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Resumen

En nuestros dias se destaca el uso de adyuvantes en la mayoria de los candidatos
vacunales, como potenciadores de la respuesta inmunoldgica, pero por lo general los
adyuvantes existentes presentan efectos adversos e indeseables, sobre todo de indole toxica,
resultados que han servido para afirmar por varios conocedores y estudiosos de esta materia
que para ellos no existe el adyuvante ideal. Esta revision tiene como objetivo dar a conocer
algunas consideraciones sobre los estudios de inmunotoxicologia requeridos en un nuevo
adyuvante vacunal. Tuvimos en cuenta los valores que determinan toxicidad general en el
sistema inmune. Estudios que se pueden incluir de forma general en el registro del nuevo
adyuvante vacunal, componentes generales y componentes especificos el cual incluye
hematologia y quimica clinica, analisis anatomopatoldgico de todos los érganos y pesos de los
o6rganos linfoides, examen histopatoldgico, respuesta de anticuerpos T dependiente,
inmunofenotipo, asi como el ensayo de actividad celular de las células asesinas naturales NK,
la funcion de macrofagos/neutrofilos y por ultimo los ensayos para medir la inmunidad
mediada por células. Son numerosas las evaluaciones a llevar a cabo para poder registrar y
validar un nuevo adyuvante, donde el componente inmunotoxicolégico tiene una gran
importancia, las cuales permiten determinar el efecto toxico a todos los niveles posibles, esto a
nuestro criterio ha servido para disminuir el riesgo a efectos indeseables de las vacunas
utilizadas en humanos y en los animales.

Palabras clave: Inmunotoxicologia, ensayos, nuevo adyuvante vacunal.

Abstract

Some considerations on the inmunotoxicology studies for a novel vaccine adjuvant.
In our days its stands out the adjuvants use in most of the vaccine candidates, as
enhancers of the immune response, but in general the adjuvants existen, presents adverse
and undesirable effects, mainly of toxic nature, results that they have been good to affirm for
several experts and studious of this matter that for them the ideal adjuvant doesn't exist. This
revision has as objective to give some considerations on the inmunotoxicology studies required

in @ novel vaccine adjuvant. We kept in mind the values that determine general toxicity in the
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immune system. Studies that can be included in a general way in the registration of the novel

vaccine adjuvant, general components and specific components which includes hematology
and clinical chemistry, anatomopatologic analysis of all the organs and the lymphoid organs
weight , histopatoligic exam, T dependent antibodies response, immunophenotyping, as well as
the cellular activity of the natural killer (NK) cells activity assays, macrophage/neutrophil
function and lastly the assays to measure cells-mediated immunity. They are numerous the
evaluations to carry out to be able to register and to validate a novel adjuvant, where the
inmunotoxicologic component has a great importance, which allow determining the toxic effect
at all the possible levels, this to our approach has been to diminish the risk to undesirable
effects of the vaccines used in human and animals.

Key words: Inmunotoxicology, assays, novel vaccine adjuvant.
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Introduccion

En nuestros dias se destaca el uso de adyuvantes en la mayoria de los candidatos
vacunales, como potenciadores de la respuesta inmunoldgica, pero por lo general los
adyuvantes existentes presentan efectos adversos e indeseables, sobre todo de indole téxica,
resultados que han servido para afirmar por varios conocedores y estudiosos de esta materia
que para ellos no existe el adyuvante ideal.?

En general, los antigenos solubles puros, recombinantes o sintéticos han resultado
seguros, pero con una menor inmunogenicidad en comparacién con aquellos del organismo de
origen. Es por eso que la busqueda de adyuvantes nuevos y atéxicos, asi como el desarrollo de
nuevos sistemas de envio de antigenos, son necesidades de la investigacion en el campo de las
vacunas.

El desarrollo de vacunas efectivas contra la gran cantidad de patdgenos que
permanecen en las superficies mucosales o que tienen en ellas su puerta de entrada, requiere
adyuvantes que potencien respuestas locales. Otras razones econdmicas y logisticas apoyan el
desarrollo de adyuvantes para las vacunas mucosales.?

