Sitio Argentino de Produccion Animal

ADYUVANTES OLEOSOS:

DEFINICION, CARACTERISTICAS, TIPOS DE RESPUESTA INMUNE QUE ENGENDRAN,

REACCIONES ADVERSAS

Bernagozzi Jorge A. (1); Barragan Javier H. (2).

1.- Profesor Adjunto Ordinario Catedra Inmunologia Veterinaria.

Profesor Titular Interino Catedra Inmunologia Il Parte. Facultad de Ciencias
Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata.

2.- Jefe de Trabajos Practicos Catedra Inmunologia Il Parte. Facultad

de Ciencias Veterinarias. Universidad Nacional de La Plata.
Correspondencia autor: Bernagozzi Jorge: E-mail: jorgeberna22@gmail.com

RESUMEN

Los adyuvantes son compuestos que se agregan a las
vacunas, principalmente a aquellas inactivas o muer-
tas, con el objeto de mejorar la respuesta inmune a un
determinado inmundgeno, dirigir el tipo de respuesta
y aumentar la duracién de la misma.

Etimologicamente la palabra adyuvante deriva del latin
adyuvare que significa ayudar.

Desde hace casi un siglo que los investigadores desa-
rrollan diferentes férmulas utilizando compuestos to-
talmente disimiles con el mismo objetivo.

Las vacunas muy purificadas necesitan inexorablemen-
te la adicién de sustancias adyuvantes, dado que por
su extrema pureza poseen una limitada capacidad de
impacto sobre el sistema inmune.

Los adyuvantes oleosos constituyen sin duda un capi-
tulo aparte dentro de los mismos.

Los descubrimientos realizados en el epilogo del siglo
pasado por Charles Janeway y Polly Matzinger sobre el
mecanismo de reconocimiento de agresiones por par-
te de los vertebrados superiores permitieron conocer
con mayor precision el mecanismo de accién de los ad-
yuvantes.

PALABRAS CLAVE:

adyuvante, emulsién, respuesta inmune

ABREVIATURAS:

DPT: vacuna triple Antidiftérica, Antitetanica, Antico-
queluchosa. INF-y: Interferén gamma; GM-CSF: Factor
estimulante de colonias de Granulocitos y Macréfagos;
AFC. Adyuvante de Freund Completo; AFl: Adyuvante
de Freund Incompleto. LPS: lipopolisacaridos; MDP:
Muramil Di Péptido; W/O: agua en aceite; O/W aceite
en agua; W/O/W: agua en aceite en agua; SDS: dodecil
sulfato sédico o lauril sulfato sédico; PRR’s: Receptores
de Reconocimiento de Patrones; TLR: Receptores Se-
mejantes a los Toll; CD4+: linfocito T CD4 activado; CD8:
linfocito T citotoxico; IMC: Inmunidad Mediada por Cé-
lulas; IL: Interleuquina.

HISTORIA

La historia de los adyuvantes estd relacionada en forma
indirecta con el descubrimiento realizado por Emil Von
Bering y Shibasaburo Kitasato en el afio 1890, quienes
demuestran la actividad antitéxica del suero de enfer-
mos que superaron la difteria.

En 1923, Ramon' logra transformar las toxinas en toxoi-
des mediante el agregado de formol y manteniendo el
producto a 37°C durante cierto tiempo.

El mismo Ramon, en el aino 1925, avisora la posibilidad
de producir anticuerpos antidiftéricos y antitetanicos
en equinos para su uso profilactico y terapéutico. Ino-
cula los mismos con cantidades variables de toxoide y
con el objeto de promover una mayor respuesta inmu-
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ne adiciona al antigeno especifico diversas sustancias,
como migas de pan, tapioca, agar, sales metalicas, leci-
tina y saponina.

