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COADYUVANTES INMUNOLOGICOS

. Informe de un Grupo Cientifico de ]a OMS

Del 6 al 10 de octubre de 1975 se reuni6 en Ginebra un Grupo Cienti-
fico de la OMS sobre Coadyuvantes Inmunoldgicos. El Dr. D. Tejada-
de-Rivero, Subdirector General, abrié la reunién en nombre del Director
General.

1. INTRODUCCION

La inmunizacidn artificial del hombre y de otros animales se practica
con varias finalidades diferentes. El principal objetivo, que ya ha repor-
tado enormes beneficios a la humanidad, es la inmunizacién profilactica
contra enfermedades infecciosas, en la que la inmunidad eficaz y dura-
dera obedece a la estimulacién controlada del sistema inmunitario
mediante la administracién de una vacuna inofensiva y no a la estimula-
cion incontrolada por infecciones clinicas naturales. Para que la inmuni-
zacion profilactica impida la infeccidn clinica por los microbios o para-
sitos que pueden ser inhibidos por anticuerpos, basta mantener una
concentracion apropiada de anticuerpos en la circulacién y/o en las
superficies mucosas, y que sea posible un rapido anumento de la formacion
de anticuerpos si después se produce una infeccién subclinica. Por lo
tanto, los efectos de la inmunizacién profilactica deben ser de larga
duracién. Por razones practicas y econdmicas, la inmunizacién profilac-
tica ha de obtenerse con un niimero minimo de dosis, a ser posible con
una sola inyeccién, empleando la cantidad minima de antigeno compa-
tible con una inmunizacion eficaz. Cuando se emplean agentes no vivos,
para satisfacer este requisito se necesitan ciertos medios especiales, cuyo
principal ejemplo es el empleo de coadyuvantes. Estos, por definicién,
son sustancias que se incorporan a un antigeno o que se inyectan al
mismo tiempo que éste e intensifican inespecificamente las consiguientes
respuestas inmunoldgicas.

Cuando los microorganismos causantes de una infeccién clinica no
son susceptibles de inhibicién por anticuerpos circulantes (sea por inter-
accion directa o por opsonizacion y destruccién por fagocitos), por
ejemplo, cuando los agentes causales se establecen dentro de las células,
o incluso fuera de ellas, como en el caso de ciertos parasitos, para la
eliminacién de la infeccidn se requiere la participacién de la inmunidad
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especifica de base celular producida por los linfocitos. De ahi que las
vacunas que provocan principal o exclusivamente produccién de anti-
cuerpos puedan ser ineficaces, y se estd comprendiendo que para una
inmunizacién profildctica eficaz pueden requerirse procedimientos de
inmunizacién destinados a provocar una inmunidad celular potencial
duradera.

Un segundo objetivo de la inmunizacién artificial es obtener grandes
cantidades de anticuerpos especificos para preparar antisueros terapéu-
ticos o reactivos de diagndstico y para determinacion cuantitativa.
También en este caso se utilizan mucho los coadyuvantes para lograr el
aumento necesario de la produccién de anticuerpos suscitada por las
proteinas y otros antigenos.

Un tercer objetivo es intensificar la reaccion inmunitaria contra célu-
las tumorales o células infectadas con agentes intracelulares (v.g., Myco-
bacterium leprae) que estan ya en el organismo, pero contra las que no
resulta suficientemente eficaz la respuesta inmunitaria natural. La inmu-
noestimulacidén necesaria para la terapéutica en estos casos puede requerir
que se aumente tanto la capacidad litica inespecifica de los macréfagos
como la estimulacion de la inmunidad especifica de base celular. También
en estos casos se emplean sustancias coadyuvantes, pero con un fin
terapéutico inmediato, aunque pueda producirse también una proteccion
profilactica a largo plazo.

En el presente informe se examinan los principios en que se basa el
empleo de coadyuvantes para cada uno de estos fines, el supuesto meca-
nismo de accidén y las posibles aplicaciones practicas de las sustancias
coadyuvantes conocidas, asi como las restricciones que imponen las
posibles reacciones adversas. Una seccion final contiene las propuestas
de nuevos trabajos que el Grupo Cientifico estima prometedores. Para
mayor claridad, hay que sefialar que los procesos inmunitarios aqui
estudiados tienen que ver principalmente con las funciones e interrela-
ciones de tres clases de células, que son las células T procedentes del timo,
encargadas del reconocimiento del antigeno ; los linfocitos procedentes
de la médula 6sea (células B), que actiian en combinacién con las célu-
las T y se convierten en una familia de plasmacitos productores de anti-
cuerpos ; y los macrofagos. .



2. PREPARACIONES COADYUVANTES
PARA USO HUMANO

2.1 : Coadyuvantes de deposito

Se entiende generalmente por coadyuvantes inmunoldgicos las sus-
tancias que se afiaden a las vacunas para potenciar la respuesta inmuno-
légica de modo que se produzca mayor cantidad de anticuerpo, se nece-
site menor cantidad de antigeno y haya que administrar menos dosis.
Hay dos tipos principales de los llamados coadyuvantes de depésito:
1) compuestos de aluminio y calcio (entre ellos el fosfato de aluminio,
el hidréxido de aluminio, el 6xido de aluminio y el fosfato de calcio) y
2) las emulsiones de agua en aceite, cuyos representantes mas conocidos
son las mezclas de agua en aceite mineral (coadyuvante incompleto de
Freund) y de agua en aceite de cacahuete (Coadyuvante 65).

Los coadyuvantes a base de fosfato o hidréxido de aluminio son los
utilizados desde hace mds tiempo y mas extensamente. Estos compuestos
tienen fama de inocuidad en el hombre, aunque pueden aparecer abscesos
estériles y nddulos persistentes después de su administracién. Las con-
centraciones de anticuerpos contra los antigenos de estas vacunas son
claramente superiores, aunque no mucho, a las obtenidas con las corres-
pondientes vacunas acuosas. Esas respuestas de los anticuerpos séricos
son de corta duracién, aunque puede hacerse que persistan satisfactoria-
mente mediante la administracion de dosis multiples.

2.1.1 Coadyuvantes de aluminio

Cuando se inyecta por via subcutanea en la pata de un ratén una
pequefia dosis de proteina marcada radiactivamente, se observa que el
98 %-99 % de estas macromoléculas extraiias ha salido de la extremidad a
las 24 horas, quedando en el ganglio linfatico correspondiente sdlo una
infima fraccion (32). Se puede aumentar mucho el estimulo inmunogénico
frenando la salida del antigeno del lugar de la inyeccidn y prolongando
el periodo de contacto del antigeno con los macréfagos y otras células
sensibles. Los antigenos precipitados con alimina mantienen una gran
concentracion local de antigeno en el lugar de la inyeccion y lo liberan
lentamente. En el ganglio linfatico de drenaje se desarrollan plasmacitos
productores de anticuerpos en mayor nimero y durante mucho més
tiempo cuando se inyecta el antigeno precipitado con alumina que cuando
se inyecta la misma dosis de antigeno en solucién simple (42). La mayor
estimulacion de los plasmacitos obedece probablemente a que los macrd-
fagos engloban la sal de aluminio portadora del antigeno y asi se obtiene
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un efecto inmunogénico mayor que con la misma cantidad de antigeno
soluble. También se observa una considerable dispersién de los macrd-
fagos que confienen alimina hacia los nédulos linfaticos regionales.
Ademés, después de la administracion del coadyuvante puede desarrollarse
un granuloma local donde hay gran nimero de plasmacitos productores
de anticuerpos, lo que contribuye a la sintesis general de anticuerpos.

Es caracteristico que la produccion de anticuerpo contra los antigenos
cuando se emplean sustancias que contienen aluminio sea relativamente
breve ; asi, la concentracién de anticuerpos baja ripidamente tres o
cuatro semanas después de la inyeccion. Del trabajo de Holt (21) se
deduce claramente que, aunque el antigeno persista en el Jugar de la
inyeccion, rdpidamente deja de estimular ¢l mecanismo productor de
anticuerpos, de una manera que contrasta con el efecto mucho mads
duradero de las mezclas coadyuvantes de agua en aceite. En parte, por
los menos, esto se puede obviar repitiendo las inyecciones de vacuna.
Por ejemplo, en la profilaxis de la difteria bastan dos inyecciones de
antigenos precipitados con alumbre para crear en el ser humano un grado
satisfactorio y duradero de inmunidad potencial. '

Para que la mezcla de coadyuvante e inmundgeno sea eficaz, es indis-
pensable que el antigeno esté realmente asociado al compuesto de alumi-
nio. A veces la sal de aluminio se forma en presencia del antigeno,
consiguiéndose asi la oclusién del antigeno en el coadyuvante, pero hay
que procurar que el pH se mantenga dentro de limites aceptables. Otra
posibilidad es agregar al antigeno el compuesto de aluminio ya formado.
En este caso, la eficacia de la accién coadyuvante depende de que el
antigeno se haya adsorbido en el coadyuvante, lo que hay que comprobar.

La formacién de un pequefio granuloma es inevitable cuando se
emplean vacunas precipitadas con alumbre y debe considerarse como
requisito de una actividad coadyuvante eficaz. Las vacunas precipitadas
con alumbre deben inyectarse por via intramuscular, ya que el granuloma
que se desarrolla después de la inyeccion subcutinea puede necrosarse,
con formacion de quistes y abscesos.

2.1.2 Coadyuvantes en emulsion de agua en aceite

Las vacunas con coadyuvante en emulsion de agua en aceite se han
empleado menos que las vacunas con coadyuvantes de alumbre. Sin
embargo, seran de gran.importancia en lo futuro, ya que permiten
emplear dosis menores de antigeno para obtener titulos muy altos de
anticuerpo y mantenerlos durante afios. Ademas, la respuesta antigénica
suele ser considerablemente mas.amplia, lo que, en el caso de la vacuna
con virus gripal muerto, reduce la importancia del cambio continuo de
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composicion antigénica de las cepas prevalentes del virus gripal que con
el tiempo inutiliza parcial o completamente las vacunas preparadas con
cepas mas antiguas.

El coadyuvante incompleto de Freund consiste en una emulsién de la
vacuna acuosa en aceite mineral de baja densidad, empleando como
emulsionante Arlacel A (forma impura del éster de manitol y &cido
oleico). El coadyuvante completo de Freund se diferencia del anterior
en que se afiaden micobacterias muertas para aumentar la respuesta
inflamatoria (17, 13) y es demasiado reactivo para que sea posible utili-
zarlo médicamente en el hombre. El Coadyuvante 65 empleado actual-
mente es una emulsién de vacuna acuosa en aceite de cacahuete muy
refinado con monooleato de manitol quimicamente puro como emulsio-
nante y monoestearato de aluminio quimicamente puro como estabili-
zador (17, 20).

Los coadyuvantes en emulsiéon de agua en aceite parecen actuar de
tres maneras. Primero, en el lugar de la inyeccién se forma un depdsito
que libera lentamente el antigeno emulsionado. Segundo, la emulsion
sirve para transportar el antigeno a multiples focos de todo el sistema
linfatico. Tercero, se producen reacciones granulomatosas en el lugar
de la inyeccién y en puntos focales de todo el organismo. Consisten
principalmente en emulsidn de aceite rodeada de células mononucleares
(macréfagos, linfocitos y células plasmaticas) que forman « organulos »
muy eficaces en la sintesis de anticuerpos. El papel de los macréfagos
tiene especial importancia. Estos ingieren las emulsiones de aceite tanto
en el lugar de la inyeccién como en el sistema reticuloendotelial de la
zona afectada, y la cinética de la endocitosis y la digestion de la emulsién
son de importancia decisiva para el resultado del proceso de inmunizacién
y para cualquier manifestacién téxica que pudiera producirse.