Esta revision tiene como objetivo dar a conocer algunas consideraciones sobre los
estudios de inmunotoxicologia requeridos en un nuevo adyuvante vacunal. Tuvimos en cuenta
los valores que determinan toxicidad general en el sistema inmune. Estudios que se pueden
incluir de forma general en el registro del nuevo adyuvante vacunal, componentes generales y
componentes especificos el cual incluye hematologia y quimica clinica, analisis
anatomopatoldgico de todos los dérganos y pesos de los organos linfoides, examen
histopatologico, respuesta de anticuerpos T dependiente, inmunofenotipo, asi como el ensayo
de actividad celular de las células asesinas naturales NK, la funcién de macréfagos/neutrdéfilos

y por ultimo los ensayos para medir la inmunidad mediada por células.
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Desarrollo

La forma mas clasica de medir la inmunotoxicidad de un adyuvante o sustancia en general, es

mediante la evaluacidn de su efecto en las 4 categorias:

>

®,
o’

% Inmunosupresion.
% Inmunoestimulacion.

< Hipersensibilidad.

®,

*

Autoinmunidad.

Pero dada que estos temas en materia de investigacidon son bastante candentes y hoy todavia
no estan descritos por la agencia reguladora EMEA, los ensayos validados y necesarios para
tener un panorama general de tu sustancia a evaluar, se hace necesario establecer al menos
modelos que te indiquen el estado del sistema inmune a dosis altas de producto a evaluar. Por
lo general dentro de estas 4 categorias la que mas se desarrolla es la de hipersensibilidad,
para la cual si estan descritos sus componentes y tipos.

v Reaccién de hipersensibilidad tipo 1.3

Es mediada por IgE al unirse a receptores de alta afinidad de mastocitos o baséfilos. El
entrecruzamiento de IgE-Alérgeno desencadena los mecanismos de sefalizacidn intracelular
que provocan degranulacion y liberacién de mediadores bioactivos (moléculas efectoras
inmunes). Llamada anafilactica donde existe interaccion del alergeno con anticuerpos del tipo
IgE que se encuentran en la superficie de los baséfilos y mastocitos, con la liberacién de
histamina, cininas y prostaglandinas, produciendo vasodilatacién capilar, contraccién del
musculo liso y edema.

Efectos: contraccion del musculo liso y vasodilatacién. La manifestacion clinica incluye la
fiebre de heno, rinitis y asma.

v Reaccién de hipersensibilidad tipo 11 o citotéxica.*

Loa anticuerpos (Ac) reacciona contra determinantes antigénicos de la superficie celular.
Muerte celular mediada por complemento.

Las RAM se debe a la fijacién del complemento antigeno-anticuerpo presente en la superficie

de algunas células (glébulos rojos, gldbulos blancos, plaquetas), produciendo lisis de la célula.
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Este tipo de reaccibn puede provocar, anemia hemolitica, agranulocitosis y purpura

trombocitopénica.
Lesion tisular en la hipersensibilidad tipo II:

B Rapida fagocitosis de células blanco sensibilizadas con Ac.

B Lisis de células blanco mediada por Complemento.

m Daifio tisular, “espectadores inocentes” por enzimas liticas y EROs.

B Bloquea funciones celulares la unién de Ac a célula blanco.
v Reaccién de hipersensibilidad tipo 111.°
Cuando el complejo antigeno-anticuerpo se deposita en células del tejido blanco. Ocurre
cuando se activa el sistema del complemento y se produce dano tisular mediante liberacion de
enzimas lisosomales.
Mediada por inmunocomplejos (IC) Ag-Ac o IC, generalmente eliminados por fagocitos.
Cuando IC persiste se depositan en tejidos y provocan este tipo de reaccién:
Infeccion persistente: cantidad pequefa de agentes infecciosos y respuesta de Ac débil
provoca formacion croénica de IC.
Enfermedades autoinmunes: produccién de autoanticuerpos genera sobreproduccion de IC
que se depositan en tejidos.
Inhalacion crénica de Ag: depdsito de IC en alvéolos (alveolitis alérgica extrinseca).
v Reacciéon de hipersensibilidad tipo I1V.°
Producto de una interaccion directa entre un alergeno y los linfocitos sensibilizados,
produciendo liberacion de linfocinas.
Mecanismo de inmunidad celular, activacion de células TDHT sensibilizadas por Ag e induce
liberacion de citocinas que actian como moléculas efectoras.
Efecto final de las citocinas: activacion y acumulacion de monocitos en el tejido con la
consecuente liberacidon de enzimas liticas que ocasionan dano tisular.
Hipersensibilidad retardada (tres tipos):
Por contacto: Reaccidon eczematosa, contacto con el alérgeno (metales, plantas, etc), 48-72

