quillaja brasiliensis (ver, Figura 2), arbol con gran
distribucion en Brasil, Argentina y Uruguay ha demostrado poseer una gran
actividad adyuvante similar a Quil A®. Tanto estudios in vivo (52) como in vitro
(15) utilizando QB-90U demostraron menor toxicidad cuando fue comparada
con Quil A®. En ratones estimula respuestas tanto de tipo humoral como
celular contra el herpesvirus de tipo | (BoHV-1) y 5 (BoHV-5) similares a las
generadas por Quil A (52). Otro aspecto de interés es el impacto
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medioambiental ya que la sobreexplotacion de la corteza de Quillaja saponaria
para la obtencion de saponinas aunado a su lento crecimiento conduce a una
escasez de este recurso. Como alternativa se ha propuesto a Q. brasiliensis ya

gue las saponinas se obtienen de sus hojas siendo una fuente sustentable y

renovable de saponinas (53, 54).

Figura 2. Fotografia de Quillaja Brasiliensis Imagen tomada del sitio Wikipedia:
http://es.wikipedia.org/wiki/Quillaja_brasiliensis#mediaviewer/File:Quillaja_brasil
iensis_0601_000.jpg
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL:

Conocer los diferentes adyuvantes aprobados y en fase de investigacion para

vacunas de uso en humanos.

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS:

A) Conocer la influencia que han ejercido las vacunas en la inmunizacion

humana
C) Describir las caracteristicas de los adyuvantes.

B) Identificar la respuesta humoral y celular que promueven los adyuvantes

seleccionados: Alumina, MF 59 y MontanidelSO51 y en base a saponinas .

C) Estudiar el perfil de seguridad y los efectos adversos de los adyuvantes

seleccionados.
D) Exponer los conocimientos sobre saponinas sudamericanas.

E) Plantear el potencial de las saponinas como nuevo adyuvante de

vacunacion.
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5. METODOLOGIA

Se realizd una revision bibliografica exhaustiva en Junio 2014 teniendo por
objetivo conocer los diferentes adyuvantes aprobados y en fase de
investigaciéon para vacunas de uso humano y veterinario con el fin de justificar
la necesidad de nuevos productos adyuvantes para la realizacion de vacunas
mas efectivas y seguras, haciendo especial énfasis en los productos naturales

y dentro de estos en las saponinas.

Para la busqueda bibliografica (ver Figura 3) se utilizaron fuentes de datos
primarias como ser libros (ej: Inmunologia Molecular y Celular Abbas, etc),
revistas cientificas, como Journal of Vaccine, Journal of Ethnopharmacology,

Nature medicine, tesis, entre otras.

También fuentes de datos secundarias, dentro de ellas el buscador mas
utilizado fue Pubmed. La estrategia de busqueda consistié en palabras clave:,
plant saponins vaccine, saponins adjuvant, natural saponins and haemolytic
activity, non haemolytic saponins, saponins and alum, MF59 adjuvant,
montanide adjuvant, plant saponins and vaccine, CIMAVAX-EGF, vaccination
history, quillaja brasiliensis, cancer vaccine, progress research adjuvant, innate
immunity, cellular and humoral immunity. Los filtros utilizados fueron para un
periodo de tiempo entre los afios 1999-2014. Los tipos de articulos
preferentemente fueron revisiones, aunque también se utilizaron ensayos

clinicos. La disponibilidad del texto elegida, fue texto completo libre.

En base a la informacion encontrada se seleccionaron y analizaron los articulos
de forma critica, evaluando su calidad y validez cientifica, lo cual permitio

realizar una sintesis y combinacion de los datos obtenidos.

Luego se incluyeron articulos originales de descubrimientos del area que no
entraban en nuestro criterio temporal de busqueda y articulos relevantes de
acuerdo a referencias o de acuerdo a los autores de los articulos

seleccionados.
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100 articulos preseleccionados de
los encontrados en criterios de
busqueda en PubMed y Scielo por

titulo y resumen

45 articulos seleccionados

Articulos incluidos 61

Figura 3. Algoritmo de busqueda

Exclusiones luego de

lectura critica

16 Inclusiones de articulos
originales, por evaluacion de
referencia y autor, articulos
nuevos en el area de

pertinencia para el trabajo
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6. RESULTADOS

“Me parece que todos miramos a la naturaleza demasiado y vivimos con ella

demasiado poco”. Oscar Wilde.