Es indudable 1a necesidad de la gran potenciacién inmunoldgica que
confieren ambas vacunas en emulsion de agua en aceite. La principal
consideracién al comparar el coadyuvante de aceite mineral con el de
aceite de cacuahuete es la cuestién de la inocuidad relativa. Se ha criti-
cado el coadyuvante de aceite mineral sosteniendo, entre otras cosas,
que causa unos excesivos trastornos generales, que provoca diversos
trastornos autoinmunitarios, y que potencia las respuestas alérgicas ; se
ha recalcado también la escasez de datos experimentales para juzgar su
inocuidad (metabolismo de los componentes del coadyuvante y estudios
en animales de su toxicidad y efectos anatomopatoldgicos a largo plazo).
Hay que sefialar que muchos de los datos sobre reacciones adversas
proceden de estudios realizados con otros fines y no constituyen necesa-
riamente una base para juzgar la vacuna. En los estudios a largo plazo
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en el hombre no se han encontrado efectos adversos realmente impor-
tantes. Sin embargo, el coadyuvante a base de aceite mineral, aunque esté
bien preparado, de vez en cuando causa abscesos estériles y el aceite se
retiene en los tejidos durante largo tiempo, probablemente toda la vida.
Algunos autores estiman que esto es inaceptable.

Al estudiar los coadyuvantes en general, parece haber pocas diferen-
cias cualitativas en las respuestas del huésped a las sustancias extrafias.
En cambio, hay diferencias cuantitativas en el tipo, la duracion y el grado
de las reacciones individuales. Estas varian entre una reaccién minima y
transitoria a las vacunas acuosas y la reaccién grave y persistente al
coadyuvante completo de Freund con adicién de micobacterias. Con-
vendria encontrar una férmula que reforzara adecuadamente la inmuno-
rreaccion a los antigenos-(accién coadyuvante) pero que evitara la hiper-
estimulacién y prolongada persistencia de los componentes del coadyu-
vante que pueden producir efectos nocivos. El Coadyuvante 65 presenta
ventajas evidentes cuando-se prepara con reactivos quimicamente puros,
como aceite de cacahuete muy refinado, y todos sus componentes son
facilmente metabolizables. Se ha demostrado que dos meses después de
la inyeccién el coadyuvante estd casi completamente metabolizado,
disminuyendo asi la probabilidad de hiperestimulacién inmunolégica y
eliminandose el problema de la persistencia duradera, que podria causar
efectos nocivos. El aumento de la concentracién sanguinea de anticuerpos
por el Coadyuvante 65 se asemeja-al obtenido con preparaciones a base
de aceite mineral. Se han realizado amplios ensayos de toxicidad a corto
plazo (aguda) y a largo plazo (crénica) en cobayos, ratones y monos ;
después de pocas o muchas inyecciones de esta preparacién no se han
encontrado efectos adversos importantes ; tampoco se ha demostrado
que la preparacidn sea teratogénica en el conejo.. No se observo sensibili-
zaci6n a los componentes del coadyuvante, incluido el aceite de cacahuete.
La inyeccién subcutinea de los componentes del Coadyuvante 65 y del
coadyuvante de aceite mineral, como la de muchos otros productos
medicinales, puede aumentar la incidencia de neoplasias en ciertas
estirpes de ratones, especialmente en los machos. Sin embargo, prolon-
gados estudios anatomopatolégicos han demostrado que ninguna de las
sustancias es cancerigena y que el efecto obedece a alteraciones fisico-
quimicas bien conocidas que suelen favorecer la aparicién de neoplasias
en ciertos roedores y que no afectan al ser-humano (14). Se han obtenido
los mismos resultados mediante la inyeccién de agua destilada, e incluso
con la puncidn repetida de la piel de los ratones. Estudios efectuados en
seres humanos durante 18 afios después de la inyeccién de coadyuvante
de aceite mineral y durante 10 afios después de la inyeccion de coadyu-

10



vante de aceite de cacahuete demostraron que no habia aumentado la
incidencia de neoplasias ni de otros efectos adversos de importancia
clinica.

Se ha observado que es muy importante, tanto en el caso del coadyu-
vante de aceite mineral como en el de aceite de cacahuete, que sus
componentes estén exentos de 4cidos grasos libres, que el componente
de vacuna acuosa esté totalmente libre de esterasas o lipasas que puedan
descomponer los oleatos de manitol o el aceite de cacahuete liberando
acidos grasos. Estos son toxicos y su presencia en el coadyuvante puede
producir intensa reaccién local en el miisculo con formacién de nédulos
fluctuantes y abscesos. Este problema ha hecho que los coadyuvantes
grasos solo se empleen con vacunas de virus muerto purificado y que
hasta ahora no se haya podido generalizar su aplicacién a las vacunas
bacterianas.

La preparacion de coadyuvantes de aceite emulsionado requiere un
control muy cuidadoso de los componentes y de la calidad de las emul-
siones. Para el coadyuvante de aceite de cacahuete se emplea un aceite
muy refinado libre de proteinas de cacahuete. Se hacen pruebas para
determinar la ausencia de aflatoxina, un carcindgeno hepatico que suele
aparecer en el cacahuete enmohecido. Se comprueba la pureza quimica
del monooleato de manitol y del monoestearato de aluminio, asi como la
ausencia de 4cidos grasos libres. En los tres componentes se comprueba
la ausencia de hidrocarburos arométicos policiclicos (carcinégenos).
También se determina su capacidad mediante ensayos apropiados en
cobayos y ratones. Se comprueba la esterilidad microbiana de la vacuna
acuosa y la ausencia de enzimas capaces de liberar 4cidos grasos del
aceite de cacahuete, del monoestearato de aluminio o del monooleato
de manitol. Puede recordarse que el coadyuvante de aceite mineral ha
sido empleado en estudios en el ser humano con vacunas contra el cdlera,
contra la fiebre tifoidea y de toxoide tetamico ; se produjeron pronun-
ciadas reacciones adversas, incluso con formacién de quistes y abscesos
supurantes. Se comprobd que esos efectos obedecian a la liberacion de
acido oleico del manitol en el emulsionante Arlacel A, aunque también
puede haber contribuido la presencia de endotoxina en las bacterias.

Se obtiene la emulsidn y luego se determina la viscosidad y la estabi-
lidad del producto durante el almacenamiento a 4°C y a elevadas tempe-
raturas. Las emulsiones demasiado espesas pueden frenar la liberacién
de la sustancia en el lugar de depdsito y reducir asi el efecto coadyuvante.
Las emulsiones demasiado fluidas pueden tener escaso efecto coadyu-
vante. La descomposicién de la emulsion en el organismo, especialmente
cuando se emplean alergenos, puede ser sumamente peligrosa para el
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sujeto. En el producto final se determina la esterilidad microbiana, la
ausencia de 4cidos grasos libres, y la capacidad de provocar una respuesta
inflamatoria en el conejo (por ejemplo, por inyeccién en el misculo
sacroespinal y evaluacién histopatoldgica). Finalmente, se compara la
capacidad del producto de provocar una alta concentracién sérica de
anticuerpos (por inyeccién en animales, generalmente cobayos) con la
capacidad de una misma. cantidad de antigeno en solucion acuosa. La
cantidad de anticuerpos que provoca la emulsion resulta por lo menos
cuatro veces mayor ; generalmente mucho mas.

Conviene administrar todos los coadyuvantes de aceite emulsionado
por inyeccién intramuscular profunda, ya que la probabilidad de efectos
adversos es mucho mayor con la inyeccién subcutinea. Los médicos y
enfermeras que administran las vacunas con coadyuvantes de aceite
emulsionado deben saber que la administracién de estos productos por
via subcutinea puede causar graves reacciones adversas y que, por lo
tanto, es preciso administrarlos exactamente por inyeccién intramuscular
profunda.

Hasta ahora, las pruebas para controlar el coadyuvante de aceite
mineral han sido. menos completas que las empleadas con el Coadyu-
vante 65. Convendria que, cuando proceda, se apliquen al coadyuvante
de aceite mineral pruebas destinadas a medir los mismos efectos.

Las emulsiones a base de aceite mineral se han ido modificando para
mejorar su conservacion, la facilidad de inyeccién, y la homogeneidad de
las vacunas. En una de esas preparaciones, la emulsién de agua en aceite
se dispersa en solucién salina por medio de un agente apropiado emulsio-
nante de aceite en agua (Tween 80) (16), a fin de obtener una emulsién del
tipo llamado «de agua-en aceite-en agua». A pesar de sus evidentes posibi-
lidades, hasta el momento este coadyuvante no se ha ensayado mucho.

2.2 Corineformas anaerobias

Diversas cepas bacterianas conocidas con la designacion general de
« Corynebacterium parvum » han mostrado una extraordinaria capacidad
de estimulacién del tejido linforreticular. Ha sido dificil clasificar estas
bacterias, aunque es evidente que no estd justificada su inclusién en el
género Corynebacterium. Provisionalmente se ha adoptado la designacion
general de « corineformas anaerobias » (33) para microorganismos que
puedan llegar a ser clasificados formalmente como pertenecientes al
género Propionibacterium (22) e identificados con microorganismos hoy
llamados « Propionibacterium acnes » y « P. avidum ». Se pueden emplear
esas bacterias como coadyuvantes de las tres maneras siguientes :
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1) Pueden afiadirse a la emulsién de agua en aceite mineral. En los
primeros estudios (3/) realizados con esta preparacién se observé
aumento de la formacién de anticuerpos séricos e hipersensibilidad dér-
mica retardada. Sin embargo, en trabajos posteriores con diferentes
cepas de corineformas anaerobias se confirmo el efecto sobre la formacién
de anticuerpos séricos, pero no el aumento de la hipersensibilidad tardia.

2) La inyeccidn intravenosa de una gran dosis (por ejemplo, 350 pg
de bacterias, peso en seco) en solucién salina (suero fisiolégico) provoca
en ¢l ratén una intensa activacién y proliferacién de los macréfagos que
dura varias semanas. En estos macréfagos aumenta la capacidad de
matar bacterias (por ejemplo, Bordetella pertussis) y protozoos (Plas-
modium berghei y Trypanosoma cruzi). Los ratones presentan también
mayor resistencia a muy diversos tumores genéticamente idénticos, lo
que es especialmente notable en relacion con la supresion de nddulos
pulmonares cuando se introducen células malignas por via intravenosa (6).
Este fendmeno se ha asociado a la actividad citostatica de los macréfagos
activados.

Cuando los microorganismos se inyectan en aceite mineral o solucién
salina, en el lugar de la inyeccidén y en los ganglios linfaticos de drenaje
se desarrolla un granuloma local. Si la inyeccion es intravenosa se forman
granulomas miliares diseminados. El macréfago es la célula principal
de esos granulomas, los cuales, a diferencia de las reacciones celulares a
las micobacterias, rara vez presentan necrosis.

