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Introducción 

Los adyuvantes son moléculas, compuestos o complejos macromoleculares que 

garantizan la potencia, la calidad y la longevidad (memoria) de la respuesta inmune 

específica, reduciendo la cantidad de antígenos o el número de dosis, mejorando la 

eficacia de las vacunas tanto en personas inmunocompetentes como en los recién 

nacidos, los ancianos y los individuos inmunocomprometidos. La búsqueda de 

adyuvantes ha sido generalmente empírica; pero en la actualidad existe una tendencia 

creciente al diseño racional, debido a una mayor comprensión de los mecanismos de 

inducción de la respuesta inmune que incluye la conexión entre la inmunidad innata y 

la adquirida (Garlapati y col., 2009).  

Muy pocos adyuvantes han sido aprobados para humanos incluyendo el hidróxido de 

aluminio desde 1926 y esto se debe fundamentalmente a sus toxicidades. Las 
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reacciones inmunotóxicas inducidas por adyuvantes son muy frecuentes y van desde 

la irritación local que libera señales de daño, la inducción de hipersensibilidad 

retardada o la reacción de Arthus, hasta reacciones sistémicas, como los síndromes 

pseudogripal y de escape vascular (fenómenos autoinmunes, la inhibición del 

metabolismo de fármacos coadministrados con incremento de sus niveles en 

sangre, sus toxicidades y trastornos en la morfogénesis fetal.  

 

Por lo referido anteriormente, existe una notable resistencia de las agencias 

reguladoras para aceptar nuevos adyuvantes, por lo que estos deben acumular 

numerosos ensayos que evidencien su inocuidad. Por esta razón, existe un problema 

científico muy bien identificado y es la urgente necesidad de desarrollar y validar 

nuevos modelos y métodos de evaluación preclínica para los adyuvantes en 

desarrollo, en concordancia con sus mecanismos de toxicidad.  

 

Las reacciones locales son las más frecuentes manifestaciones de toxicidad de las 

vacunas y los adyuvantes, por lo que deben ser profundamente evaluados en modelos 

in vitro e in vivo. Estas reacciones pueden ser una consecuencia de la irritación local 

directa e inmediata del producto, como ocurre con las saponinas y muchas 

emulsiones, o de la acumulación de células inflamatorias por un efecto de depósito del 

adyuvante que contribuye a la toxicidad local. 

 

La toxicidad local de los adyuvantes generalmente se evalúa al final de los estudios 

farmacológicos y toxicológicos in vivo, lo cual no permite detectar efectos inmediatos 

como la irritabilidad directa. La introducción de métodos in vitro para evaluar el 

potencial irritante directo de una formulación vacunal puede aportar información 

adicional importante para una mejor caracterización de la seguridad de los 

adyuvantes. El HET-CAM (del inglés, ‘hen’s egg test on chorioallantoic membrane’), 

es una técnica validada por el Centro Europeo para la Validación de Métodos 

Alternativos (ECVAM, Ispra, Italia), que la ofrece como método alternativo a la clásica 

prueba de Draize en conejos, para determinar el efecto irritante de diferentes 

sustancias y ha sido aprobada por las entidades reguladoras europeas para este fin.  
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Esta técnica, a diferencia de otros métodos in vitro, es muy simple, rápida y 

económica y sobre todo, permite evaluar sustancias de diferentes tipos, solubilidades 

y composiciones. Por esta razón y debido a la gran diversidad en la naturaleza de los 

adyuvantes, así como por el creciente interés de su empleo por vía mucosal, nos 

preguntamos ¿será útil el HET-CAM para determinar la irritabilidad local directa 

de adyuvantes vacunales? 

