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Resumen

En los ultimos afios ha habido un avance significativo en la
comprensién de los mecanismos inmunoldgicos involucrados
en la proteccion en las mucosas. Particularmente se ha defini-
do el papel del tejido linfoide asociado a la nasofaringe (TLAN)
como un importante sitio inductor de respuesta inmune. Esto
ha abierto grandes posibilidades al desarrollo de vacunas para
ser aplicadas por esta via, sobre todo teniendo en cuenta que
ésta es una puerta de entrada de muchos gérmenes patoge-
nos y la necesidad de buscar vias alternas mas economicas,
précticas e incluso eficientes que la parenteral para las inmu-
nizaciones. En el presente trabajo se revisa el estado actual de
la temética, focalizando la atencion en los mecanismos de in-
duccién inmune, asi como en las estrategias actuales para lo-
grar una mejor transportacion de los antigenos vacunales y
potenciacion de la respuesta inmune en los sitios inductores
de la nasofaringe, mediante el uso de nuevas generaciones de
vehiculos y adyuvantes que estan en desarrollo.

Summary

Only recently significant advances have been achieved in the
understanding of the immunological mechanisms involved in
the protection in the mucosal surfaces. Particularly has been
defined the function of the nasal-associated lymphoid tissue
(NALT) as an important site for the induction of immune
responses, which has opened possibilities for the development
of vaccines to be applied using the intranasal route, keeping in
mind that this is the door of entrance of many pathogens germs
and the necessity of looking for more economic, practical and
even efficient alternative ways than the parenteral for the
immunizations. This review analyzes the current status of the
thematic, focusing in the mechanisms of immune induction,
as well as moderns strategies to obtain a better transportation
of the antigens and to increase the immune responses in the
nasal inductors places, using new generations of vehicles and
adjuvant that are in development.
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Introduccioén

La mucosa nasofaringea constituye el primer si-
tio de contacto con innumerables gérmenes
presentes en el ambiente, muchos de los cuales son
potencialmente patdgenos vy, al colonizar las vias
respiratorias altas, pueden producir alteraciones
anatomopatoldgicas locales e incluso pueden atra-
vesar la barrera mucoepitelial y colonizar 6rganos y
tejidos vecinos o distantes, produciendo afecciones
como: otitis, neumonias, meningoencefalitis, glo-
merulonefritis, endocarditis, entre otras.**

A pesar de este conocimiento, en los procedi-
mientos de inmunizacion tradicionalmente ha sido
utilizada casi en forma exclusiva la via parenteral
para la administracién de vacunas, con la cual no
se logra obtener una proteccion totalmente efec-
tiva en las puertas de entrada del germen patége-
no. Durante los Ultimos afios, ha habido un marca-
do interés en desarrollar vacunas que puedan ser
aplicadas via mucosa, lo que podria constituir la via
mas efectiva de inmunizacién para la prevencion
de muchas infecciones.® Hoy se reconoce que esta
forma de aplicaciéon de vacunas ha sido muy poco
utilizada, por lo que en todo el mundo se estan
desarrollando importantes investigaciones con vis-
tas a desentrafiar los mecanismos inmunoldgicos
celulares y humorales de induccion y efectores en
mucosas; entre éstas, una de las que mas interés
despierta es la nasofaringe.®1°

Tejido linfoide asociado
a nasofaringe (TLAN)

El estudio de los fendbmenos inmunoldgicos que se
generan en la mucosa nasofaringea luego del en-
frentamiento con antigenos ambientales estuvo
restringido por mucho tiempo, quizas por la no
disponibilidad de un modelo animal adecuado. En
relacion con la mucosa respiratoria, si hubo avan-
ces en la comprension del tejido linfoide asociado
a las vias respiratorias inferiores.2
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Posteriormente, fueron descritos los agregados
linfoides en la mucosa nasal de la rata, donde se
identificaron linfocitos T y B estrechamente aso-
ciados con el epitelio.*® La demostracion de la pre-
sencia en estas zonas de células M, con igual es-
tructura y funcién que en las placas de Peyer y los
agregados linfoides asociados a los bronquios, in-
trodujo el concepto de tejido linfoide asociado a
nasofaringe (TLAN).1113-15

En humanos, este tejido esta formado por el ani-
llo de Waldeyer, el cual estd constituido por: la
adenoides o tonsila nasofaringea, las bandas linfoides
faringeas bilaterales, las tonsilas palatinas y las tonsilas
linguales bilaterales. Tejidos equivalentes al anillo de
Waldeyer han sido encontrados en diferentes espe-
cies animales, incluyendo roedores.?® En la rata, las
estructuras linfoides del tracto nasal estan localiza-
das bilateralmente en la entrada del conducto
nasofaringeo. Ademas, existen linfocitos aislados en
el epitelio, denominados linfocitos intraepiteliales
(LIE) y en la lamina propia.