Si se inyectan los antigenos varios dias después del C. parvus, y no
al mismo tiempo, su efecto méis notable es aumentar la produccion de
anticuerpos. Esto se observa con dosis inmunizantes éptimas de antigenos
independientes del timo, que son refractarios a otros coadyuvantes. Tra-
tandose de antigenos dependientes del timo y en forma de particulas,
como los eritrocitos heterélogos, dosis inmunizantes minimas aumentan
la produccion de inmunoglobulina M (IgM), mientras que la de inmuno-
globulina G (IgG) sélo aumenta cuando se dan dosis mas altas. No se
encuentra actividad coadyuvante con algunos antigenos proteinicos
solubles. Simultineamente con la inmunoestimulacién de la produccién
de anticuerpos se observa inmunosupresién de muchos aspectos de la
inmunidad de base celular. Por ejemplo, se prolonga el rechazamiento
del aloinjerto de piel, se deprime la reactividad a la fitohemaglutinina y al
cultivo linfocitico mixto, aumenta la resistencia a la reaccién antagénica
del injerto contra el huésped y disminuye la provocacién de inmunidad
de las células por antigenos especificos de tumores y cloruro de picrilo.
Parece que la depresién funcional de las células T es reversible y
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que, por lo menos en algunos casos, depende de los macréfagos
activados. :

3) Recientemente se observé que la inyeccién de una pequefia dosis
de las bacterias (v.g. 5 ug) en combinacion con células tumorales irradia-
das o en la vecindad de una neoplasia en crecimiento hace que aparezca
inmunidad especifica de las células T en el nédulo linfatico regional.
Actualmente se estudia hasta qué punto podria aprovecharse esto para la
inmunizacién profilictica con antigenos no tumorales.

Se estd investigando la base molecular de la gran actividad de este
grupo de bacterias. Las paredes celulares exentas de lipidos conservan
todas las propiedades del microorganismo intacto, excepto la mitogeni-
cidad. El C. parvum muerto posee una excepcional capacidad de subsistir
dentro -de los macréfagos ; aunque pertenezca a una cepa relativamente
inactiva, su persistencia podria potenciar el efecto de un componente
activo. ' S ' '

Muchas bacterias corineformes anaerobias tienen propiedades quimio-
tacticas que atraen a los fagocitos mononucleares. Esta propiedad se puede
demostrar in vitro en un medio libre de suero o plasma ; es especifica
para los macréfagos y, segin trabajos recientes, para los linfocitos trans-
formados. La capacidad- de producir este factor quimiotictico esta en
correlacién con la capacidad de las bacterias de acelerar la eliminacion
del carbono en los ratones y posiblemente tiene que ver con sus otros
efectos inmunoestimulantes. C- '

Se hallan actualmente en curso numerosos ensayos organizados del
C. parvum como agente inmunoterapéutico en casos humanos de céncer.
Se emplean dosis més altas que las que se utilizarian como coadyuvante
en la inmunizacién contra infecciones o enfermedades parasitarias.
Aunque estos estudios facilitardn datos validos respecto a las secuelas de
la administracién de C. parvum en la inmunoterapia del cancer, quiza no
sean de interés para su posible utilidad como coadyuvante.

Es preciso continuar estudiando el efecto del C. parvum como coadyu-
vante no graso administrado localmente con el antigeno.

2.3 Bacilo Calmettequéril_l '7

El BCG, estimulante inmunolégico muy activo, es hoy el inmuno-
estimulante inespecifico mas utilizado en medicina. Como inmunoesti-
mulante, el BCG aumenta en el ratén la resistencia a diversas infecciones
bacterianas y facilita mucho la eliminacién por el sistema reticuloendo-
telial de las sustancias en forma de particulas ; esa estimulacion persiste
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durante muy largo tiempo. E1 BCG favorece la produccién de anticuerpos
y aumenta el mimero de células esplénicas productoras de anticuerpos.
También aumenta la hipersensibilidad tardia a los antigenos en particulas
o solubles, acelera en el raton el rechazamiento de los aloinjertos de piel
y de los tumores trasplantados e inhibe la carcinogénesis. Tiende a modi-
ficar la accion de ciertos medicamentos como la ciclofosfamida (27), de
modo que, por lo que se refiere a la toxicidad, el BCG puede actuar de
manera sinérgica o antagénica con ciertos fAirmacos. ]

El BCG podria contribuir de dos maneras distintas a favorecer el
rechazamiento inmunolégico de los tumores o a aumentar la resistencia
a la infeccién. La primera depende del efecto potenciador que las mico-
bacterias ejercen sobre la respuesta inmunitaria en general. La segunda
consiste en provocar hiperplasia e hiperactividad del sistema reticulo-
endotelial. Esto se ha observado no sélo en animales a los que se ha
inyectado BCG, sino también en sujetos con inmunidad celular que han
sido expuestos deliberadamente o por inadvertencia al antigeno especifico.
El primer efecto del BCG serviria para aumentar la capacidad del huésped
para llevar a cabo un ataque dirigido especificamente contra las células
tumorales o el parasito ; el segundo contribuiria a la expresién final de la
resistencia creando un sistema mas eficaz de eliminacion de detritus.
Este ultimo efecto parece ser en la actualidad tan decisivo para favorecer
la inmunidad antitumoral como para aumentar la resistencia a ciertas
enfermedades infecciosas (26).

La mejor manera de estimular la inmunidad de base celular es emplear
un cultivo fresco de BCG que contenga una gran proporcién de bacilos
vivos ; el modo de preparar y preservar las suspensiones bacterianas y
la eleccion de las cepas influyen en el efecto coadyuvante del BCG. Se
ha demostrado que la actividad Sptima se obtiene empleando bacterias
tomadas de la pelicula y no del cultivo sumergido. Los bacilos muertos
actiian principalmente aumentando los anticuerpos circulantes.

Para evitar cualquier riesgo para el ser humano por el empleo de
cepas de bacilos vivos, aunque atenuados, se ha tratado de reemplazarlos
por bacterias saprofitas o por fracciones subcelulares de micobacterias
(véase la seccion 3.1).

2.4 Bordetella pertussis

La produccién de anticuerpos causada en los roedores por cantidades
habitualmente no inmunogénicas de diversos antigenos aumenta con-
siderablemente si se inyectan al mismo tiempo bacterias muertas obteni-
das de cultivos de B. pertussis lisos o de fase I ; también se intensifica y se
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prolonga la memoria de las células T y B. Si se administran a los roedores
cantidades minimas de un antigeno proteinico juntamente con los micro-
organismos, se estimula selectivamente la produccién de IgGl y de
IgE.* Sin embargo, si-se administra el antigeno dos dias después que el
B. pertussis, 1a produccién de anticuerpos puede disminuir.

Se sabe que el B. pertussis activa los macréfagos y asi aumenta la
eficacia de los antigenos asociados a ellos. También produce un marcado
desplazamiento de linfocitos desde las zonas de células T y B de los tejidos
linfoides a la circulacién, al impedir el paso normal de los linfocitos a
través de las vénulas postcapilares endoteliales altas, efecto que persiste
durante una semana o mas. Esto se atribuye a un factor en particulas
estimulante de la linfocitosis (FEL), que se encuentra en los microorga-
nismos y que se ha comprobado que se adhiere a la superficie de los
linfocitos. Otros efectos son hipoglicemia transitoria y aumento de la
sensibilidad a la histamina y a la 5-hidroxitriptamina que alcanza un
méximo cuatro dias después de la inyeccion pero persiste durante varias
semanas.

La actividad de los lipopolisacaridos (LPS) extraidos del B. pertussis
es semejante a la de otros tipos de LPS (véase la seccion 3.2) y puede que
también contribuya al efecto de este microorganismo.

Se ha demostrado que el B. pertussis aumenta el nimero de células T
auxiliares y la proliferacién de células B, ademés de activar los macré-
fagos. No se sabe qué componentes o propiedades de los microorganismos
intervienen ni cémo influyen unos en otros. Probablemente no interviene
el efecto de sensibilizacién histaminica. Parece probable que la accion
del FEL sobre la redistribucién de los linfocitos influya mucho en la
inmunidad, pero no se sabe como podria intensificarla. El B. pertussis
tiene también gran actividad B-adrenérgica y, en consecuencia, provoca
hipersecrecion de insulina, que conduce a la hipoglicemia y, si se man-
tiene, a grave lesion cerebral. )

En el hombre, la vacuna antitosferinica administrada simultinea-
mente con otros agentes (toxoide tetinico, toxoide diftérico) aumenta
también la produccién de anticuerpos contra estos ultimos (15). Sin
embargo, la tendencia de la vacuna antitosferinica a provocar fiebre y
convulsiones en algunos nifios puede limitar en lo futuro su empleo como
coadyuvante en medicina.

¢ Hay diversas nomenclaturas para las inmunoglobulinas del rat6n. En el presente
informe utilizamos una nomenclatura andloga a la empleada para las inmunoglobu-
linas humanas. Esto no implica homologia entre las clases de Ig del ratén y del ser
humano aqui denominadas por el mismo simbolo.
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3. COADYUVANTES EMPLEADOS EN ANIMALES
DE LABORATORIO

3.1 Emulsiones de agua en aceite con adicién de micobacterias o
"~ nocardias

El coadyuvante completo de Freund es un medio de laboratorio para
obtener en los animales concentraciones muy altas de anticuerpos activos
contra antigenos proteinicos (o timo-dependientes) (véase la seccion 5.3).
Las mezclas coadyuvantes de este tipo se preparan agregando diversas
especies de micobacterias o nocardias a las emulsiones simples de agua en
aceite mencionadas anteriormente. Entre las micobacterias que son efi-
caces en esas mezclas estin M. tuberculosis (cepas humana y bovina),
M. avium, M. phlei (cepas saprofitas), M. smegmatis y M. kansasii
(cepas atipicas). Varias especies de nocardias también son eficaces :
N. asteroides, N. brasiliensis y N. rhodochronus ; esta Ultima parece ser
idéntica al « Corynebacterium rubrum », que se ha empleado mucho en
lugar de los dos primeros de este grupo. En cambio, las auténticas
cepas de Corynebacterium, como C. diphteriae o C. xerosis, no son
activas.

Este efecto coadyuvante, segiin los resultados obtenidos en el cobayo,
consiste en un aumento considerable de la concentracién sérica de anti-
cuerpos que se mantiene durante varios meses. Ademds hay una inten-
sificacién duradera de la hipersensibilidad retardada a los diversos anti-
genos proteinicos incorporados (incluso los asociados a las micobacterias)
y se forma un granuloma persistente, a menudo necrdtico, en el lugar
de la inyeccion. También se han afiadido micobacterias a emulsiones de
agua en aceite destinadas a provocar una encefalomielitis diseminada
aguda, empleandose componentes de cerebro homoélogo como inmuné-
geno ; se pueden provocar trastornos autoinmunitarios analogos contra
distintos antigenos tisulares. El empleo de micobacterias origina también
modificaciones cualitativas espectaculares de la produccién de anti-
cuerpos. Por ejemplo, los sueros de cobayos inmunizados tres o cuatro
semanas antes con ovalbumina en coadyuvante completo de Freund
contienen considerable cantidad de anticuerpo antiovalbimina en forma
de IgG2, mientras que los testigos contienen principalmente IgGl. En
este caso, las micobacterias potencian la produccién de anticuerpos con
propiedades de importancia bioldgica, tales como activacion del comple-
mento (IgG2) y afinidad por los macréfagos.