Alexander T. Glenny, en el afio 1926, observa que los
equinos inoculados con toxina diftérica que presenta-
ban una profusa inflamacion en el sitio de inoculacion
desarrollaban titulos mas altos de anticuerpos que
aquellos animales menos reactivos localmente.?

Glenny comienza a testar una serie de compuestos
quimicos en cuyas composiciones se encontraba el alu-
minio y descubre las propiedades adyuvantes de estas
sales. Asi comienza la utilizacién en forma totalmente
empirica de un adyuvante que haria historia en los si-
guientes 90 anos dado el excelente balance que pre-
senta entre el incremento de la respuesta inmune y la
tolerancia por el organismo.?

Glenny denominé a estas sustancias con el nombre ge-
nérico de “adyuvantes de aluminio” 2

En 1930, se demuestra que ciertos inmundgenos bacte-
rianos, como los de Bordetela pertussis, tienen propie-
dades adyuvantes cuando entran en la composicion de
una determinada vacuna y generan un aumento de la in-
munogenicidad de los otros componentes. Nace aqui el
concepto de adyuvancia intrinseca, denominacién que se
aplicaa todo inmundégeno que, ademas de generar una
respuesta inmune per se, potencia a otros que componen
la formulacion de la vacuna, ejemplo vacuna DPT.

De acuerdo a estos conceptos, podemos clasificar los
adyuvantes en:

Adyuvantes extrinsecos: aquellas sustancias que no tie-
nen propiedades inmunogénicas per se, como aluminio,
emulsiones, inulina, saponina.

Adyuvantes intrinsecos: aquellas sustancias que, ademas
de ser inmunogénicas, exaltan la respuesta inmune a los
otros componentes de la vacuna.

Cox y Coulter en 1997 clasifican los adyuvantes, desde
otro punto de vista, como particulados y no particulados.?

Audibert y Lise en 1993 identifican y dividen los ad-
yuvantes en al menos, tres tipos: particulados, no par-
ticulados, y agregan como capitulo aparte, sustancias
vegetales, como aceites, saponinas y derivados de la
misma, extracto de glucanos, estructuras de la pared
bacteriana como monofosforil lipido A, dimicolato de
trehalosa, toxina colérica, sustancias quimicas como el
hidroxido de aluminio, surfactantes, emulsiones, micro
y nanoparticulas.*

Con posterioridad, fue agregado un cuarto grupo,

compuesto por citoquinas como INF-y o el GM-CSF,
como asimismo hormonas del grupo de la Dihidro-
xiepiandrosterona (DHEA).

La primera emulsion fue descripta por Le Moinic en el
ano 19165. Sin embargo, fue Jules Freund el primero en
desarrollarlas, en el afio 1936, adicionando Mycobacte-
rium tuberculosis inactivado que originaba buenas res-
puestas inmunes pero importantes reacciones adversas
ademas de una sensibilizacion especifica hacia el bacilo
tuberculoso. Nace el AFC. Suele utilizarse en planes de
hiperinmunizacion como primera y Unica aplicacion.6
Stuart-Harris, en el afo 1969, eliminan de la formula-
cién al Mycobacterium, denominandolo AFI.

Las primeras emulsiones resultaban algo inestables y
se fueron perfeccionando con la utilizacion de nuevos
surfactantes mas eficaces y puros.

La bibliografia menciona otras experiencias realizadas
con adyuvantes oleosos como las llevadas a cabo por
Hemle y col., en el afio 1944, en el desarrollo de una va-
cuna contra influenza, mientras que Jonas Salk utiliza ad-
yuvantes oleosos en vacunacién a soldados en 1951.8,9
Desde entonces a la actualidad, se han desarrollado un
sinnumero de adyuvantes como LPS, componentes de
la pared bacteriana, MDP, inulina, nano particulas con
el objeto de obtener vacunas seguras, lograr una inmu-
nidad duradera, y sobre todo la posibilidad de inducir
cross priming, es decir presentacidn cruzada de antige-
nos con el fin, de engendrar, no solo anticuerpos sino
ademas inmunidad celular con microorganismos inac-
tivos, fracciones o componentes de los mismos produ-
cidos a través de la ingenieria genética.