El tipo de respuesta inmune generada por la
entrada de un antigeno por via intranasal depen-
de, entre otras cosas, de la naturaleza del mismo.
Los antigenos particulados, como virus y bacterias,
son eliminados gracias a los mecanismos ines-
pecificos, como las secreciones mucosas, la accién
de los cilios, la flora microbiana local, entre otros.
Sin embargo, cuando estos mecanismos son afec-
tados debido a infecciones o a contaminantes am-
bientales,*® o cuando existe una exposicion repeti-
da a antigenos, éstos se adhieren entonces a las
células M, las cuales se encuentran recubriendo
una buena parte del tejido linfoide y que estan
especializadas en la transportacion selectiva de
particulas antigénicas desde la luz hacia adentro,
donde se encuentran las células del sistema in-
mune.’>"18 Estas células M fueron inicialmente
descritas en las placas de Peyer donde se deter-
mind su estructura y funcién. Los estudios reali-
zados en la mucosa nasofaringea evidencian gque
existe similitud estructural e incluso funcional
entre éstas y aquéllas.*®
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La superficie apical de las células M difiere de
las células epiteliales en su capacidad para captar
elementos particulados que entran a la mucosa,
como por ejemplo, microorganismos no pertene-
cientes a la flora normal y particulas de polvo, en-
tre otros. La membrana de las células M contiene
el glicolipido GM1, al cual puede unirse la toxina
colérica y una amplia variedad de carbohidratos
de membrana presentes en microorganismos pa-
tdgenos con capacidad de union selectiva. Esta pro-
piedad es aprovechada por muchos gérmenes para
invadir las mucosas.*®

Las particulas adheridas son transportadas a tra-
vés de estructuras tubulares y vesiculares seme-
jantes a endosomas en el citoplasma celular. Estos
materiales endocitados se mantienen practicamen-
te inalterados y luego son liberados en la zona ba-
sal de estas células, donde existen invaginaciones
en forma de bolsillos que permiten una estrecha
interaccién con las células inmunoldgicas que es-

Antigenos °
particulados R

tan inmediatamente por debajo. Los antigenos no
particulados o solubles penetran la mucosa naso-
faringea a través de la barrera epitelial por fuera
de las células M (Figura 1).%

En relacion con el tejido linfoide que se encuen-
tra en contacto con la barrera epitelial, hay que
diferenciar la poblacion celular adyacente a las cé-
lulas M en el tejido linfoide, de la poblacion que se
localiza por fuera de esta regién.

Por debajo de las células M existe una pobla-
cion celular que contiene linfocitos T, los cuales
segun estudios realizados con citometria de flujo
por Hiroi y Kiyono,* son en forma predominante
CD4+ CD8- (aproximadamente 75% CD4+
CD8-y 23% CD4- CD8+ del total de células T
CD3+). Ademés, 95% de estas células tienen TCR
ap y el resto yd. En esta regién también es posible
encontrar macréfagos y células foliculares dendri-
ticas, las cuales, obviamente, desempefian un pa-
pel esencial en la transportacion y presentacion an-
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Figura 1. Representacion es-
quematica del tejido linfoide
asociado a nasofaringe (TLAN),
la ldmina propia (LP) y las vias
de drenaje linfatico de la mu-
cosa nasal. Los antigenos par-
ticulados penetran a través de
las células M presentes en el
TLAN y luego son transporta-
das hacia los linfonodos cervi-
cales profundos (LNCPs)
desde donde se generan res-
puestas inmunoestimulantes.
Por su parte, los antigenos so-
— — lubles penetran mayoritaria-
mente atravesando la barrera
epitelial, siendo captados por
las células presentadoras de an-
tigenos en lalamina propia que
las transportan hacia los linfo-
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tigénica a las células T, probablemente en los linfo-
nodos regionales como se vera mas adelante.

De igual modo, en este sitio, es posible encon-
trar células T con un perfil de citoquinas que incluye
IFNy e IL-4 y, en menor proporcién, células que
secretan IL-4 o IL-6, seguin se demostrd por analisis
de ARNm, utilizando RT-PCR. Estos hallazgos su-
gieren que en el TLAN existe un ambiente ThO pre-
dominante, el cual deriva a Thl o Th2 luego de es-
timulos antigénicos apropiados.* EI microambiente
existente en esta region, con la presencia de células
presentadoras de antigenos, células T predominan-
temente auxiliadoras (CD4+) y con un perfil de
citoguinas predominante que las asocian con un
patron ThO, refuerzan el criterio de que el TLAN es
un sitio inductor de respuesta inmune.