 

La posibilidad de que una vacuna sea capaz de inducir una reacción autoinmune 

postvacunal es un tema actual de gran debate. Existen reportes de sospechas de esta 

asociación para vacunas específicas y adyuvantes, aunque la mayoría de los estudios 

epidemiológicos no han podido confirmar esta asociación. El papel del mimetismo 

molecular (similitud estructural entre antígenos exógenos y estructuras propias) en la 

inducción de reacciones de autoinmunidad se ha puesto de manifiesto en diversos 

modelos animales, por la inmunización con un péptido mimético asociado o no a un 

adyuvante. De este modo, surge la hipótesis de que la autoinmunidad postvacunación 

es causada por el mimetismo molecular y la complementariedad antigénica en 

presencia de un adyuvante y en individuos con determinados HLA (del inglés, ‘Human 

Leucocyte Antigens’). La bioinformática (estudios in silico) se utiliza para la detección 

del mimetismo molecular entre componentes vacunales y el proteoma humano con 

posibilidades, teóricamente de producir reacciones autoinmunes; de modo que la 

combinación de los estudios in sílico con ensayos in vivo pudiera ser una herramienta 

valiosa como parte de los ensayos toxicológicos para la predicción de fenómenos 

autoinmunes postvacunales. Sin embargo, aunque teóricamente es posible esta 

predicción, aún no se ha establecido el verdadero valor práctico de estos estudios a 

nivel preclínico. Por ello, ¿será útil la determinación in sílico del mimetismo 

molecular entre antígenos vacunales y propios para pronosticar la 

autoinmunidad postvacunal a nivel preclínico? 

 

La aparición de efectos tóxicos por la coadministración de medicamentos con vacunas 

es un tema de interés actual; pero su evaluación no está contemplada en las guías 

reguladoras vigentes. Se ha reportado que la aplicación de la vacuna BCG (del inglés, 

‘Bacillus Calmette Guerin’), inhibe el metabolismo de fármacos coadministrados, así 

como el incremento de la vida media en plasma y la toxicidad de la Teofilina luego de 
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la aplicación de vacunas de influenza. Paralelamente, se han realizado estudios 

preclínicos que muestran que en biomodelos de inflamación, así como durante 

infecciones, puede modificarse la biotransformación de fármacos como la Teofilina y 

de sustancias químicas, incrementando su toxicidad. Hoy está bien establecido que 

las citocinas proinflamatorias liberadas durante la inmunoestimulación, inhiben las 

enzimas citocromo P450 (CYP) hepática, pudiendo afectar el tiempo de vida media y 

la toxicidad de medicamentos que se metabolizan por esta vía como la Teofilina. Sin 

embargo, el efecto de la inmunoestimulación inducida por adyuvantes y su posible 

relación con la toxicidad de medicamentos coadministrados no ha sido 

suficientemente estudiado. Por ello, ¿podrá utilizarse un modelo cinético de 

Teofilina sérica en ratas para determinar el efecto de la inmunoestimulación por 

adyuvantes sobre medicamentos que se metabolizan por vía de las CYP? 

 

Según los problemas identificados, la Hipótesis de este trabajo fue: Los ensayos 

preclínicos contemplados en las guías reguladoras vigentes no son suficientes 

para evaluar los efectos inmunotóxícos de los adyuvantes vacunales. La 

aplicación de métodos alternativos que exploren algunos mecanismos de 

toxicidad, contribuirá a ampliar y perfeccionar los estudios de inmunotoxicidad 

de los candidatos a adyuvantes vacunales. 

 

A partir de esta hipótesis nos propusimos los siguientes Objetivos: 

1. Demostrar la utilidad del HET-CAM para determinar la irritación local directa 

de adyuvantes vacunales;  

2. Evaluar la utilidad de la determinación in silico del mimetismo molecular 

entre antígenos vacunales y propios para pronosticar la autoinmunidad 

postvacunal a nivel preclínico. 

3. Demostrar la utilidad de un biomodelo cinético de teofilina sérica para 

determinar el efecto de la inmunoestimulación por adyuvantes sobre la 

toxicidad de fármacos que se metabolizan a través de las CYP. 