En general la adicion de sustancias adyuvantes
tiene los siguientes objetivos:

1.- Promover la eficacia de la vacunacién

2.- Evitar la repeticion de inmunizaciones

3.- Reducir las dosis de inmunoégeno

4.- Obtener respuestas inmunes selectivas

5.- Generar células de memoria de larga vida

6.- Favorecer la migracién de estas células a sus lugares
especificos de accion

7.- Engendrar respuestas inmunes contra epitopes puri-
ficados que por si solos no serian capaces de hacerlo o
bien generarian una pobre respuesta de corta duracién
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QUE ES UNA EMULSION.

Cuando agitamos dos liquidos no miscibles, por
ejemplo agua y aceite, se forman pequenas gotas que
se dispersan unas dentro de las otras. Cuando se sus-
pende la agitacion y quedan estaticas, se vuelven a
diferenciar perfectamente las dos fases originales.

AGUAEN ACFITE

FASE DISPERSA
-

—— FASE CONTINUA

Se define como emulsién a la dispersion de un liquido,
denominado fase dispersa, dentro de otra fase liqui-
da, denominada fase continua, debiendo permanecer
estable. Estas fases no son miscibles naturalmente.
Figura 1.

ACEITE EN AGUA

Figura 1.- Fases de una emulsion.

En la formulacion de las vacunas con adyuvantes
oleosos, estas fases son la acuosa, donde se encuen-
tra incluido el inmundégeno, y la segunda es un aceite.
Las emulsiones deben ser estables y a tales efectos se
debe adicionar un estabilizante de las mismas, deno-
minado surfactante.

Basicamente, las emulsiones las podemos dividir
en dos tipos:

«Cuando las gotas de agua o solucién acuosa, denomi-
nada fase dispersa, se encuentra inmersa en otra fase
compuesta por aceite, que se denominada fase conti-
nua, nos encontramos en presencia de una emulsién
denominada agua en aceite o w/o (water in oil) por su
sigla en inglés, denominacién que utilizaremos en el
presente articulo, ya que se presta a menor confusién.

-Cuando la fase dispersa es aceite y la fase continua es
agua la emulsién se denomina aceite en agua o O/W.

Para evitar que al suspender la agitacion las fases se
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separen, se hace necesaria la adicién de un compues-
to que tenga la capacidad de estabilizarlas. Estos com-
puestos se denominan surfactantes, nombre derivado
del inglés surface active agent (por contraccion: surfac-
tante), es decir, activo en la superficie.

El surfactante es un componente que contiene un gru-
po polar hidrofilico y un grupo no polar hidrofébico,
formado generalmente por cadenas grasas.

El surfactante se ubica sobre la superficie de las gotas
y evita o retarda la coalescencia de las mismas, mante-
niendo estable la emulsién. Figura 2.

El término estable es relativo, ya que una emulsién no
es termodindamicamente estable, dado que después de
cierto tiempo, dependiendo del sistema utilizado, se
separa.

Las sustancias surfactantes se clasifican de acuerdo al
Balance Hidrofilico/Lipofilico llamado por la sigla en
inglés HLB. Este valor determina la afinidad mayor o
menor hacia una de las fases. De acuerdo al valor del
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balance, pueden realizarse distintos tipos
de emulsiones.”

WS SIS,

AGUA/ACEITE/AGUA

SURFACTANTE LIPOFILICO \

SURFACTANTF HIDROFILICO _|

O acua

O ACEIE

ACEITE/AGUA/ACFITE

Figura 2.- Sitio de accion de los surfactantes

Los surfactantes que poseen un bajo valor de HLB tie-
nen gran afinidad por las fases oleosas y seran aptos
para elaborar emulsiones de agua en aceite (W/O).