En los primeros estudios para definir el principio activo de esos
efectos coadyuvantes se utilizaban extractos de micobacterias completas,
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que podian obtenerse con disolventes orgidnicos neutros, en especial
cloroformo. Se demostré que estos extractos cloroférmicos, llamados
fraccién cera purificada (2), cera D (5) y, en una forma posterior puri-
ficada, peptidoglicolipido (lipido que contiene péptidos) (23, 43) repro-
ducian en el cobayo los diversos efectos coadyuvantes de las micobacterias
completas. Sin embargo, se comprobd que sélo con los extractos de las
micobacterias de tipo humano se obtenia un gran rendimiento de
coadyuvante de eficacia bioldgica y que esta eficacia estaba en correlacion
con la presencia, en los extractos de cepas humanas, de peptidoglicolipi-
dos que contenfan aminoacidos, D- y L-alanina, 4cido D-glutdmico y
acido meso-diaminopimélico, asi como de aminoglicidos, entre ellos
acido muramico. Todos estos elementos indicaban una semejanza con la
mureina o peptidoglicin de la pared celular bacteriana. M4s reciente-
mente se han aislado « coadyuvantes hidrosolubles » de las paredes celu-
lares de la especie M. smegmatis y de las bacterias completas (llamados
respectivamente WSA y neo-WSA) mediante un sencillo tratamiento con
lisozima (/) o simplemente con agua (29). Estos extractos, incorporados
a una emulsion de agua en aceite mineral, han resultado eficaces para
producir en el cobayo respuestas humorales y celulares a antigenos
proteinicos, pero su actividad no es significativamente mayor (en términos
ponderales) que la actividad delas paredes celulares o de las micobacterias
completas. De los filtrados crudos de cultivos de micobacterias se puede
obtener gran cantidad de ese peptidoglican activo. Se han extraido pepti-
doglicanes analogos con actividad coadyuvante de muy diversas especies
de bacterias gramnegativas y grampositivas (30). Mediante el empleo de
compuestos sintéticos se ha investigado cual es la estructura molecular
minima requerida para esa actividad coadyuvante y se ha visto que la
N-acetil muramil-L-alanil-isoglutamina (pero no el monopéptido de
muramilo) tiene actividad coadyuvante en el cobayo (37). Sigue exis-
tiendo la anomalia de que esos coadyuvantes hidrosolubles han de ser
inyectados con un vehiculo de aceite mineral, lo que sugiere que para
comprender mejor su actividad es preciso conocer los factores fisico-
quimicos que intervienen-en su presentacion a las células inmunocompe-
tentes. ‘ ' : :

Es preciso afiadir que incluso el famoso coadyuvante completo de
Freund puede deprimir una reaccién inmunolégica en vez de intensificarla.
Asi, puede producirse una enérgica inmunosupresién cuando se admi-
nistra un segundo inmundgeno tras la inyeccién previa de un antigeno
diferente en coadyuvante completo de Freund. Esto puede tener por
consecuencia practicamente la eliminacién de las respuestas de anti-
cuerpos y de hipersensibilidad retardada al segundo antigeno. Si la dosis
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de micobacterias en el coadyuvante completo de Freund es mayor que la
Optima se puede inhibir el desarrollo de una encefalomielitis alérgica
experimental (36).

Los siguientes mecanismos celulares podrian explicar los efectos prin-
cipales de las mezclas coadyuvantes de agua en aceite y de micobacterias
o nocardias :

1) un efecto de depdsito del antigeno en la emulsién de agua en
aceite (12);

2) una activacién general de los macréfagos por aumento especifico
de la actividad de las células T y por efecto directo del aceite y del compo-
nente micobacteriano ;

3) retencién de poblaciones de células T en los ganglios linfaticos
regionales del lugar de la inyeccién del coadyuvante completo de Freund
(38);

4) interferencia con la segregacion normal de B-linfocitos hacia los
centros germinales actuando contra la homeostasis normal de la forma-
cién de anticuerpos producto del anticuerpo 7S, hipdtesis basada en
experiencias realizadas con pollos (41) ;

5) desviacion de la respuesta especifica a un antigeno desde la pro-
vocacién de tolerancia hacia la sintesis de anticuerpos (examinada en la
seccion 5.1).

3.2 Lipopolisaciridos bacterianos (endotoxinas)

Cuando por diversas vias se administran a animales de laboratorio
microgramos de lipopolisacaridos (LPS) obtenidos de muy distintas
bacterias gramnegativas, se desencadena una gran produccién precoz
de anticuerpos IgM (y en algunas especies respuestas posteriores de
I[gG) contra los componentes polisacaridos de los LPS. La cantidad de
anticuerpo es mucho mayor que la provocada por cantidades correspon-
dientes del componente polisacarido solo. Si se administran junto con los
LPS pequefias cantidades de algiin otro antigeno, la produccién de anti-
cuerpos contra estos antigenos también es mucho mayor. Por lo tanto,
los LPS pueden ser considerados como coadyuvantes. También poseen
una gran variedad de actividades bioldgicas que no tienen relacion directa
con su efecto sobre la reaccion inmundgena : entre otras, pirogénesis,
activacion del plasmindgeno, estimulacion de la corteza suprarrenal,
adherencia de polimorfonucleares y plaquetas al endotelio vascular
(seguida de leucocitosis), estimulacion de la sintesis hepética de pro-
teinas (incluso properdina) de fase aguda, liberacién y estimulo del inter-
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ferén, y activacion de la otra via del complemento. Se supone que los
LPS actaan sobre distintas células, las mas importantes de las cuales
serian los polimorfonucleares y los macréfagos, ya que probablemente
son la fuente de factores activos secundarios (v.g., interferén, enzimas
de los lisosomas, activador del plasminégeno y otras proteasas neutras,
y posiblemente activadores de los linfocitos).

Toda la actividad biolégica puede atribuirse a la presencia del lipido A,
que existe en todos los LPS. Ellipido A consta de dos moléculas de fosfato
de glucosamina unidas por un enlace B (1-—-6), a cuyos grupos amino se
une acido miristico ; a una de las moléculas de glucosamina se unen
sendas moléculas de 4cidos laurico y palmitico en las posiciones 3 y 4.
La estructura se puede modificar por medios quimicos. El! lipido A puro
sufre diversos grados de polimerizacion en presencia de cationes biva-
lentes y sélo se puede estudiar con seguridad en forma de mondémero (la
sal de trimetilamina preparada por electrodiélisis resulta muy practica),
o de complejo con una proteina inerte, como, por ejemplo, seralbumina
bovina.

El lipido A puro es pirogénico en los primates en dosm de 0,01 pg
por kg de peso corporal, pero dosis mucho mayores no llegan a ser
mortales. Por administracién repetida se obtiene rapldamente tolerancia
de la accién pirogénica. Normalmente, el lipido A no es inmunogénico,
aunque puede provocarse la formacién de anticuerpos mediante la
inyeccién de salmonela « super rugosa » muerta, tratada de tal manera
que quede recubierta exclusivamente con lipido A. En los animales y
seres humanos normales no se detectan antlcuerpos ni siquiera tras la
recuperacion de una infeccién enterobacteriana.

Aunque el lipido A probablemente no sirva como coadyuvante por la
gran diversidad de sus efectos biolégicos, es interesante porque se ha
demostrado que es un enérgico activador de un subgrupo de linfocitos B
(detectados en el bazo del ratén, del conejo o del ser humano, pero con
una distribucidn variable en otros tejidos) que los hace diferenciarse,
dividirse y segregar IgM. Esto conduce a la activacion inespecifica de los
linfocitos B susceptibles, independientemente de su especificidad en lo que
respecta a los anticuerpos, y aumenta la proliferacion de los linfocitos B
ya estimulados especificamente por un-antigeno distinto administrado al
mismo tiempo. Se ha demostrado in vitro que cuando un antigeno timo-
independiente est4 €1 mismo ligado al lipido A o a un LPS, éstos con-
vergen en linfocitos especificamente sensibles al antigeno, y con dosis
bajas éstos son especificamente estimulados a segregar anticuerpo IgM.
Sin embargo, no se ha demostrado ningiin proceso semejante-que pueda
explicar el efecto coadyuvante del LPS in vivo. El LPS, al activar los
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macréfagos (véase la seccién 6) y por sus otros efectos ya mencionados,
podria influir indirectamente de distintas maneras sobre la reaccién
inmunoggénica. La interpretacidn se complica cuando se usan in vivo dosis
casi téxicas de LPS, porque estimulan la corteza suprarrenal provocando
lisis y deplecién pasajera de linfocitos. El LPS también causa grandes
alteraciones transitorias de la circulacion en los tejidos linfoides; caracte-
rizadas por un gran aumento de la microvascularidad que tiene algin
parecido con las alteraciones que provocan los productos de activacion
de los linfocitos. Se ha observado que el LPS inhibe en el ratén la pro-
duccién de anticuerpos contra algunos antigenos timo-dependientes
administrados uno o dos dias después. No se conoce el mecanismo de
esto, ni se sabe hasta qué punto intervienen los linfocitos T, si es que
intervienen. :

Otra aplicacién distinta de los LPS ha sido su administracién a ani-
males con tumores, por via intravenosa o directamente en el tejido
tumoral. Esto produce, entre otras cosas, una necrosis del endotelio de
las fragiles vénulas intratumorales y una activacién de los macréfagos ;
también se puede producir, directa o indirectamente, necrosis de las
células tumorales. No se sabe si también se estimula la inmunidad
especifica basada en las células T antitumorales.

3.3 Sustancias analogas a la lisolecitina

Se han sintetizado (3) sustancias andlogas a la lisolecitina (LLA) que
no se metabolizan en las membranas celulares siguiendo el ciclo fosfo-
lipidico normal que reconvierte la lisolecitina en lecitina (9). Esas sustan-
cias no sélo tienen un periodo de semidescomposicién muy prolongado,
sino que pueden conservar las propiedades de actividad superficial de la
lisolecitina. Se ha observado que en bajas concentraciones estas sustancias
activan enérgicamente los macréfagos, facilitan la formacién de puentes
intercelulares y llegan incluso a causar fusidn celular (35), aunque en
concentraciones mas altas producen lisis celular. Es posible administrar
al ratén una inyecci6n Unica, intraperitoneal o intravenosa, de LLA (por
gjemplo, C,4 éter hidroxilisolecitina o C;3 0 Cy4 éter deoxilisolecitina) sin
causar efectos toxicos importantes, y si de uno a cuatro dias después se
inyectan por via intraperitoneal pequefias cantidades de antigenos como
seralbimina bovina o eritrocitos de carnero se registra un gran aumento
de produccién primaria de anticuerpos. También pueden intensificarse
considerablemente las reacciones secundarias, especialmente si la primera
dosis de LLA fue pequefia (1 pg). Sin embargo, para obtener una accién
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coadyuvante Sptima, es preciso evaluar cuidadosamente tanto las dosis
de LLA y de antigeno como el momento de las inyecciones.”

Una sola inyeccion intraperitoneal de alguna LLA de cadena larga
administrada cuatro dias antes de la inoculacién de 10 células de tumor
ascitico de Ehrlich protege a los ratones contra el tumor. Después de la
inoculacion de cantidades letales de diversas células tumorales, las
inyecciones diarias de 10 pg de LLA, administradas por via intravenosa
(e incluso intracutanea en un lugar alejado de la inoculacién de células
tumorales) durante 16-20 dias confirieron proteccion completa contra
algunos tumores y proteccion muy considerable contra otros. Los ratones
que resultaron protegidos resistieron especificamente a la administracion
posterior de inéculos mayores del mismo tumor. Se ha demostrado que
la inyeccién de LLA directamente en la masa de un tumor experimental
provoca la lisis de muchas de las células tumorales y luego la desaparicion
del resto (tal vez porque la LLA aumenta la inmunogenicidad de las
membranas celulares destruidas). _

Experimentos en cobayos indican que dosis intravenosas tinicas mucho
mayores de las que se requieren para la actividad coadyuvante no son
significativamente toxicas, y ensayos preliminares en mandriles indican
también que las LLA son bien toleradas.