6.1 ¢, POR QUE SAPONINAS?

Los principales adyuvantes aprobados para uso en humanos estimulan en
forma preferencial una respuesta inmune humoral con células T CD4+ de
fenotipo Th2 mientras que carecen de capacidad de estimular la diferenciacion
de células T CD8+ (24). Esto hace que no sean efectivos contra patdgenos
intracelulares y células malignas. Desarrollar adyuvantes capaces de inducir
tanto respuestas de tipo humoral como celular para el tratamiento preventivo o
terapéutico de céncer asi como de infecciones virales para las que aun no
existen vacunas efectivas como son la malaria, la tuberculosis y el VIH no solo

es atractivo para la academia y la industria sino necesario.

Los avances en materia sanitaria han cambiado el perfil epidemiol6gico a nivel
mundial. Excepto en Africa, la principal causa de muerte son las enfermedades
cronicas. Las muertes por esta causa para 2005 se estimaron por la OMS en
35 millones siendo el doble de todas las muertes de causa infecciosa
(incluyendo VIH/SIDA, malaria y tuberculosis) combinadas. El impacto de las
enfermedades crénicas se observa en multiples niveles. Primero en el enfermo
por el aumento de riesgo de muerte o incapacidad, las comorbilidades
asociadas y los costos de tratamiento y cuidados. Se ha observado que si bien
las enfermedades crénicas aumentan primero en la poblacién mas rica luego
pasa a concentrarse en los segmentos mas pobres pudiendo ser un factor de
perpetuacion de la pobreza (55). Esto supone un alto costo para los paises
impactando en el desarrollo econdmico. Existe evidencia clara de la necesidad
de intervenciones para prevenir y controlar estas enfermedades ya que como
se muestra en la figura 4 los gastos por cuidados de cancer aumentaran en los
proximos afos debido al aumento de la sobrevida para el cancer, uso de

tratamientos mas costosos y el aumento de la esperanza de vida (56).
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Figura 4. Estimaciones de los gastos en Estados Unidos por cuidados del
cancer en 2010 (areas gris claras) y el aumento estimado del costo en 2020
(areas gris oscuro) debido al envejecimiento y crecimiento de la poblacion
americana asumiendo la constante incidencia de supervivencia y el costo para
los principales 6rganos afectados. Costos en billones de Délares Americanos
en 2010 por fase de cuidado: inicial un afio luego del diagnéstico (Ini.),
tratamiento continuado (Con.) y ultimo afio de vida (Last.) Modificado de
Mariotto et al. (56).

Uno de los objetivos de la OMS en su plan global de accién para vacunas
(2011 - 2020) es la investigacion local, regional y global para desarrollar

innovaciones y maximizar los beneficios de la inmunizacion. Se pone énfasis
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en el desarrollo de vacunas contra la malaria, la tuberculosis y el VIH (57).

Conocemos la dificultad de generar respuestas mediadas por linfocitos T
potentes y duraderas como también tenemos evidencia de que la inmunidad
humoral tiene un rol clave en la infeccion por VIH e influencia la infeccion en la
malaria pero también que las células Thl, T CD8+ o ambas tienen un rol critico

en estas patologias (11).

Otros objetivos de la OMS son interrumpir la transmision de poliovirus salvaje a
nivel global para 2014 y lograr la erradicacion certificada de polio para 2018
(57).

La mejor opcion para lograrlo es el uso de la vacuna antipoliomielitica
inactivada (IPV) ya que no tiene las desventajas de la vacuna con polio oral
(OPV) como son: la excrecién de particulas del virus en heces lo cual perpetla
el virus salvaje y el riesgo de desarrollo de poliomielitis paralitica. Aun asi la
OPV se sigue utilizando en paises subdesarrollados ya que la IPV es mas dificil
de administrar (via intramuscular vs via oral), genera menor inmunidad
intestinal y el costo es de 3 ddlares por dosis frente a los 5 - 20 centavos que
cuesta la OPV (58).