Aquellos que poseen un alto valor de HBL tienen gran
afinidad por la fase acuosa y son los adecuados para
realizar emulsiones aceite en agua (O/W).

Los que tienen un valor HBL intermedio son aptos
para elaborar doble emulsién agua en aceite en agua
(W/O/W). Este tipo de emulsiones se caracteriza por-
que la fase continua es agua y la dispersa es aceite, pero
dentro del aceite se encuentra atrapada agua.

DOBLE EMULSION

El proceso de elaboracion de la doble emulsién es
mucho mas complejo. Fueron disefiadas por Herbert
y las mismas se realizaban en dos etapas, lo que hace
muy dificultoso el proceso. Actualmente, existen pro-
cedimientos industriales que realizan la misma en un

solo paso.

Las mas utilizadas son las de agua/aceite/agua. La im-
portancia de este tipo de emulsidn es su baja viscosi-
dad y el hecho de tener disponible en la fase acuosa
externa antigeno que es procesado rapidamente para,
luego, en la fase acuosa interna, entregar una nueva
porcidon de antigeno, no necesariamente del mismo
tipoy concentracion al de la fase externa. La liberacién
de lafase acuosa interna es similar a lo que acontece en
la emulsién simple.

El problema de estas emulsiones, ademas de lo com-
plejo de su elaboracién, es que poseen, en general,
baja estabilidad. En su fabricacion, se utiliza una gran
variedad de componentes y con una determinada se-
cuencia. Una formulacién comun puede contener agua
ultra pura, un surfactante hidrofilico, SDS, un surfactan-
te lipofilico, Span o Tween 80 y dodecano. En un primer
paso, se fabrica una emulsiéon W/O utilizando solucién
de cloruro de sodio, dodecano y Tween 80. Luego, se
dispersa esta emulsién en una solucién acuosa de SDS
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y produce una emulsién O/W que luego es dispersada
en SDS y asi se logra la doble emulsién.

FACTORES QUE CONDICIONAN LA EFECTIVIDAD DE LA EMULSION

La calidad intrinseca de la emulsiéon condiciona la efica-
ciay la seguridad del adyuvante.

Esto significa que la calidad del mismo subordina la efi-
ciencia de la respuesta inmune y la aparicién o no de reac-
ciones indeseables.

Hay varios parametros que el laboratorio elaborador debe
respetar y controlar previo al lanzamiento al mercado.

1.- Test de la gota: se deja caer una gota de la vacuna
en un vaso de precipitado que contenga agua y si es-
tamos evaluando una emulsién w/o, la mas usada en
Medicina Veterinaria, debe permanecer en la superficie
y sin desarmarse. Si fuera o/w se esparce por el liquido.

2.- La conductividad debe ser menor a 3uS (micro Siemens),
preferentemente inferior a 1 puS. Depende mucho del tipo'y
concentracion del surfactante utilizado.

3.- La viscosidad depende de varios factores: tipo de surfac-
tante, relacion agua/aceite, tiempo de emulsificacion. Pue-
den variar desde 20 mPa s a 200 mPa s (mili Pascal segundo,
unidad dindmica), las mas viscosas.?

A mayor viscosidad, mayor inconveniente en lainoculacion.

La estabilidad es una caracteristica importante y funda-
mental. Las emulsiones que se encuentran separadas,
aunque al agitarlas se homogenicen, no funcionan co-
rrectamente.

Las emulsiones mas estables son aquellas realizadas
con particulas pequenas, distribuidas homogénea-
mente y utilizando un surfactante adecuado.

Un factor a tener en cuenta al preparar emulsiones es la
carga proteica del antigeno que se incorpora a la fase
acuosa. Puede contener proteinas con propiedades
surfactantes, ya que las mismas son anféteras, con gru-
pos polares que modifican el HLB. Es necesario ajustar
o modificar el surfactante a utilizar para optimizar la
emulsion.