Las LLA, que se pueden preparar en forma pura y que ofrecen
muchas posibilidades de ulterior modificacidn quimica, constituyen una
nueva clase muy prometedora de coadyuvantes que merece nuevos estu-
dios, especialmente en relacion con la inmunoterapia de los tumores. Su
mecanismo de accién se desconoce.

3.4 Sustancias que labilizan los lisosomas

Varias sustancias comparten la propiedad de hacer que los lisosomas
dejen escapar las enzimas que contienen. Figuran entre esas sustancias
la vitamina A en dosis tdéxicas, las sales de berilio y las formas téxicas
de silice, todas las cuales han mostrado actividad coadyuvante al ser
administradas a roedores simultdneamente con diversos antigenos. Cier-
tos compuestos alquilicos cuaternarios de amonio con una longitud
6ptima de cadena actian de manera semejante.

Todos activan enérgicamente los macréfagos en dosis insuficientes
para matarlos y se supone (en algunos casos se ha demostrado) que a
ello obedece su accién coadyuvante. No tienen interés practico por su

¢ Munder, P. G. y cols. Effects of Iysoiecithin and synthetic analogues on the
immune response (documento inédito de la OMS, IMM/SG15/WP/75.5, 1975).
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toxicidad general, pero ilustran la importancia de los macréfagos como
reguladores de la respuesta inmunoldgica. '

3.5 Polianiones

Los polianiones (40), entre elloslos &cidos polirribonucléicos de cadena
doble, naturales y sintéticos (7), tienen un efecto coadyuvante que acorta
el periodo de provocacion e intensifica la reaccién inmundégena humoral.
Por ejemplo, se ha demostrado que cuando se administra el antigeno en
dosis subdptimas, ciertos polianiones como el sulfato de dextran, el
poli I: C (4cido poliinosinico-policitidilico) y el poli A : U (acido poli-
adenilico-poliuridilico) intensifican el efecto de numerosos antigenos timo-
dependientes (aunque no el de los timo-independientes). Sin embargo,
si el antigeno se inyecta dos o tres dias después de la administracién
de los polianiones, se inhibe la reaccién inmunoldgica. También se
ha demostrado que los polianiones aumentan in vivo el nimero de las
células mnemonicas. Parece que la actividad coadyuvante depende del
tamafio molecular del esqueleto del polimero y de la naturaleza quimica
de los grupos anidnicos, tales como sulfato, carboxilato y fosfato. Los
polianiones pueden restablecer tanto in vivo como in vitro la capacidad de
reaccionar frente a los antigenos timo-dependientes en los ratones con
deplecion de las células T, lo que indica que pueden actuar reemplazando
o estimulando la funcién de esas células. En cuanto a la célula sobre la
que se ejerce su accién, se ha demostrado que los polianiones suelen
provocar la mitosis de los linfocitos B y probablemente también de
células primitivas como los citoblastos linfoides e incluso de algunas
células no linfoides. Se ha logrado activar células T auxiliares y macro-
fagos utilizando poli I: C o poli A': U, y se ha demostrado que el trata-
miento previo de los timocitos con polimeros sulfatados estimula su
reactividad a la fitohemaglutinina. Uno de los puntos que quedan por
aclarar es si los polianiones afectan a la inmunidad basada en las célu-
las T o en las células K (citocidas) o si actuan exclusivamente sobre la
reaccién humoral. Los polianiones son compuestos sumamente reactivos
que muestran diversos efectos bioldgicos, entre ellos estimulacién del
interferdn, inhibicion de algunos factores del complemento (Clq), activa-
cién del C3 y efecto sobre el sistema de coagulacion de la sangre. Estas
propiedades no parecen tener relacién con su actividad coadyuvante. No
parece probable que se generalice el empleo de los polianiones en el
hombre, ya que son pirogénicos y algunos de sus efectos en los animales
pueden ser motivo. de preocupacién respecto a su inocuidad, espe-
cialmente la potenciacion de la enfermedad autoinmunitaria en los
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ratones NZB/W; ademads, la mayor parte de los polianiones tienen
efectos secundarios muy téxicos. : .

3.6 Polisacaridos de hongos

Investigadores japoneses han estudiado la actividad antitumoral de
varios polisacaridos obtenidos de hongos. Descubrieron que el lentinan,
un (1—-3)-B-p-glucano (polimero de la glucosa cuyo peso molecular es
aproximadamente de 108), inhibe el crecimiento del sarcoma 180 en
ratones intactos pero no en los timectomizados (28). Esta posibilidad de
que refuercen la accién de los linfocitos T en la inmunidad antitumoral
se ha extendido a una potenciacion de la funcién auxiliar de los linfo-
citos T. Aunque el lentinén no influye en la inmunidad contra los aloin-
jertos ni en la hipersensibilidad tardia, y estimula la produccidn de grandes
cantidades de una proteina sérica todavia no identificada, en dosis relati-
vamente grandes no es téxico para el ratén. Es 16gico seguir investigando
la posible actividad coadyuvante del lentinan y sustancias afines.

3.7 Levamisol

Se ha demostrado que el levamisol, un derivado del imidazol, muy
empleado como antihelmintico, estimula la formacién de anticuerpos y
la regresién de tumores en ciertos animales (34) y algunos aspectos de la
inmunidad celular en el ser humano (39). Todavia no se conoce su meca-
nismo de accién. Su posible actividad coadyuvante, asi como la de otros
compuestos del mismo tipo, requiere nuevas investigaciones.

4. LOS COADYUVANTES EN RELACION CON LA POSIBLE
INMUNOTERAPIA DE LOS TUMORES

Diversos coadyuvantes, entre ellos el BCG, el res1duo de la extraccion
con metanol, las corineformas anaerobias y las LLA, pueden aumentar
considerablemente la resistencia de los roedores a los injertos de tumores
alogénicos y singénicos. En los primeros trabajos se estudid el efecto del
tratamiento con coadyuvantes previo a-la introduccién de células tumo-
rales y evidentemente tenfan poco interés para la aplicacién terapéutica.
Mis recientemente varios. trabajos han demostrado que se puede pro-
vocar un grado considerable de regresion tumoral mediante la inyeccién
de ciertos coadyuvantes en la zona del tumor (v.g., corineformas anaero-
bias) o bien por via general (LLA). Otra observacién de interés para una
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posible inmunoterapia del cincer es que el tratamiento con BCG y corine-
formas anaerobias en un momento cercano al de la inyeccién intravenosa
de células tumorales puede suprimir completamente el subsiguiente
desarrollo de nédulos tumorales en los pulmones. Esta-terapéutica
coadyuvante podria proteger contra las metastasis provocadas durante la
reseccién quirtrgica de una neoplasia. o

Los diversos modelos experimentales se basan en mas de un meca-
nismo. El primero representa el efecto inespecifico de los macrofagos
activados por el coadyuvante, efecto que puede demostrarse que es muy
citostatico sobre las células tumorales in vitro. En el segundo interviene
el desarrollo de inmunidad especifica contra el tumor conferida por las
células T. Puede producirse cuando se inyectan localmente corineformas
anaerobias, ya sea alrededor de un tumor o junto con células tumorales
letalmente irradiadas. También se desarrolla inmunidad especifica contra
el tumor después de la regresion provocada por LLA.

En la actualidad se llevan a cabo en bastantes paises ensayos clinicos
organizados de inmunoterapia del cancer, empleando BCG y corine-
formas anaerobias. Ademés, muchos laboratorios estudian intensiva-
mente el empleo experimental de coadyuvantes como agentes antitumo-
rales en el ratén, esperandose obtener ciertas indicaciones para su empleo
racional en el hombre.

5. POSIBLE MODO DE ACCION DE LOS COADYUVANTES
SOBRE LA RESPUESTA INMUNOLOGICA

5.1 Efecto coadyuvante sobre la célula

En el curso del tltimo decenio se ha visto que la respuesta inmuno-
l6gica suele depender de una interaccion compleja del antigeno con uno
o mas tipos de célula. En el Cuadro 1 se esquematiza la posibilidad de que
el contacto con el antigeno pueda suscitar, en diversos tipos de linfocitos,
uno u otro de dos estados inmunoldgicos que se excluyen reciprocamente
(inmunidad y tolerancia). Se supone que los coadyuvantes pueden actuar
sobre uno o varios de los tipos celulares enumerados y que en las distintas
situaciones en que se observa inmunopotenciacién funcional podria
haber estimulacién de diversas combinaciones de esos tipos de células.

Distintas sustancias con propiedades coadyuvantes definidas empiri-
camente podrian estimular cualquiera de las diversas funciones de los
macréfagos en la respuesta inmunoldgica. Figuran, entre ellas :
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1) la produccidon de antigeno elaborado con mayor inmunogeni-
cidad ; ‘

2) la eliminacién del exceso de antigeno, protegiendo asi al animal
contra la provocacién de tolerancia ;

3) la presentacion a los linfocitos del antigeno fijado a su membrana
superficial en forma més conveniente, més prolongada, o ambas a la vez ;

4) la actuacién como reservorios celulares de antigeno, que puede ser
liberado durante un largo periodo (en ello esta implicito que la estimula-
cion repetida por el antigeno durante un periodo prolongado producira
una concentracién de anticuerpos mayor que la obtenida con una sola
€xposicion) ; y C

5) sintesis y liberacién de un factor (inespecifico) activador y/o
inhibidor de los linfocitos.

CUADRO 1. INMUNIDAD O TOLERANCIA SUSCITADA POR EL ANTIGENO
EN DISTINTOS TIPOS DE CELULA

Células que intervienen en la reaccién
o « silenciadas » en la tolerancia

Consecuencia de la administracién
de antigeno

Sistema reticulo- Linfocitos
endotelial (especifico)
(inespecifico)
1) Hayreaccién . . . . . ... ... Macréfagos Linfocitos T
(diversos) (inmunidad de base
celular, auxiliares,
supresores)
2) No hay reaccién -
a) nada
b) tolerancia. . . - Linfocitos B

(de diversas clases)

Como el coadyuvante completo de Freund (véase la seccion 3.1),
muchos coadyuvantes y complejos inmunes potencian la retencion de
linfocitos circulantes en los 6rganos linfoides de drenaje. Este mecanismo,
en el que puede intervenir la estimulacién de ciertos macréfagos especiali-
zados (células del revestimiento endotelial de los senos linfaticos),
aumenta la probabilidad de un contacto eficaz entre el antigeno y todos
los protagonistas celulares necesarios para la reaccién inmunoldgica.

El antigeno, ya sea directamente o después de su paso por los macrd-
fagos, puede desencadenar cambios en las poblaciones linfocitarias que
llevan a un estado de tolerancia o bien de inmunidad. Hay algunos mode-
los de sistemas razonablemente definidos en los que un aspecto importante
de la accién coadyuvante es desviar células de una via que lleva a la
tolerancia a otra que conduce a diferenciaciones inmunogénicas. Tanto
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la accién coadyuvante como la provocacion de tolerancia pueden des-
arrollarse a través de cualquiera de los subtipos de linfocitos enumerados
en el Cuadro 2 o de cualquier combinacion de ellos.