horas. Alergenos, Ag incompletos o haptenos, forman conjugados con proteinas de la piel.
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Fase de sensibilizacién: 10-14 dias, complejo hapteno-proteina y presentado por CD en

ganglios regionales a TCD4+.

Fase de respuesta: ulteriores aplicaciones, en pocas horas: provoca activaciéon de TCD4+ sin
migrar a ganglio y liberan INFs e ILs que atraen monocitos y linfocitos a la zona.

1. Inmunotoxicidad:

Los adyuvantes pueden influir en la regulacién y activacion de linfocitos T como auxiliadores o
en subconjunto en todas las células del sistema inmune, por lo cual puede ser un factor
limitante de aumento o disminuciéon de los niveles de citoquinas como IFN, IL-4, IL-5, en
inmunoglobulinas tales como la IgE, jugando un papel en el riesgo a la aparicidon o en vias de
desarrollo de hipersensibilidad o autoinmunidad. En nuestros dias los modelos animales no se
han podido estandarizar de forma tal que en un solo ensayo se pueda definir la aparicién de
una u otra o de ambas asociadas a adyuvantes vacunales y vacunas. Sin embargo, se consta
con varios modelos existentes que evaluan la inmunotoxicidad de otros productos como
inmunoterapéuticos, los cuales podrian ser refinados para la evaluacién de nuevos adyuvantes
vacunales y de vacunas, tal es el caso del ensayo de anafilaxis cutdnea pasiva, el ensayo del
nddulo de linfatico local, asi como modelos in vivo para detectar enfermedades autoinmunes.’
Si durante las investigaciones y estudios de toxicidad cldsica para un nuevo adyuvante, los
resultados dan indicaciones de que el mismo influye de forma negativa en el sistema inmune
entonces este producto debe llevar este tipo de pruebas, de no ser asi no se deben realizar ya
que las mismas son muy costosas. Administrado el adyuvante por dosis Unica o repetida segun
el esquema inmunoldgico en la formulacién vacunal, debe administrar o esperar por un periodo
de 4 semanas, formandose los grupos de 10 ratas/sexo/grupo segun dosis y segun la ruta de
administracién indicada para el uso en el humano.®

Valores gue determinan toxicidad general en el sistema inmune.’

1. Peso animal una vez a la semana durante la experiencia.
2. Consumo de alimento y agua, dos en la semana, durante la experiencia.
3. Observaciones clinicas dos veces al dia en la mafana y en la tarde, mortalidad, sintomas

clinicos de toxicidad.
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Perfil hematoldgico (hemoglobina, hematocrito, eritrocitos totales), leucograma en frotis

sanguineo en 100 células (determinar el nimero de linfocitos, neutroéfilos, eosindfilos, basdfilos
y monocitos).

Estudios a incluir de forma general en el registro del nuevo adyuvante vacunal: *°

Determinar los niveles de IgE en todos los animales en un pool de suero (hipersensibilidad tipo
1 mediada por anticuerpos, retardada). En otros estudios se procede a determinar mediante el
ensayo de linfoproliferacién de bazo los niveles de IL-4, IL-5, IL-6, IL-12 (las mismas
disminuye los niveles IgE), IL-1, IL-6, IL-8(Inflamacién=Hipersensibilidad de tipo 4), IFN v,
IFN B. Se da a conocer la relacién CD4+/CD8+ (Valores de TH; y TH,) a través de citometria
de flujo. En un ndmero grande de articulos diferentes autores determinan los niveles de IgG,
tipo de sensibilidad mediada por células, siempre teniendo en cuenta la diferenciacién con la
respuesta humoral protectora de forma relativa pues ain no existe un ensayo validado que
permite diferenciar de forma absoluta ambas respuestas.