La estabilidad no es permanente, ya que con el transcu-
rrir del tiempo, inexorablemente la emulsion se separa-
rd. No obstante ello, debe permanecer inalterable du-
rante todo el periodo de validez que la vacuna posea.

A 4°C, debe, al menos, perdurar por 2 afnos. A tempe-
ratura ambiente, la misma emulsiéon puede perder la
estabilidad después de 6 meses, mientras que, a 37°C,
variara desde varias semanas a 2 o 3 meses. Esta prue-
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ba se utiliza en los laboratorios productores para pre-
decir el funcionamiento de la misma. Por lo tanto, es
muy importante la temperatura de almacenamiento
que le dispensemos a estas vacunas.”

La estabilidad depende, ademas, del tipo de aceite uti-
lizado (mineral, vegetal, animal, sintéticos) y si son uti-
lizados puros o en mezclas. Cada aceite requiere de un
surfactante distinto y adecuado. Los aceites vegetales
(maiz, girasol, mani) generan menor inmunidad, ya que
son fagocitados mas rapidamente que los minerales o
sintéticos.

SEGURIDAD Y REACCIONES ADVERSAS.

Todos los adyuvantes oleosos se caracterizan por indu-
cir reacciones locales inflamatorias, abscesos importan-
tes y granulomas de diversos tamarios, incluso de varios
kilos de peso, que ocasionan daro en las reses y pérdi-
das econdmicas importantes por afectar la calidad de
la pieza. En general, los aceites vegetales son menos re-
actogénicos pero, a su vez, menos inmunogénicos.''>16
Los minerales permanecen mayor tiempo en el sitio de
inoculacion, siendo procesados y metabolizados por los
macréfagos, transformandolos en acidos grasos, triglicé-
ridos, fosfolipidos o esteroles”. Bollinger y col. encontra-
ron que el 30% de los aceites minerales desaparece del
sitio de inoculacion durante el primer mes, encontran-
dose el aceite en el higado y tejidos grasos en forma de
fosfolipidos y acidos grasos.'®

Stewart-Tull y col. en 1976 demostraron la incidencia
del largo de la cadena de carbonos en la formacién de
reacciones adversas. Los acidos grasos con cadenas
cortas son muy eficientes pero inducen fuerte reaccién
local, mientras que los de largas cadenas, mayores a 14
carbonos, son seguros pero menos inmunogénicos."”

Es muy importante el nivel residual de acidos grasos
libres presentes en los surfactantes utilizados.

El antigeno también tiene mucha importancia. Las bac-
terias enteras o no purificadas sobre todo si contienen
mucho LPS, son mas reactogénicas, mientras que los
antigenos de origen viral causan menos reacciones ad-
versas.?

Otras variables que condicionan la reactogenicidad
son la concentracion antigénica y la dosis a aplicar.
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VENTAJAS Y DESVENTAJAS DE LA UTILIZACION
DE ADYUVANTES OLEOSOS.

No existe el adyuvante ideal. Cada situacion, cada anti-
geno, cada objetivo, amerita un estudio detallado del
tipo de adyuvante a utilizar.

En general, el mecanismo de accién de los adyuvan-
tes, en muchos casos, no esta total y claramente esta-
blecido. Se caracterizan por producir un foco flogosico
donde acuden células especificas responsables de en-
gendrar la respuesta inmune, retardo de la eliminacion
el antigenoy, por lo tanto, mayor permanencia y mayor
efecto estimulador, liberacion lenta, modificacion del
estado fisico del antigeno, cambios a nivel de las cargas
eléctricas del inmundégeno, entre otras.

Los adyuvantes oleosos, también clasificados como
dispersables, generan excelentes respuestas inmunes
pero, como contrapartida, los mayores efectos inde-
seables, como los granulomas.

El primer mecanismo de accion es el efecto de depo-
sito (depot) del antigeno y un proceso inflamatorio
importante.