CUADRO 2. ACCION SELECTIVA DE ALGUNOS COADYUVANTES
SOBRE DISTINTOS TIPOS DE CELULAS

Tipo celular (efecto primario) Coadyuvantes

hipersensibilidad
/ retardada . . . . . . levamisol
/ BCG, C. parvum

T (inmunidad de base celular) \—\ aloinjerto . . . . . BCG. C. parvum

«inmunidad» . . . . BCG, C, parvum

T(auxiliar) . . . . . . . o Poli A, poli U; lentindn ; B.pertussis

T (SUPresor) . . . . . . . . . 0 i e e B. pertussis

T(eitocida) . . . . . . . . o e e dudoso

B(clase M) . . . . v v v v e e e e e escaso efecto LPS ; polianiones
(incluso poli-

Bclasey) . . . . . o« o i i e e e e gran efecto nucleétidos)

Macrofago . . . . . . . 0. e e e e e C. parvum ; B. pertussis, labilizantes

de los lisosomas, sales de aluminio,
- polinucleétidos .

Células citocidas (citolisis dependiente de los anti-

CUBIPOS) & 4 v v v v v v v v e i b e e s dudoso

La diferenciacién celular es un fenémeno que depende del tiempo y
no hay duda ninguna de que por lo menos algunos de sus mecanismos
intervienen en la diferenciacién inmunolégica. Tiene por ello cierto
interés e importancia el hecho de que los efectos estimulantes e inhibidores
de los coadyuvantes y de los métodos de inmunosupresion dependan del
momento de su administracién (y de su dosis) en relacién con la del
antigeno. Por ejemplo, si se inyectan LPS 24 horas antes que el antigeno,
pueden ejercer un gran efecto supresor, mientras que si se administran
simultdneamente o muy poco tiempo después pueden potenciar la inmu-
nidad. Convendria explorar un mecanismo tedricamente posible en el
caso de ciertos coadyuvantes y segin el cual éstos actiian como inhibi-
dores selectivos de las células T reguladoras (supresoras) que son normal-
mente estimuladas por la administracién de un antigeno. Se han descrito
en el pollo (41) mecanismos reguladores en los que intervienen produc-
tos de las células B (anticuerpos) que son estimulados por el coadyuvante
de Freund (véase la seccién 3.1).

En resumen, se supone que los coadyuvantes pueden actuar sobre las
células en una o mas de las tres formas siguientes :

1) ayudando a los linfocitos a « decidir » diferenciarse por la via
inmundgena y no por la de tolerancia ;

2) amplificando la proliferacién « post-decisién » de los linfocitos
inmunoinducidos (ya sea directamente o por medio de factores estimu-
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lantes liberados por los macréfagos) con lo que aumentaria la magnitud
de las consiguientes clonas de células productoras de anticuerpos; y

3) aumentando la capacidad de los macréfagos de almacenar y con-
servar el antigeno en la medida en que se prolonga el estimulo especifico,
fomentando asi la proliferacién « post-decision » por una via distinta de
la sefialada en el parrafo 2 supra.

Este 0ltimo punto subraya la importancia que pueden tener los macré-
fagos intermediarios en-muchos de los casos de induccién inmundgena.
5.2 Efecto de los coadyuvantes sobre las clases de anticuerpos

Muchos coadyuvantes provocan preferentemente la sintesis de una o
varias clases de anticuerpos. La puesta en marcha de la clase de anti-

. cuerpos IgE depende especialmente del tlpo de coadyuvante que se

emplee para estimular la respuesta primaria. Tanto el B. pertussis como
las particulas de AI(OH); sobre las cuales se adsorbe el antigeno son
coadyuvantes muy eficaces para promover la sintesis de anticuerpos IgE
en conejos y otros roedores. Por otra parte, el coadyuvante completo de
Freund favorece la sintesis de anticuerpos IgG en la mayoria de las
especies. Los ratones inmunizados con una combinacién de antigeno
timo-dependiente, como seralbimina humana y B. pertussis, producen
mas IgG1 e IgG2b que IgG2a. Los cobayos inmunizados con coadyuvante
completo de Freund producen anticuerpos IgG1 e IgG2, mientras que
los mismos animales, estimulados con el coadyuvante mcompleto de
Freund, producen casi Unicamente anticuerpos IgG1l. La inmunizacién
intraperitoneal del conejo con antigeno precipitado con alumbre favorece
la produccién de anticuerpos IgE, mientras que la inmunizacién con
coadyuvante completo de Freund aumenta la de IgG. .

5.3 Efecto de los coédyuﬁntés sobre la afinidad de los anticuerpos

Se ha observado que la accién de pequefias cantidades de antigeno
durante largo tiempo (como en el caso del coadyuvante completo de
Freund) estimula la produccién de anticuerpos contra cualquier deter-
minante dado, cuya afinidad media aumenta asi con el tiempo (0). Si el
antigeno es una molécula compleja y posee varios determinantes distintos,
se intensifica la avidez de los anticuerpos, medida, por ejemplo, por la
capacidad de un antisuero de formar con el antigeno complejos indi-
sociables. El aumento de la avidez se explica en parte por la produccién
de anticuerpos contra mis determinantes-a medida que se prolonga la
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estimulacién. La afinidad varia en los anticuerpos de la clase IgG y sdlo
en menor grado en los de la clase IgM (8).

El aumento de la afinidad media de los anticuerpos obedece a la esti-
mulacién preferencial de los linfocitos de la poblacién de células B
sensibles al antigeno que tienen mayor afinidad por los determinantes
antigénicos. Esa estimulacion se va haciendo cada vez mas selectiva una
vez que se ha producido el anticuerpo de gran afinidad capaz de formar
un complejo con el antigeno residual e impedirle que estimule las células B
cuyos receptores tienen menor afinidad. Cuando se emplean grandes dosis
de antigeno, con o sin coadyuvante, para suscitar una produccion prima-
ria de anticuerpos, hay una seleccién minima de células de gran afinidad
y predominan los anticuerpos de escasa afinidad ; una nueva estimulacion
también produce sobre todo anticuerpos de poca afinidad. El antigeno en
pequefias dosis, sin coadyuvante, puede ser incapaz de estimular y
mantener una respuesta de suficiente intensidad o duracién para que se
desarrolle un proceso selectivo. De ahi que si se desea producir anti-
cuerpo de gran afinidad la mejor manera de lograrlo es administrar canti-
dades minimas de antigeno en una forma persistente junto con un
coadyuvante enérgico y persistente.

5.4 Coadyuvancia

La experiencia corriente indica que los antigenos extrafios, adminis-
trados al ser humano o a los animales de laboratorio en su estado nativo,
difieren mucho unos de otros en la facilidad con que provocan la forma-
ci6én de anticuerpos. Algunos tienden a provocar una indiferencia inmuno-
logica especifica, mientras que otros pueden provocar reacciones de
variable duracién e intensidad, con produccién de clases distintas de
anticuerpos y mayor o menor grado de memoria inmunolégica, mientras
que otros son practicamente ineficaces. Se ha empleado el término
coadyuvancia para describir las propiedades que, suméndose a la pre-
sencia de grupos determinantes inmunoldgicos extrafios (epitopos), per-
miten a un antigeno provocar la formacién de anticuerpos. El término es
cémodo, aunque mds que explicar el mecanismo de accion describe
cierta actividad coadyuvante propia. El estudio de ciertos antigenos que
son inmundégenos muy activos hace pensar que la coadyuvancia puede
incluir varios atributos diferentes, como los que se enumeran a continua-
cién, cuya relacion con los complejos factores que regulan la respuesta
inmundgena puede verse consultando la seccién 5.1.

1) La posesiéon de muchos epitopos distintos de configuraciones
estables, de modo que la poblacién de células B y T potencialmente
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reactivas es relativamente numerosa. Distribucidn de los epitopos que les
permita fijarse en muchos puntos a los receptores linfocitarios. Presencia
de epitopos capaces de reaccién cruzada con antigenos a los cuales el
receptor ya ha sido inmunizado y, por lo tanto, aumento de la reserva
potencialmente reactiva de células B o de células auxiliares T o de ambas
clases de células.

2) La posesion de receptores para los determinantes en los linfocitos,
en los macréfagos o en ambos tipos de células, que permitan al antigeno
fijarse a los linfocitos reactivos por lazos adicionales a los que propor-
cionan los receptores especificos de los determinantes antigénicos. Se
podria citar como ejemplo las exotoxinas bacterianas (v.g., célera y
tétanos) que se unen a los gangliésidos ; las moléculas que fijan C3b o
exponen los determinantes Fc ; los complejos que contienen lipido A ;
las lectinas y toxinas vegetales.

3) La capacidad de estimular los linfocitos B, T o ambos tipos de
células para que se diferencien y se dividan, aunque los antigenos no
interactiien con estas células a través de receptores especificos (activacién
policlonal).

4) La posibilidad de captacién por los macréfagos y retencién de
las moléculas del antigeno en la superficie durante largo tiempo en forma
accesible a los linfocitos.

5) La capacidad de hacer que 1os macrofagos liberen factores de
activacion de los linfocitos (véase la seccién 6).

'6) La estabilidad qulmlca frente a las enzimas -de los humores
corporales. - :

7) Un tamafio molecular que impida su rapida excrecién de los
érganos linfoides del animal. El tamafio molecular también tiene 1mpor-
tancia para la multiplicidad de los epitopos, la captacién por los macré-
fagos, y en relacién con otros factores que no es facil definir.

En la medida en que sea posible identificar las caracteristicas de la
coadyuvancia, se podra, tedricamente, conferirlas a un determinado
antigeno para aumentar su inmunogenicidad. Esto ya se ha hecho, por
ejemplo, en la unién covalente de pequefias hormonas peptidicas o grupos
hidrocarbonados a polipéptidos sintéticos u otras moléculas portadoras
(v.g., toxoide tetinico) para hacer que se formen anticuerpos contra los
grupos ligados, y también en la formacidn de complejos iénicos no cova-
lentes de inmundgenos débiles con seralblimina bovina metilada.
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5.5 Los coadyuvantes en la provocacién de inmunidad de base celular

Durante las infecciones crénicas (generalmente por patégenos intra-
celulares), y después del transplante de tejidos alogénicos, normales o
malignos, suele desarrollarse una fuerte inmunidad de base celular.
En cambio, después de la inmunizacién activa ordinaria en que sélo
se emplean antigenos solubles o en particulas, habitualmente no se
detecta inmunidad de base celular, aunque en realidad ésta se desarrolla,
incluso como reaccion a la inyeccién intravenosa de eritrocitos de carnero,
si se usan dosis suficientemente pequefias (25). Sin embargo, la reaccién
es sdlo transitoria y muy sensible al exceso de antigeno. En el mecanismo
que impide la persistencia de la inmunidad de base celular después de la
inmunizacidn sin coadyuvante intervendria una retroinhibicién por com-
plejos antigeno-anticuerpo. Asi, la supresién del componente humoral
de la reaccién inmundgena mediante ciclofosfamida o esplenectomia
aumenta y prolonga considerablemente la inmunidad de base celular a los
eritrocitos de carnero (25). Segiin otra hipdtesis, la desaparicién de la
inmunidad de base celular después de dosis mayores de antigeno obedece-
ria a la generacién de células supresoras, papel que se ha atribuido tanto
a las células B como a las T (4, 24).

Para provocar inmunidad de base celular por inmunizacién activa
todavia se emplean s6lo unos pocos coadyuvantes : cepas de micobacterias
y corineformas anaerobias (o fracciones de las mismas) incorporadas a
una emulsién grasa de tipo Freund o administradas solas. No se sabe qué
propiedad especial de estas sustancias les permite amplificar la inmunidad
de base celular, ya que habitualmente también potencian la reaccién
humoral. Mackaness y cols. (27) trabajaron con M. tuberculosis viable
(cepa BCG) y concluyeron que el mecanismo probablemente consiste en
una eficaz eliminacion de los complejos antigeno-anticuerpo por estimulo
del sistema reticuloendotelial combinada con un aumento de la produc-
cién de células T activadas. (Tanto el BCG como el C. parvum estimulan
de manera intensa y prolongada el sistema reticuloendotelial y es probable
que actien al principio directamente sobre los macréfagos y luego a
través de la interaccion con células T especificamente activadas.)