 

Diseño metodológico 

HET-CAM para la evaluación de irritabilidad local de adyuvantes vacunales 

Los productos seleccionados fueron adyuvantes conocidos (FCA, FIA, Al-gel, y 

Montanide  IMS 1313 VG), así como los adyuvantes experimentales (Montanide IMS 
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Figura 1 Imágenes representativas de los hallazgos 

encontrados en el HET-CAM y el método de tolerancia 

local in vivo. PANEL IZQUIERDO Cliptox
TM

: A1)  HET-CAM 3 

x (No reacción);  A2) Membrana corioalantodea 100x (No 

reacción) and A3) Sitio de inoculación en tejido subcutáneo 

(No reacción). PANEL CENTRAL: AFCo1: B1) HET-CAM 3x 

(No reacción);  B2) Membrana corioalantodea 100x (No 

reacción), B3) Epitelio nasal con leve infiltración de células 

inflamatorias, coloración con hematoxilina y eosina 200x 

PANEL DERECHO Adyuvante Completo de Freund: C1) 

HET-CAM 3x Irritación severa; C2) Membrana corioalantodea 

(100x), coagulación y lisis celular, C3) Sitio de inoculación en 

tejido subcutáneo (Reacción severa con granulomas, eritema 

y focos hemorrágicos. 

1314 N VG, Cliptox y AFCo1), formulados con PBS sin antígenos para detectar la 

propiedad irritante intrínseca de cada producto. A estos productos se les realizó 

ensayo de HET-CAM para detectar irritación directa y paralelamente se realizó un 

estudio de tolerancia local en ratones para observar el efecto en sitio local de 

inoculación y de este modo comparar ambos métodos. 

 

Los adyuvantes con efecto irritante severo o moderado en el HET-CAM produjeron 

reacciones severas locales en ratones, y los adyuvantes no irritantes  en el HET-CAM; 

indujeron una ligera  reacción local o no produjeron reacción local visible. Aunque 

hubo una correspondencia significativa (p< 0.001) entre ambos métodos, se pudo 

detectar sutiles diferencias al medirse cuantitativamente la concordancia entre ellos 

por los métodos de  Coeficiente de  Contingencia y el  Coeficiente Lambda, lo cual 

puede ser debido a las propiedades intrínsecas de muchos adyuvantes para atraer 

células inflamatorias independientemente de su capacidad irritante, lo cual también 

contribuyen  a esta  reacción local. 

 

Tabla 1 Análisis estadísticos de los resultados combinados de  HET-CAM y 

tolerancia local in vivo de varios  adyuvantes  

 
 
 
HET-CAM 

 
Clasificación 

Estudio in vivo  

No 
reacción  

Ligera Moderad
a 

Severa 

No reacción 4 4 0 0 

Ligera  0 0 1 0 

Moderada  0 0 0 1 

Severa  0 0 0 1 

La tabla de contingencia lista la frecuencia de resultados coincidentes entre los 
métodos  para los dos métodos de evaluación tolerancia local in vivo y HET-CAM. **  
p< 0.01 
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Pearson´s  
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El estudio de irritación local de adyuvantes  vacunales por HET-CAM puede  permitir 

una evaluación temprana de la formulación vacunal antes del inicio de los estudios en 

animales de  laboratorio a modo de pesquisa si se requiere seleccionar entre varios 

candidatos para estudios posteriores. También pueden emplearse ambos métodos 

combinados,  para lograr una mejor comprensión de la toxicidad local utilizando Estos 

resultados estimulan la realización de nuevas  investigaciones  para validar la utilidad  

de este  método  in vitro como herramienta potencial  para pesquisar diferentes 

formulaciones adyuvantes antes de los estudios in vivo. 

 

Identificación in silico del mimetismo molecular entre epitopes t en el afco1 y el 

proteoma humano. valor pronóstico de autoinmunidad a nivel preclínico 

 

En este estudio se determinó, por medio de herramientas bioinformáticas, los epítopes 

T CD4 y CD8 derivados de las  proteínas mayoritarias de membrana externa: PorB, 

HmbR,  FrpB, OpC y OpA de N. meningitidis B, así como se identificaron los sitios 

más relevantes donde existe mimetismo molecular para estos epítopes tanto en 

humanos como en ratones. Posteriormente se utilizó un ensayo de toxicidad en dos 

modelos de ratones para determinar la relevancia desde el punto de vista toxicológico 

de la existencia de mimetismo molecular entre antígenos vacunales y proteínas 

propias. 