Lo segundo que hay que tener en cuenta es la cinéti-
ca de liberacion del antigeno que no es igual para las
diferentes emulsiones (w/o, o/w o w/o/w).

Cuando se inocula un inmundégeno sin adyuvantes se
produce una rapida diseminacién del antigeno a tra-
vés de la linfa y sangre, casi en forma inmediata.

Sin embargo, los antigenos emulsionados sufren dis-
tintos retardos en la liberacion, dependiendo, funda-
mentalmente, del tipo de emulsion. Asi, la emulsidon
O/W denota un ligero retraso pero la liberaciéon de la
proteina se produce muy rapidamente. Por el contra-
rio, la emulsion W/O, la mas cominmente utilizada en
Medicina Veterinaria, se caracteriza por producir una
liberacion muy lenta del mismo. Pero esta liberacion
lenta esta supeditada a la estabilidad de la misma y
la ruptura o la mala calidad de la emulsién determi-
nan una rapida difusién. De ahi la importancia, como
hemos referidos unos parrafos mas arriba, de no utili-
zar emulsiones que se encuentran separadas por mas
que se unifiquen las fases al agitarlas.

Las emulsiones dobles W/O/W tienen comportamien-
tos intermedios y muy particulares. Podemos decir que
poseen un mecanismo doble: por un lado, el antigeno
comprendido dentro de la fase acuosa externa se libe-
ra prontamente, permitiendo inducir una respuesta

inmune rapida, mientras que el antigeno compren-
dido dentro de la fase acuosa interna es liberado con
posterioridad, y engendrar una repuesta inmune muy
duradera. Este tipo de emulsién es muy utilizado en la
especie porcina.

El efecto depot, si bien es muy importante, no es una
condicion limitante. Se ha demostrado en vacunas ad-
yuvadas con Freund incompleto que si se eliminaba
quirdrgicamente el inmundégeno depositado en el sitio
de lainoculacion no se pierde totalmente el efecto ad-
yuvante.?' Esto estd condicionado por la dispensabili-
dad del adyuvante hacia los linfonédulos.

Lainclusion del inmundégeno dentro de las vesiculas del
adyuvante protege al mismo de la degradacién enzi-
matica que sufren las proteinas, modificando, ademads,
la carga eléctrica, lo que aumenta la antigenicidad. ,

Como hemos expresado, si bien la inflamacién no es
una condicion esencial para mejorar la respuesta inmu-
ne, la acumulacion en el fenémeno flogdsico de células
especificas presentadoras de antigenos como macré-
fagos, células dendriticas y linfocitos, facilitan la toma
del antigeno, quizés no sélo por contigliidad, sino por
interaccion del surfactante con la membrana lipidica
de las mismas.?

Estos adyuvantes promueven la afluencia y perma-
nencia de linfocitos en la zona de aplicacién y la acu-
mulacion de los mismos en los nédulos linfaticos por
alterar la recirculacién de los mismos a través de la
producciéon de quimioquinas que originan prolifera-
cion de moléculas de adhesion que adhieren células
blancas.*

El tipo de emulsién utilizada también condiciona la
induccién de citoquinas que favorecen la respuestas
inmunes especificas y pueden condicionar el tipo de
respuesta de inmunoglobulinas (diversos tipos o sub-
tipos) y/o células T sensibilizadas.”

TIPOS DE RESPUESTA INMUNE ENGENDRADA
POR LOS ADYUVANTES OLE0SOS.

El tipo de respuesta engendrada por los adyuvantes
oleosos cominmente utilizados en Medicina Veterina-
ria no esta totalmente establecida.

En general, debemos mencionar que la principal res-
puesta inmune es de tipo humoral, mediada por anti-
cuerpos circulantes, ya que la incorporacion de inmu-
négenos al citosol celular por los adyuvantes oleosos
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clasicos es poco probable que logre inducir inmunidad
mediada por células.