5.5.1 Coadyuvantes de agua en aceite

La manera mas corriente de provocar hipersensibilidad retardada es la
incorporacién del antigeno en coadyuvante completo de Freund. En
lugar de M. tuberculosis (véase la seccion 3. 1) se pueden emplear diversas
bacterias, o algunos microgramos de peptidoglican bacteriano, aunque
sea en su forma mondémera. Todavia no se ha explorado la posibilidad de
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utilizar Coadyuvante 65 en la provocacién experimental de inmunidad
de base celular.

5.5.2 Coadyuvantes de micobacterias y corineformas sin aceite

Si se administra a los roedores una inyeccion intravenosa de M. tuber-
culosis (BCG) viable o de un extracto metandlico de su pared celular, de
7 a 14 dias después se suele observar un aumento de la reaccién de base
celular. Esto ha sido demostrado mediante la provocacién de hipersensibi-
lidad retardada a las proteinas y a sus conjugados hapténicos de inmunidad
especifica a células tumorales e isoinjertos, y de rechazamiento de aloin-
jertos de piel. Se ha comprobado en estas condiciones la formacion de
linfocitos T citotoxicos.

Se ha observado que la inyeccion local de cantidades muy pequeiias
de C. parvum (hasta un 1% de la dosis intravenosa) juntamente con
células tumorales irradiadas provoca una fuerte inmunidad de base
celular que es especifica y protectora. Se estudia ahora la posibilidad de
aprovechar esta propiedad para emplear el C. parvum como coadyuvante
de otras manifestaciones de la inmunidad celular. Tiene la ventaja de
evitar las secuelas indeseables de las altas dosis : granulomas, hiperplasia
linfoide, aumento de la sensibilidad a las endotoxinas y riesgo posible de
enfermedad autoinmunitaria.

5.5.3 Inhibicién por los coadyuvantes de la inmunidad de base celular

Una propiedad que parecen compartir el coadyuvante completo de
Freund, el BCG, el residuo de la extraccién por metanol y las corine-
formas anaerobias, y que se observa continuamente en muy distintas
situaciones, es la tendencia a inhibir, en vez de intensificar, la inmunidad
de base celular. Se pueden citar los ejemplos siguientes :

I) Lainyeccién previa del coadyuvante completo de Freund solo ate-
nua la subsiguiente provocacion de hipersensibilidad retardada y favorece
la multiplicacion de las celulas del hepatoma singénico. Incorporando anti-
geno al coadyuvante completo de Freund con fines de inmunizacion se ha
retardado el rechazamiento del aloinjerto, tanto de piel como de tumores.

2) El tratamiento previo con BCG, si se repite, retrasa el rechaza-
miento del aloinjerto de piel en vez de acelerarlo. Los ratones hibridos F,
tratados con BCG tienen mayor resistencia a la reaccién del injerto contra
el huesped En la rata, la inyeccién de BCG facilita el crecimiento de un
tumor singénico ya implantado.

3) El tratamiento previo con grandes dosis del residuo de extraccién
con metanol puede favorecer el crecimiento de tumores transplantados
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en lugar de inhibirlo. Parece que esto no sucede si el tratamiento previo se
combina con inmunizacién antitumoral especifica.

4) Hay muchos informes sobre los efectos supresores de las corine-
formas anaerobias. El tratamiento previo de los ratones con la vacuna
prolonga la retencién de un injerto dérmico H-2 histoincompatible,
aumenta la resistencia a la reaccién del injerto contra el huésped, deprime
la reactividad a la fitohemaglutinina y los cultivos linfociticos mixtos,
frena la provocacién de inmunidad de base celular por antigenos tumo-
rales especificos e inhibe la provocacién de hipersensibilidad retardada
mediante cloruro de picrilo.

No parece probable que todas estas observaciones sean manifestacion
de un solo mecanismo. En algunos casos se ha demostrado la intensifica-
cién por factores bloqueantes séricos, mientras que en otros este meca-
nismo no explica la depresién de la citotoxicidad de base celular demos-
trable in vitro. El anélisis de algunos de los fenémenos provocados por
el C. parvum in vitro revela que la presencia de macréfagos muy activados
inhibe reversiblemente las funciones de las células T. No se sabe hasta
qué punto se podria generalizar esta explicacién, aunque las indicaciones
préacticas son bastante claras. En casi todos los ejemplos de supresion de
la inmunidad de base celular por cualquiera de los coadyuvantes se han
empleado dosis relativamente altas, se han administrado los coadyuvantes
varios dias, o incluso semanas, antes que el estimulo antigénico, o se han
combinado ambos procedimientos. Hay que evitar esas practicas en los
programas de inmunizacién.

6. ACTIVACION DE LOS MACROFAGOS

Cuando llegan a los tejidos particulas extrafias, son englobadas tanto
por los micréfagos (granulocitos) como por los macréfagos. Estos 1lti-
mos permanecen durante mucho mas tiempo que los granulocitos en las
reacciones que se producen en el sitio de una infeccion prolongada o de
una invasion por células alogénicas o singénicas (neoplasia o aloinjerto
normal), por lo que llaman la atencién preferente del inmundlogo.
Durante una reaccién inflamatoria local causada, por ejemplo, por un
coadyuvante, la mayor parte de los macréfagos se deriva de monocitos
sanguineos invasores, aunque también puede haber multiplicacién local
de los macréfagos de los tejidos. La mayor parte del material ingerido,
incluyendo las bacterias, se desintegra rapidamente en los fagoliso-
somas, aunque en la superficie de los macréfagos se pueden retener canti-
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dades importantes de ese material en forma macromolecular, actuando
alli como potentes inmundgenos. Los macréfagos obtenidos de animales
recientemente inyectados tienen una mayor capacidad de matar y digerir
esos bacilos ingeridos. Se entiende por « activacién » el conjunto de
adaptaciones celulares que se producen ; requiere la sintesis de grandes
cantidades de enzimas lisosomicas y otras mediante un proceso endo-
térmico que puede dar distintos productos finales. La comparacién in
vitro con macrdfagos peritoneales no estimulados obtenidos de cobayos
normales da los siguientes indicadores del proceso de activacién :

1) aumento de la capacidad de adhesién al vidrio y al plastico y de
aplanarse y extenderse sobre esa superficie como una delgada capa cito-
plasmatica ;

- 2) aumento del movimiento ondulante de membrana ;

3) aumento de la ox1dac1on de la glucosa por la via del monofosfato
de hexosa ;

~ 4) aumento del ntimero de granulos intracitoplasmicos (los lisosomas)
y aumento concomitante de las hidrolasas 4cidas (B-glucuronidasa, catep-
sina D, fosfatasa 4cida de la lisozima, etc.);y -

5) liberacién de factores que pueden inhibir la divisién celular y de
otros factores que estimulan la mitosis de los linfocitos.

El desarrollo de estas propledades en los macrofagos se puede activar
por medios especificos e inespecificos. Entre los primeros figuran el
reconocimiento antigénico especifico por los linfocitos T 'y la estimulacién
de éstos, asi como la estimulacién de los macréfagos resultante de la
liberacion del respectivo factor de activacién (linfocinas). Se puede com-
pletar este proceso de activacion en 24 horas si se provoca mediante la
adicidn de linfocitos sensibilizados y. antlgeno homologo sobre una capa
unicelular de macrofagos

7. FACTORES ESPECIALES QUE HAN DE TENERSE
EN CUENTA AL EVALUAR LA IDONEIDAD E INOCUIDAD
DE LOS COADYUVANTES PROPUESTOS PARA
" UTILIZACION EN EL HOMBRE

Desgraciadamente, no hay pautas especificas para evaluar la inocuidad
de las preparaciones coadyuvantes-de posible empleo en el hombre. No
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bastan las pruebas corrientes de toxicidad aguda y crémica empleadas
para determinar la inocuidad de los medicamentos antes de su ensayo
clinico. Es preciso juzgar cada caso guidndose por los tipos de efectos
adversos que se han observado durante los ensayos de los coadyuvantes
de depdsito (véase la seccion 2.1) y en el curso de ensayos ordinarios de
toxicidad aguda y crénica como los que habitualmente se lievan a cabo
en animales de laboratorio en el caso de los medicamentos. A continua-
cidén se enumeran varios factores que se deberia investigar experimental-
mente antes de proponer el empleo de un coadyuvante en el ser humano.

7.1 Equilibrio entre las ventajas de los coadyuvantes y sus efectos
adversos '

Quiza la observacion inicial mas importante respecto a cualquier pro-
ducto que se proponga como coadyuvante sea el grado de potenciacién
inmundgena que produce. Una potenciacion como la producida por el
coadyuvante completo de Freund puede ser intolerablemente excesiva y
causar reacciones de hipersensibilidad dirigidas contra los propios tejidos
del huésped, posiblemente con amiloidosis. Por otra parte, no vale la pena
estudiar una sustancia que no produzca un grado suficiente de inmuno-
potenciacién. Los coadyuvantes de utilidad practica evitarian esos dos
extremos siendo de méaxima eficacia en la potenciacién inmundgena, pero
sin que la hiperestimulacidn llegue a causar graves efectos adversos.

7.2 Composicién

Las sustancias que se empleen como coadyuvantes deben ser quimica-
mente puras y de composicion quimica definida o por lo menos reprodu-
cible. Deben estar exentas de carcinégenos quimicos y de sustancias
contaminantes que puedan provocar reacciones adversas. Asi, por
ejemplo, hay que eliminar los hidrocarburos policiclicos del aceite mineral
ligero que se emplea en el coadyuvante incompleto de Freund ; la vacuna
acuosa que se incorpora a los coadyuvantes a base de aceite emulsionado
debe estar libre de bacterias y de enzimas y endotoxinas bacterianas.
Ademas, los antigenos y el coadyuvante mismo no deben contener anti-
genos que den reaccién cruzada con los de origen humano ni antigenos
tisulares humanos que den reaccién cruzada y que pudieran originar
fenémenos autoinmunitarios como glomerunlonefritis o encefalomielitis
alérgica. Finalmente, las sustancias empleadas en los coadyuvantes no
deben por si mismas causar hipersensibilizacién alérgica a Ios compo-
nentes del coadyuvante.
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7.3 Biodegradabilidad

Lo ideal seria que los componentes del coadyuvante fueran facilmente
biodegradables, es decir, que pudieran eliminarse en pocos meses del
lugar de la inyeccion y del organismo en general, de modo que se evitaran
los efectos siguientes :

1) irritacién prolongada capaz de lesionar los tejidos ;
2) hiperestimulacion del sistema inmunitario ;

3) excesiva acumulacién de productos, como la que se produce
cuando el copolimero del pirano se reine en los megacariocitos, origi-
nando deplecion de plaquetas ; y

4) posible carcinogénesis por los efectos de « irritacién » prolongada.

7.4 Carcinogénesis

Los productos quimicos empleados en el coadyuvante no deben ser
carcindgenos ni tampoco cocarcinégenos como lo son ciertos agentes
tensoactivos. Por otra parte, no se debe confundir la accién cancerigena
con el aumento de la incidencia de tumores provocado en los roedores
por una gran variedad de los inyectables que se han descrito en la
seccién 2.1.