Citoquinas:

TH;= 1IL-2, TNF B, IFNs vy (pro-inflamatorio), IFNs B. esta ultima inhibe la IgE=
Hipersensibilidad retardada.

TH,= IL-4, IL.5, IL-6, IL-10, IL-13=Produccién de IgE.

- Componentes Generales:

Hematologia, conteo total y diferencial de leucocitos como parametro de inmunotoxicidad,
niveles de globulinas y relacidon albumina/globulina. Analisis anatomopatolégico de érganos vy
tejidos linfoides. Determinar el peso del timo, bazo y ndédulos linfaticos. Ademas realizar el
anélisis histoldgico del timo, bazo, ndédulos linfaticos, médula dsea y placas de Peyer.!!

- Componentes Especificos:

Hematologia y guimica clinica.

Al evaluar los cambios en los niveles de la globulina, deben tomarse otros factores, como por
ejemplo nefrotoxicidad. Los cambios en las globulinas del suero pueden ser indicativos de que
existen cambios en las inmunoglobulinas del suero. Aunque en el suero las inmunoglobulinas

son un indicador insensible de immuno-supresion, la presencia de cambios en los niveles de
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inmunoglobulinas puede ser util en ciertas situaciones para entender bien el blanco de las

poblaciones celulares o el mecanismo de accién del adyuvante.'?

Analisis anatomopatoldgico de todos los 6rganos y pesos de los drganos linfoides.

Todos los tejidos linfoides deben evaluarse en su totalidad para observar posibles cambios
durante la necropsia. Sin embargo, esto puede ser mas dificil en el caso de las placas de Peyer
de roedores debido al tamafio tan pequefio. Debe tomarse el peso del bazo y del timo. Para
minimizar la variabilidad de los pesos de los dérganos se recomienda que deban ser
desangrados completamente los animales durante la necropsia.*?

Examen de histopatoldgico.

Los cambios histopatoldgicos del bazo y del timo deben evaluarse como un indicador de
immunotoxicidad sistémica. El tejido linfatico en contacto con el sitio donde se aplico la dosis
mas alta del adyuvante debe ser examinado. Debe incluir en estos sitios las placas de Peyer y
nédulos linfaticos mesentéricos de ser administrado el producto de forma oral, el tejido
linfoide y bronquios asociados (BALT) si el adyuvante es administrado por inhalacién, los
tejidos linfoides nasal asociados (NALT) para los que son administrados por via nasal (si es
posible), y en los administrados por via parenteral debe analizar los nddulos linfaticos
proximales.'*

Respuesta de anticuerpos T dependiente (RATD).

Deben justificarse los puntos finales de cada investigacion como el punto mas apropiado para
el ensayo escogido y la especie seleccionada. Los niveles de anticuerpos pueden medirse
utilizando la técnica de ELISA u otros métodos de inmunoensayo. La ventaja de este método
es que antes de que se formen los anticuerpos dados por respuesta inmunoldgica estos pueden
ser coleccionados de forma consecutiva durante el estudio lo cual permite realizar una curva
de cinética de la respuesta.®

Inmunofenotipo.

Los niveles y fenotipos de linfocitos T y B deben determinarse en sangre periférica, médula
Osea, timo, bazo y ganglios linfaticos. Debe utilizar la técnica de citometria de flujo para
determinar el numero por fenotipo de cada una de las células inmunes. Sin embargo, puede
usarse la citometria de flujo también para medir la respuesta inmune antigeno-especifica de
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linfocitos. Los linfocitos deben ser obtenidos de sangre periférica. Se recomienda que los

numeros absolutos de subconjuntos de linfocitos asi como los porcientos de cada uno se
interpreten y evallen relacionandolos con el tratamiento.®

Uno de las ventajas de la immunohistoquimica por encima de la citometria de flujo es que los
tejidos pueden analizarse en los estudios de toxicidad clasica de forma retrospectivamente si
las sefiales de immunotoxicidad son observadas. Ademas puede observarse los cambios en los
tipos de células dentro de un compartimiento especifico del tejido del linfoide. Algunos de los
marcadores de linfocitos en algunas especies son sensibles a la fijacion con formalina y sélo
puede localizarse en el tejido con el uso de ciertos fijadores utilizados de forma rapida y con
hielo desbancandose como una desventaja del proceso. Por lo cual la cuantificacién e
intensidad de leucocitos es mas dificil con el uso de la inmunohistoquimica.’