Debemos recordar que la respuesta mediada por anti-
cuerpos esta asociada al procesamiento y presentacién
del inmunégeno por la via exbgena asociado al com-
plejo de histocompatibilidad de tipo Il, donde es reco-
nocido por linfocitos T CD4+, colaboradores del linfoci-
to B, en la produccién de inmunoglobulinas.

La respuesta mediada por efectores de la inmunidad
mediada por células (LT CD8+ citotéxico, CD4+ y ma-
crofagos activados) estd condicionada, fundamental-
mente, al mecanismo de presentaciéon por via endo-
gena a través del procesamiento en el citosol celular
por el proteasoma.? Por esta via se procesan proteinas
nativas de la células alteradas, degradadas o bien pro-
teinas de agentes infecciosos que ingresaron al cito-
sol a través de receptores especificos presentes en la
membrana celular. Otra posibilidad es la denominada
cross presentacion o presentacion cruzada, donde el
inmundégeno ingresa por la via exdgena en estado
biolégico activo y, a través de diversos mecanismos,
sale del sistema vesicular y cae al citosol, donde son
procesados por la via enddgena. En general la cross
presentacién esta asociada a la virulencia y a ciertos
factores de patogenicidad presentes en los microor-
ganismos activos, mientras que las sustancias inacti-
vas (toxoides, microorganismos inactivos) practica-
mente son incapaces de abandonar la via ex6gena,
aunque, en ciertas oportunidades, pueden hacerlo
pero en mucha menor escala.

Ciertos adyuvantes, como el Iscom’s o los liposomas
tienen la particularidad de introducir inmunégenos di-
rectamente al citosol y, por ende, pueden inducir una
inmunidad mediada por células robusta.

Hace poco tiempo, se ha demostrado que ciertos ad-
yuvantes oleosos con capacidad de estimular ciertos
PRR’s, fundamentalmente los TLR 4, ?’ pueden provo-
car, a través de la induccion de ciertas sefales especi-
ficas, cross presentacion aun de antigenos inactivos,
o bien permitir que en los endosomas se encuentren
CMH | para asociar los epitopes secuenciales proce-
sados, expresarlos sobre las membranas celulares y
promover inmunidad mediada por células. También,
ultimamente, se han ensayado vacunas en adyuvan-
tes oleosos adicionados de silice finamente dividido
que, aplicado por via transdermal, poseen capacidad
de inducir IMC.28

Estudios recientes mencionan que animales que han
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recibido la vacuna contra fiebre aftosa con adyuvante
de doble emulsién presentan linfocitos T CD8+ sensi-
bilizados al virus, demostrado in vitro por la liberacion
de INF-y cuando se exponen los LT al virus aftoso.?303!
Como en la vacuna antiaftosa los Ac neutralizantes son
los responsables de la proteccién de la enfermedad, no
se ha estudiado la accién de los LT CD8+ in vivo.3%3133

Sin embargo, cuando hemos consultado a los autores
del trabajo sobre qué sucede en otros tipos de vacunas
(IBR, DVB), manifiestan no poseer informacion cierta.

Guzman y col., en sus trabajos sobre fiebre aftosa, tam-
bién demuestran la presencia de CD8+ in vitro por
andlisis de produccion de INF-y. 3

Actualmente, se esta investigando el uso combinado
de sales de aluminio con Quil A que tendrian la capaci-
dad de inducir inmunidad mediada por células. Quil-A
es un extracto semi-purificado de la fraccién saponina-
da de la corteza del drbol de América del Sur, Quillaja
saponaria Molina.

Por todo lo expuesto, creemos que mas alla de que
no se puede negar la existencia de linfocitos TCD8
sensibilizados, no hay pruebas fehacientes de que los
adyuvantes oleosos comunes sean capaces de inducir
una fuerte respuesta celular con ingerencia sobre la
prevencién o curacion de la enfermedad. No obstante
ello, las nuevas formulaciones que en el futuro podran
aplicarse en Medicina Veterinaria abren un interesante
camino.