7.5 Efectos « en cascada »

Un coadyuvante satisfactorio para uso general debe producir un
minimo de efectos inmunoestimulantes y provocar una inmunopotencia-
cién conveniente sin la serie de fendmenos inmunoldgicos diversos que
puede acarrear, por ejemplo, el empleo de 4cido poliinosinico-policiti-
dilico. Esta sustancia estimula la produccion no sélo-de anticuerpos sino
también de factores como el interferdn liberado por la activacion de los
linfocitos ; es sustancia pirogénica y puede originar una cascada de fend-
menos que conduzcan a efectos adversos inaceptables.

7.6 Definicion de la actividad

Las clases de inmunoestimulacién producidas por los coadyuvantes
deben medirse y valorarse en relacién con el fin que se persigue. Por
ejemplo, la produccién de anticuerpos contra ciertos antigenos tumorales
puede bloquear la accién de los linfocitos en la inmunidad de base
celular y asi favorecer el desarrollo de los tumores en vez de impedirlo.
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7.7 Patologia

Las determinaciones de la toxicidad aguda y crénica de los nuevos
coadyuvantes inmunoldgicos propuestos deben realizarse en estudios
controlados con administracion tanto local como general del coadyuvante
y con inyeccién tanto inica como multiple. Ademas, si el coadyuvante ha
de emplearse en mujeres en edad de procrear, hay que estudiar sus posibles
efectos teratogénicos.

7.8 Efectos farmacolégicos adversos

Deben llevarse a cabo ensayos en animales para detectar, en la medida
de lo posible, cualquier efecto farmacolégico adverso. Un ejemplo
ilustrativo es la observada actividad B-adrenérgica del coadyuvante a
base de B. pertussis que provoca hiperinsulinemia e hipoglicemia (véase
la seccion 2.4). '

7.9 Estabilidad

Para tener utilidad clinica, las vacunas que contienen coadyuvantes
deben poder conservarse durante por lo menos 12 a 18 meses sin perder
su actividad coadyuvante y sin adquirir propiedades que provoquen
mayores reacciones adversas. Ademads, esas preparaciones deben estar
exentas de contaminantes microbianos viables.

8. SUGERENCIAS PARA LA INVESTIGACION FUTURA

La investigacién futura en materia de coadyuvantes se puede dividir
en dos sectores que dependen principaimente del factor tiempo. Uno de
esos sectores es técnico : | qué conocimientos y técnicas existentes se
pueden aplicar ya o en un porvenir préximo ? El otro es bdsico : ; qué
datos y conocimiento de los mecanismos inmunitarios es posible adquirir
para producir con mayor exactitud el efecto especifico deseado y para
obtener sustancias mas inocuas y eficaces ?

En cuanto a las consideraciones pricticas, hay que sefialar que ya
existen coadyuvantes de depdsito inocuos y eficaces y que su aplicacion
puede extenderse. Es fundamental para su empleo la necesidad de
garantizar su inocuidad, y esto depende a su vez en gran medida de la
clase o clases de inmunégeno con que se desee administrar el coadyuvante.
Por ejemplo, puede ser muy conveniente emplear antigenos parciales de
bacterias o virus y dirigir la inmunogénesis especificamente contra
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determinados antigenos porque suscitar reacciones inmunitarias contra
ciertos antigenos del microorganismo completo podria resultar nocivo.
La aplicacion futura del coadyuvante de aceite emulsionado a las vacunas
bacterianas depende de que se pueda extraer o eliminar las enzimas que
descomponen los ésteres grasos liberando acidos grasos, y retirar las
endotoxinas que pudieran promover una.reaccién mas violenta. Por
razones de este orden, para emplear los coadyuvantes con vacunas de
virus muertos es indispensable eliminar de estas vacunas las bacterias y
los productos bacterianos y farmacolégicos.

En el sector tedrico y basico, lo esencial para el progreso puede estar
en la definicién precisa de las acciones e interacciones de los tres tipos de
células que intervienen en la reaccion inmunitaria, para lo cual convendria
estudiar los temas siguientes : los macréfagos, los linfocitos B y los linfo-
citos T. Esto, a su vez, puede depender de : g) la aclaracién del mecanismo
de diferenciacién de las células T y B y de la manera en que los 6rganos
reguladores centrales (timo y equivalente de la bolsa) mantienen la
diferenciacién de loslinfocitos; y b) el descubrimiento y definicién de todos
los productos de las células B y T por medio de los cuales éstas pueden
comunicarse y regular sus interacciones y dirigir las actividades de otros
tipos de células. Asi, por ejemplo, seria instructivo aislar y purificar
sustancias tales como la hormona del timo y las linfocuinas de las célu-
las T, especialmente el factor de transferencia, el interferén y el factor
inhibidor de la migracion, y definir sus efectos principales. Respecto a las
células B, seria importante aclarar los factores y mecanismos que inter-
vienen en la regulacién por retroalimentacién en la produccién de anti-
cuerpos y en la regulacion de la funcién de las células B por las células T.
Aislados y purificados, los factores de regulacion (por ejemplo, factor
del timo, interferén y factor de transferencia) encontrarian aplicacion
clinica inmediata y la determinacién de la secuencia y la sintesis de las
sustancias activas purificadas serd indispensable para la aphcacwn prac-
tica en medicina clinica.

Una consideraciéon muy practica de gran 1mportanc1a enla 1nvest1ga-
cién bésica seria encontrar la manera de separar y dirigir las reacciones
a los antigenos por parte de las células T y no de las células B, y vice-
versa. Por ejemplo, en el cincer, los anticuerpos bloqueantes o los com-
plejos antigeno-anticuerpo pueden anular el efecto de la inmunidad
basada en las celulas T. Otra necesidad muy importante seria la elabora-
cién de métodos, quiza por procedimientos inmunoldgicos, para eliminar
anticuerpos bloqueantes o complejos antigeno-anticuerpo que pudieran
tener importancia en la inmunidad contra el cancer y en las enfermedades
por complejo inmune, como, por ejemplo, artritis y enfermedades del
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higado, del sistema cardiovascular (depdsitos en el revestimiento endo-
telial) y del rifién (glomerulonefritis).

Conviene sefialar aqui que una manera importante de modificar la
reactividad del sistema inmunitario es administrar antigenos (vacunas)
y que la eficacia de muchos de ellos depende del empleo de coadyuvantes
inmunoldgicos.

A continuacion se formulan sugerencias més concretas para futuros
trabajos sobre coadyuvantes : '

1) Muchos coadyuvantes acttan por estimulacién de los macréfagos,
y la eficacia de los coadyuvantes de depdsito estd relacionada con la
formacion de granulomas. Se sabe que los macréfagos activados liberan
enzimas, interferon y otros factores que pueden estimular o inhibir la
mitosis de los linfocitos. Hay que estudiar mejor el proceso de activacién
de los macréfagos y las actividades bioquimicas de los macréfagos en
sus diversas formas (por ejemplo, macréfagos libres, histiocitos y células
epitelioides), asi como los factores que actian sobre los linfocitos y sobre
los macréfagos mismos, para comprender el papel que desempefia la
activacion de los macréfagos en la inmunopotenciacion.

2) Hay ya pruebas convincentes de que, en las reacciones inmuno-
légicas especificas a los antigenos dependientes del timo, los linfocitos T
pueden actuar como células auxiliares, reconociendo al « portador » y
cooperando con los linfocitos B para estimular la formacién de anticuer-
pos contra ciertos epitopos, o como células inhibidoras que impiden
especificamente esa estimulacién de los linfocitos B. Si predominan las
células inhibidoras, se produce como resultado una falta especifica de
respuesta. No se sabe si Jas sustancias coadyuvantes alteran selectiva-
mente el equilibrio entre las células T inhibidoras y las auxiliares. En el
ratén, estas células pueden diferenciarse, y por lo tanto estudiarse,
porque las primeras poseen antigenos superficiales Ly 1 y las segundas
Ly 2, 3. Seria muy util encontrar marcadores de las céluias T inhibidoras
y auxiliares en el hombre.

3) Deben fomentarse las investigaciones encaminadas a lograr la
unién de sustancias de actividad coadyuvante conocida con antigenos
especificos, esperando que el coadyuvante sea dirigido por el antigeno
de tal manera que se aumente selectivamente la respuesta de los linfocitos
sensibles al antigeno, ya sea para producir anticuerpos o inmunidad
de base celular.

4) Aunque las emulsiones de depdsito (de agua en aceite) biodegra-
dables son preferibles a las sustancias no degradables, pueden sufrir
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hidrdlisis por las enzimas existentes en el antigeno afiadido, origindndose
asi la liberacién en el espacio extracelular de 4cidos grasos libres que
producen una inflamacion local inaceptable. Deben fomentarse por ello
trabajos con los siguientes fines : a) descubrir un medio de eliminar o
inactivar las correspondientes enzimas (v.g., lipasas) sin que se pierdan
las propiedades antigénicas deseables; y b) descubrir otros aceites,
emulsionantes y estabilizantes biodegradables cuyos productos de des-
composicién no provoquen reacciones inflamatorias excesivas.

5) Deben determinarse las posibilidades de la administracion de
antigenos en liposomas de diversa composicién que contengan aditivos
coadyuvantes (v.g., peptidoglican) y determinar su eficacia por compara-
cién directa con su administracién en agua en emulsién en aceite bio-
degradable.

6) Se necesita més informacidn sobre el empleo en animales de peque-
fias dosis de bacterias corineformes, inyectadas localmente con el anti-
geno y sin aceite. Su actividad coadyuvante en esta forma ha de compa-
rarse con la de la fraccién metandlica de micobacterias, y la de la fraccion
hidrosoluble de nocardias.

7) Se propone el empleo de diversos ratones inmunodeficientes, como
los ratones « desnudos » y los NZB, para investigar la posibilidad de
combatir por medio de coadyuvantes ciertos estados de inmunodeficiencia
especificos. Quiza fuera posible estudiar las metéstasis de tumores con
un sistema experimental de ese tipo.

8) Se sefiala la posibilidad de estudiar experimentalmente el empleo
de coadyuvantes para la inmunopotenciacion en las diversas formas
clinicas de la lepra (lepromatosa y tuberculoide). Por ejemplo, un experi-
mento inicial podria consistir.en el empleo de microorganismos corine-
formes anaerobios, que se ha visto que poseen la capacidad especifica
de estimular la quimiotaxis en los macréfagos, y determinar sus efectos
tras la inyeccién local en las lesiones cutaneas de casos de lepra. El
experimento determinaria la capacidad de las corineformas anaerobias
para resolver la lesion por invasion de macréfagos activados y quiza por
una estimulacion de la inmunidad de base celular.

9) Seria conveniente llevar a cabo las siguientes actividades : a) intro-
ducir medicamentos atdxicos y no inmundgenos pero de actividad coad-
yuvante conocida — v. g., SP 54%, sulfato de pentosano — en emulsién
de agua en aceite, por ejemplo para lograr la potenciacion de la vacu-
nacién antivirica ; b) buscar coadyuvantes que actien exclusivamente
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(o al menos de modo predominante) sobre la inmunidad de base
celular o sobre la inmunidad humoral ; ¢) determinar las condiciones en
que los coadyuvantes conocidos, combinados con medicamentos, pueden
fomentar de modo preferente la inmunidad de base celular o la humoral ;
d) determinar si los coadyuvantes pueden actuar sobre las células T
reguladoras ; y e) buscar compuestos que puedan modular el mecanismo
de « sefializacion » intracelular que lleva a la maduracién de las células
derivadas del timo, convirtiéndolas en células T funcionalmente maduras
(que intervienen en las reacciones de inmunidad humoral o de base
celular).
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