Cuando se usan los estudios de inmunofenotipo para caracterizar o identificar las alteraciones
especificas en las poblaciones de leucocitos, la opcién de los dérganos linfoides y/o sangre
periférica para ser evaluados debe ser basada en cambios realmente observados. La
inmunofenotipificacion puede agregarse facilmente en los estudios de toxicidad por dosis
repetidas de forma escalonada, ya que permite estudiar los cambios durante el periodo de
exposicién segun los niveles de dosis.'®

Ensayo de actividad celular de las células asesinas naturales NK.

Este ensayo puede realizarse si los estudios de inmunofenotipo demostraron un cambio en el
nimero de este tipo de célula. En general este ensayo es ex vivo, donde los tejidos por
ejemplo el bazo o la sangre se obtiene de los animales que se han tratado con el adyuvante.
Se co-incuban las preparaciones celulares con células designadas las cuales se han marcado
con Cromo®!. Pueden usarse nuevos métodos que involucran el no marcaje con sustancias
radioactivas adecuadamente validadas para de esta forma la evaluacion quede menos
compleja y riesgosa para el personal que la realiza. Deben evaluarse diferentes efectos en las
proporciones o dosis designada para cada ensayo, y asi obtener un nivel suficiente de datos de

citotoxicidad lo cual permite generar una curva/respuesta.®
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Funcién de Macréfagos/Neutrofilos.

El ensayo funcional in vitro de macrofagos y neutrofilos se basa en analizar la funcionalidad en
cuanto a (fagocitosis, estallido oxidativo, quimiotaxis y actividad citolitica), estos ensayos se
han publicado y validado para varias especies. Evalluan la funcionalidad de macréfagos y
neutréfilos de células expuestas a la sustancia a prueba in vitro u obtenidas de animales
tratados con el adyuvante (ensayos ex vivo). El ensayo in vivo también permite la evaluacidn
de los efectos dentro de las células reticuloendoteliales para fagocitar sustancias radioactivas o
marcadas con blancos fluorescentes.?®

Ensayos para medir la inmunidad mediada por células.

No se han establecido ensayos para medir la inmunidad mediada por células para saber la
respuesta dada por anticuerpos al ser diferenciada de la humoral o protectora. Por lo general
se realizan ensayos in vivo dénde se usan los antigenos para la sensibilizacién. Los ensayos
realizados hasta el momento se han hecho mediante el tipo de reaccidon de hipersensibilidad
retardada con reacciones de inmunizacién con proteinas y desafio en ratones y ratas. Se han
explorado modelos en que se usan ratones sensibilizados pero no se encuentran validados y no
estdn extensivamente usados. La respuesta de células T citotdxicas generadas en ratones se
ha estudiado en virus y lineas de células tumorales asi como el desafio antigénico
obteniéndose buenos resultados, sin embargo estas reacciones en los monos son muy dificiles
de reproducirse de forma consistente segun el informe final de la EMEA en el afo 2004 y
publicado como regulacién en el 2006. Ademas, uno debe asegurarse de que esta respuesta no
estd equivocada para un anticuerpo o mediada por el complemento llamado reaccion de

Arthus.?!

Conclusiones

Concluimos que son numerosas las evaluaciones a llevar a cabo para poder registrar y
validar un nuevo adyuvante, donde el componente inmunotoxicolégico tiene una gran
importancia, las cuales permiten determinar el efecto toxico a todos los niveles posibles, esto a
nuestro criterio ha servido para disminuir el riesgo a efectos indeseables de las vacunas

utilizadas en humanos y en los animales.
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