Para estos casos las saponinas se presentan como una alternativa ideal para
usar en investigaciones como posible adyuvante para el desarrollo de estas
vacunas. Se ha demostrado que tanto Quil A® como las saponinas de Quillaja
brasiliensis y las de P. notoginseng pueden inducir respuestas humorales (Th2)
y celulares (Th1l) (59, 60).

Recientemente se demostré en un modelo murino con vacunas experimentales
usando al poliovirus como antigeno que el extracto acuoso y la fraccién QB-90
de Q. brasiliensis son capaces de estimular la generacion de un patron de tipo
Thl asi como un aumento de la transcripcién de IL-2 de casi 17 veces al
compararlo con un modelo vacunal sin adyuvante. Por lo cual las saponinas
son una buena opcién para lograr que la IPV tenga un mejor costo al reducir los
requerimientos de antigeno por dosis en vistas a lograr los objetivos
establecidos por la OMS para el 2020 (57, 59).
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6.2 SAPONINAS LATINOAMERICANAS (LA ALTERNATIVA ESTA EN
CASA?

Como fue expresado anteriormente en el trabajo, el principal desafio que nos
enfrentamos al usar las saponinas como adyuvante son sus efectos adversos:
reacciones locales, actividad hemolitica y toxicidad sistémica. Asi las
investigaciones se han centrado en saponinas que tengan menor incidencia de
estos efectos y puedan ser usadas como adyuvante de vacunacion. Es de
particular interés las saponinas que se obtienen de la flora nativa y han

demostrado tener el potencial para inducir las respuestas inmunes deseadas.

Dentro de los estudios realizados con saponinas derivadas de arboles nativos,
se encuentra el estudio de Silveira et al (2011), en el cual se analiza una

fraccion de saponina denominada QB-90, proveniente de Quillaja brasiliensis.

Q. brasiliensis es un arbol nativo del sur de Brasil, y Uruguay, cuyas hojas
contienen gran cantidad de saponinas. La fraccion QB-90 tiene similitudes con

la saponina Quil A (la mas estudiada como adyuvante) (52).

En este trabajo se reportCite><Autho posee menos toxicidad que Quil A®. En
efecto, estudios in vitro de la actividad hemolitica de estas saponinas mostraron
gue QB-90 fue menos hemolitica que Quil A®. Para QB-90 se produjo un
93.8% de hemodlisis a una concentracién de 200 ug/mL, en tanto que a 100
pg/mL, (la concentracion utilizada en la inmunizacion), el porcentaje de
hemodlisis fue de solo 14.4%. Mientras que para Quil A® la concentracion usada

en el estudio (50 u g/mL) produjo 55% de hemodlisis. Lo que permite el uso de la

fraccion QB-90 a mayores concentraciones, manteniendo la seguridad (15).

Estos hallazgos condicen con lo encontrado en otros estudios en los que se
comparan otras saponinas de especies nativas sudamericanas, como es el
caso de la especie llex, arbol de yerba mate, (del cual se obtienen cuatro
saponinas) y Passiflora alata antiguamente usada en medicina tradicional por
sus propiedades sedativas y tranquilizantes (61). Comparando estas
saponinas, se encontrd una actividad hemolitica mayor para Quil A® frente al

resto, con diferencias estadisticamente significativas.
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Otro aspecto estudiado fue la citotoxicidad celular. Se realiz6 un ensayo de
toxicidad sobre células VERO. En las concentraciones utilizadas en la vacuna
se obtuvo 80% de viabilidad celular en el caso de QB-90, mientras que para
Quil A® la viabilidad celular fue de 29% (15).

Estos hallazgos condicen con los encontrados al utilizar un modelo murino en
donde la fraccion aislada de QB-90 no indujo reacciones téxicas. Se puede
concluir que QB-90 es significativamente menos téxica que Quil A®, a pesar de
gue estas saponinas son obtenidas de especies relacionadas, y tienen una

estructura quimica similar.