 

En nuestro estudio se detectaron similitudes secuenciales entre las proteínas 

estudiadas y otras presentes en diversos tejidos humanos. Lo más significativo fue la 

alta frecuencia de mimetismo en proteínas testiculares superando en 3 veces la 

frecuencia de los otros sitios. También en ratón se confirmó una alta frecuencia de 

mimetismo molecular entre antígenos de N. meningitidis B y proteínas testiculares 
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Figura 2 Frecuencia de 
localización de mimetismo 
molecular entre cinco proteínas 
mayoritarias de N. meningitidis 
B y proteoma humano 
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En un estudio de toxicidad in vivo realizado en dos líneas de ratón, no se encontraron 

indicios de un fenómeno autoinmune inmunizando con el AFCo1 intranasal, en las 

variables clínicas (signos de toxicidad), serológicas (anticuerpos anti-ADN), 

bioquímicas (transaminasa pirúvica y oxalacética, glicemia, urea, fosfatasa alcalina, 

LDH, proteínas totales) y anatomopatológicas estudiadas, a pesar de la existencia de 

una respuesta inmune contra los antígenos evaluados tanto por inmunotransferencia 

como por ELISA.  
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Figura 3  Respuesta IgG específica en suero 

de ratones tratados con dos niveles de dosis 

de AFCo1 intranasal a los 49 días del estudio 

Figura 4 Inmunotransferencia (panel derecho) de mezcla 

de suero de ratones C57Bl6 y DBA inmunizados 

intranasalmente con AFCo1 a 25 mg/dosis. (C-: suero 

grupo control negativo). Panel izquierdo. SDS PAGE 

mostrando la ubicación de los antígenos proteicos 

contenidos en AFCo1. 

Figura 5. Comportamiento de los anticuerpos anti-ADN en suero de ratones A) C57BL6 y B) DBA 

tratados con AFCo1 
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También se realizó un estudio de toxicidad testicular en ratones NMRI por aplicación 

repetida intranasal de AFCo1, donde tampoco se encontraron indicios de afectación 

testicular evaluada a través de la morfología y el conteo de espermatozoides, la 

histopatología testicular así como otros parámetros de toxicidad general.   

 

Este resultado evidencia que a pesar de que el mimetismo es un componente 

importante dentro de la patogenia de la autoinmunidad, este por sí solo  no es 

suficiente para el desarrollo de un fenómeno autoinmune, por lo que el peligro de 

autoinmunidad posvacunación al menos para los epítopes T de N. meningitidis 

estudiados, pudiera ser poco relevante. En esta protección son determinantes los 

mecanismos de tolerancia central y periférica, en la cual se deletan o energizan los 

clones autoreactivos potencialmente dañinos desde la etapa prenatal y en la vida 

adulta, evitando de manera considerable el desarrollo de estas reacciones.   

 

Alternativamente, el mimetismo molecular constituye un mecanismo que emplea N. 

meningitidis para escapar de la respuesta inmune, contribuyendo al éxito en su 

colonización e invasividad, lo cual también puede explicar estos resultados. 

 

Por tanto, con los resultados obtenidos en nuestras condiciones experimentales se 

concluye que la determinación del mimetismo molecular por bioinformática aporta una 

valiosa información como parte de la evaluación de riesgo de un producto vacunal, 

pero a nivel preclínico esta información tiene un valor predictivo limitado, debido a la 

existencia de mecanismos de control que impiden que se desarrollen estos eventos, 

así como a las limitaciones de los modelos actuales para detectar autoinmunidad 

postvacunal en animales de laboratorio. 