EMULSIONES MAS COMUNES DE USO EN MEDICINA VETERINARIA.

Emulsion agua en aceite W/O. Recomendada para bo-
vinos, ovejas, aves, y también utilizada en peces de
criaderos por su capacidad de inducir una larga inmu-
nidad. Un ejemplo tipico es la vacuna contra fiebre
aftosa con una sola dosis de aplicacién anual en vacas
que han sido vacunadas con anterioridad y dos ino-
culaciones para primo vacunacion o en las bubalinas.
Aqui se nota una ventaja importante con respecto a la
vacuna adyuvada con hidréxido de aluminio, que exi-
gia mas de dos vacunaciones al afo. Este hecho justi-
fica las reacciones mas exacerbadas producidas por el
adyuvante oleoso con relacién a las sales de aluminio.
En aves, los adyuvantes oleosos permiten, en algunos
casos, una reduccién de la cantidad de antigeno en la
formulacion. Existen también otras vacunas como la
del complejo respiratorio bovino o para enfermedades
reproductivas que utilizan adyuvantes oleosos que,
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en general, engendran una respuesta inmune media-
da por anticuerpos circulantes cuya persistencia, en la
mayoria de los casos, es inferior al afo. No hay mayor
informacién sobre respuesta celular engendrada y su
utilidad en la prevencion.

Doble emulsién agua en aceite en agua W/O/W. Si bien
su elaboracion es compleja tienen ciertas ventajas
como su baja viscosidad, buena toleranciay capacidad
de engendrar una respuesta duradera. Son muy em-
pleadas en la especie porcina. Se han desarrollado ex-
periencias que demuestran que la vacuna aftosa doble
emulsién en cerdos permite obtener respuesta inmune
importante a los 4 dias post inoculacion,33 muy utiliza-
das en casos de ruptura de inmunidad. Se han probado
exitosamente en bovinos en la vacunacién contra Pas-
teurellosis. También se sospecha que son capaces de
inducir liberacion de IL-6.%

Emulsiéon Aceite en agua. Son muy fluidas, bien tolera-
das pero dan una inmunidad muy corta. En general, se
las utiliza en cerdos gordos o engrasados.

Emulsiones con el agregado de nanoparticulas. Las va-
cunas con nanoparticulas de entre 10 y 500 nm consti-
tuyen una opcioén futura importante. Fueron probadas
en cerdos en vacunas contra rinitis atréfica y pleuro-
neumonia, patologia con mucha incidencia en la pro-
duccién porcina, con importante respuesta inmune y
sin reacciones adversas importantes.>>3¢

Actualmente, se esta ensayando una vacuna en la es-
pecie bovina contra anaplasmosis.>”

La posibilidad de combinar nanoparticulas con adyu-
vantes oleosos permite inducir cross presentacién con
una importante respuesta inmune celular.

CONCLUSION.

No existen adyuvantes ideales. La eleccion depende
del tipo de antigeno, de la respuesta inmune a inducir
y de las especies a las cuales se va a aplicar. La via de
aplicacion tiene suma importancia en el tipo y duracion
de la respuesta inmune. Otro parametro importante es
evaluar el costo/beneficio entre la respuesta inmune/
reacciones adversas, debiéndose evaluar, segun el tipo,
raza o la actividad que desarrolla el animal a vacunar.

Es importante utilizar emulsiones estables que no se
hallen separadas y recordar que, hasta que no se de-
muestre fehacientemente lo contrario, la principal
respuesta es humoral con las emulsiones comunes, si
bien se pueden detectar in vitro la presencia de CD8+
sensibilizados por técnicas de produccién de INF-y o
captacion de timidina tritada. Sin embargo, la presen-
cia de células activas y su funcionalidad in vivo no esta
totalmente establecida.
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