Las fracciones de saponinas QB-90 y Quil A® promueven propiedades
similares en el uso como adyuvantes para vacunas contra el Herpes virus
bovino (BoHV) (15).

Los niveles de IgG anti-BoHV total, IgG1, IgG2a e IgG2b son significativamente
mas elevados en los grupos inmunizados con BoHV y adyuvantes que en el
grupo control (sin adyuvante). Los grupos inmunizados con Quil A® y QB-90
son los unicos que desarrollan titulos elevados de IgG3 en comparacion al
grupo control y presentan niveles de IgG2a significativamente superiores a los
del grupo inmunizado con alimina. Quil A® y QB-90 indujeron una fuerte
respuesta de anticuerpos frente a BoHV, caracterizada por altos niveles de IgG
total y de las distintas subclases 1gG1, IgG2a, IgG2b e IgG3 que no difieren
significativamente entre si. Las diferencias en los perfiles de produccién de los
isotipos de IgG entre los preparados con saponinas revelan el tipo de respuesta
inmune estimulada por los mismos. Las células Thl promueven la produccion
de lgG2a e IgG3 a través del IFN-Y y las células Th2 favorecen el cambio de
clase a IgG1 mediante IL-4. Estos datos respaldan que Quil A® y QB-90 tienen
un efecto adyuvante similar, activando una respuesta mixta Th1l/Th2, a
diferencia de la alimina, que induce preferentemente una respuesta Th2. En
otro estudio Fleck et al. (2006), compara la actividad adyuvante entre Quil A® y
QB-90 pero utilizando como ante Quilvacunal herpes virus bovino tipo 1. Aqu
tipo 1rus bocreportan que en las primeras semanas la respuesta a IgG total fue

significativamente mas elevada con Quil A®. Posteriormente, las diferencias se
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redujeron haciéndose no significativas. En este estudio se analizaron extractos
de hojas, corteza y ramas del arbol Quillaja brasiliensis, con diferentes
concentraciones de QB-90, mientras que en el trabajo de Silveira et al. (2011)

las saponinas utilizadas se extrajeron solo de las hojas.

La importancia de esos resultados es que abren una nueva perspectiva al uso
de las saponinas de origen natural como adyuvante. Actualmente su principal
obstaculo es la actividad hemolitica. Se presenta una alternativa a Quil A® con
menor toxicidad y tasa de hemolisis pero manteniendo la generacion de una

fuerte respuesta inmune tanto de tipo celular como humoral.

Otro aspecto importante a destacar es el medioambiental ya que se ha
causado dafio ecologico por la sobreexplotacion de la especie Quillaja
saponaria por lo cual un mayor niumero de fuentes de saponinas permitira una

explotacion sustentable (52).

En otro estudio (16) se llegd a la conclusion a través de la cuantificacion de
inmunoglobulinas y de ensayos de hemodlisis, que las saponinas con mayor
namero de unidades de azucares en las cadenas de carbohidratos, tienen un
aumento significativo en el potencial inmune, aumentando la eficacia en

adyuvancia, asi como también mayor seguridad.
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7. CONCLUSIONES

En base a la evidencia analizada, los adyuvantes basados en saponinas
suponen una buena alternativa para enfrentar los desafios de lograr un acceso
universal a las vacunas, asi como también para desarrollar vacunas contra

enfermedades cronicas, el VIH, tuberculosis y la malaria.

Se necesitan mayores investigaciones en esta area, especialmente en lo
concerniente a saponinas latinoamericanas dados los buenos resultados

encontrados en la literatura.

Creemos importante una mayor integracion basico-clinica, elemento que, si
bien cabe aclarar que la mayoria de los estudios aln se encuentran a nivel
preclinico, nos parece de tipo esencial ya que muchos profesionales de la salud
desconocen en qué se encuentran las ciencias basicas y la forma de lograr un
impacto en la inmunizacion en las proximas décadas es utilizando una
estrategia interrelacionada donde desde el laboratorio hasta el paciente, todos

los actores se sientan parte tanto del problema como de la solucién.
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