 

Biomodelo cinético para la evaluación del efecto de la inmunoestimulacion por 

adyuvantes sobre la concentracion sérica de teofilina 

En este estudio se evaluó el  efecto del AFCo1, aplicado cuatro veces por vía 

intranasal en dos niveles de dosis (50 µg y 100 µg) sobre la concentración plasmática 

de teofilina administrada 24 horas de la última aplicación de adyuvantes (5 mg x kg via 

intraperitoneal) en ratas Sprague-Dawley. También se evaluaron los adyuvantes de 

Freund dos dosis subcutánea (primera dosis con ACF y segunda dosis con AIF). Se 
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registraron los  signos clínicos de toxicidad a la teofilina en los animales tratados 

incluyendo la medición del peso corporal de los animales antes y después del estudio.  

 

La concentración de teofilina en muestras de suero de las ratas se determinó por 

Cromatografía Líquida de Alta Precisión (HPLC).   La cuantificación de IgG específica 

y de IL-1 en suero se detectó por ELISA. Se realizó estudio anatomo-patológico de la 

cavidad nasal y del tejido subcutáneo para detectar la reacción inflamatoria local 

respectivamente y se realizaron determinaciones enzimáticas de ALT,  AST, Glicemia, 

Colesterol Triglicéridos, Urea y Creatinina,  a través de un analizador automático 

Hitachi con kit específicos procedentes de la firma Roche 

 

Las ratas tratadas con FCA desarrollaron inflamación local asociadas a signos de 

toxicidad a la teofilina y elevación de las cifras de IL-1 y de las concentraciones 

plasmáticas, incluyendo un incremento del tiempo de vida media de teofilina en 

comparación con los grupos  tratados con AFCo1, los cuales no estimularon una 

respuesta inflamatoria significativa en el sitio de inoculación, ni otros signos de 

toxicidad general y tampoco afectaron el comportamiento de la concentración sérica 

de teofilina en comparación con las ratas no tratadas.  
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 Figura 6 Efectos de la inmunización con 
AFCo1 intranasal sobre la cinética de 
concentración sérica de teofilina en ratas 
Sprague Dawley Hubo diferencias 
significativas en el Área Bajo la Curva (ABC) 
que representa la concentración plasmática 
de teofilina y en el Tiempo de Vida Media 
(TVM) entre el grupo tratado con AFC y el 
resto de los grupos (P<0.05). Cada punto 
representa la media de la concentración 
plasmática de dos ratas en cada grupo. La 
línea discontinua de la curva en el control 
positivo representa un valor estimado para 
determinar el TVM en  se grupo. También 
hubo diferencias significativas entre el grupo 
tratado con AFC y el resto de los grupos a 
partir de los 60 minutos de evaluación. 
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Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos en el modelo empleado, podemos 

concluir que potencialmente la respuesta inflamatoria inducida por adyuvantes puede 

contribuir a la afectación de la concentración sérica de teofilina. Este es un primer 

estudio que estimula nuevas investigaciones con este modelo, que incluyan la 

incorporación de otros adyuvantes conocidos como el hidróxido de aluminio, así como 

nuevos adyuvantes experimentales y sobre todo, profundizando en los efectos sobre 

las enzimas CYP y las citocinas proinflamatorias.  

 

Conclusiones 

 

1.  El HET-CAM puede utilizarse para la evaluación de irritabilidad directa de 

adyuvantes vacunales. 

2. El HET-CAM puede ser utilizado como parte de los ensayos de eficacia-toxicidad de 

adyuvantes vacunales. 

3. La determinación in silico de mimetismo molecular de epítopes T ofrece información 

de interés como parte de los ensayos para la predicción de autoinmunidad de vacunas 

adyuvadas, aunque su alcance predictivo a nivel preclínico es limitado. 

4.  El modelo cinético de teofilina sérica puede ser de utilidad para evaluar el efecto de 

la inmunoestimulación por adyuvantes sobre medicamentos que se metabolizan a 

través de CYP. 
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