Por fuera de esta region, es decir, en la lamina
propia, existe una poblacién celular donde predo-
minan linfocitos recirculantes y que han sido pre-
viamente activados en otros sitios o en el propio
TLAN. En este sitio existe una proporcién tam-
bién predominante de linfocitos T CD4+ CD8-,
existiendo alrededor de 50% de éstos, 30% de
linfocitos T CD4—- CD8+ y 20% de linfocitos CD4—
CD8-, segun los estudios citométricos de Hiroi y
Kiyono. A diferencia del TLAN, aqui se encontré
mayor proporcion de células Tyd (30%), aungue
continud el predominio de las af3. Todas las células
T CD4+ CD8- expresaron TCR af3, entre 5y
10% de células T CD4— CD8+ eran ydy la pobla-
cion CD4-CD8-y también expreso el TCR ya.

En relacion con el perfil de citoguinas, se en-
contré que las células T CD4+ producen citoqui-
nas pertenecientes al patrén Th2 (IL-4 e IL-5) con
mayor proporcion gue las que producen los pa-
trones ThO y Thl. Estas células Th2 desempefian
un papel fundamental en la diferenciacion de célu-
las B con IgA de superficie a células formadoras de
anticuerpos IgA, también conocidas como células
plasméticas. Ademas, un elemento estructural en
esta zona es la presencia de vénulas endoteliales
altas (VEA) las cuales son importantes en el “ho-
ming” de las poblaciones linfoides que se localizan
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en esta region. Tomando juntas todas estas obser-
vaciones es posible inferir que la lamina propia
constituye un sitio predominantemente efector.

La anatomia de la nasofaringe muestra una
coneccion estrecha entre la mucosa nasal y el oido
medio a través de la trompa de Eustaquio, entre la
mucosa nasal y la ocular mediante el conducto
lagrimal y entre la nasal y la cavidad oral por medio
del conducto nasofaringeo y entre la mucosa nasal
y el tracto broncopulmonar a través del conducto
nasofaringeo, la laringe y la trdquea. Estas conexio-
nes anatémicas ofrecen oportunidades a los
patégenos a alcanzar los ojos, el oido medio, la
boca y el tejido broncopulmonar, por lo que el te-
jido linfoide nasofaringeo juega un rol crucial en la
defensa de todos estos tejidos contra los gérme-
nes que penetran por via aérea.?

La inmunizacién intranasal contra Haemophilus
influenzae, un agente causal de otitis media, indu-
ce titulos de anticuerpos especificos en el lavado
otico y células T de memoria especificas en la mu-
cosa del oido medio. La efectividad de la protec-
cion del oido medio a través de la inmunizacion
intranasal, indica que el tejido nasal es una puerta
de entrada para patogenos del oido medio.*?

Induccion de respuesta
inmune en el TLAN

La naturaleza de la interaccién entre los antigenos,
la mucosa nasal y el TLAN depende de la compo-
sicién, la dosis y la frecuencia de administracion
del antigeno, asi como de la integridad del epitelio.
Los antigenos solubles pueden penetrar facilmen-
te el epitelio nasal por fuera de las células M y en-
trar en contacto con las células presentadoras de
antigenos (CPA) localizadas en la lamina propia, las
cuales los transportan hacia los linfonodos cervi-
cales superficiales (LNCS), pasando luego a los
linfonodos cervicales posteriores (LNCPs) a tra-
vés de los cuales se induce una respuesta inmune
sistémica o un estado de tolerancia inmunoldgica
especifica.

Rev Mex Patol Clin, Vol. 50, NUm. 4, pp 199-208 = Octubre - Diciembre, 2003



Batista DA. Aplicacion intranasal de vacunas

Por otro lado, los antigenos particulados pue-
den ser eliminados facilmente de la mucosa gra-
cias al sistema mucociliar. Sin embargo, cuando
estos antigenos logran adherirse al epitelio, pue-
den penetrar a través de las células M, ser proce-
sados por las células presentadoras de antigenos
presentes en el TLAN, las que drenan hacia los
linfonodos cervicales posteriores, los cuales estan
involucrados en la induccién de una respuesta in-
mune secretoria, dominada por la generacion de
células formadoras de anticuerpos IgA especifica.??

Aln no estén totalmente dilucidados todos los
factores y los mecanismos que determinan la incli-
nacion hacia una o hacia otra respuesta, pero si
existen evidencias de que los linfonodos cervicales
superficiales ejercen funciones supresoras/activa-
doras, mientras que en los linfonodos cervicales
posteriores existe un microambiente principalmen-
te estimulador de la respuesta IgA especifica.® Es
también posible que los antigenos particulados que
entran a través de las células M encuentren un
microambiente en el TLAN que propicia la activa-
cién inmunoldgica.

Una vez ocurrida la induccién de la respuesta in-
mune con la consiguiente proliferacion, diferencia-
cién y activacion celular, comienza un proceso de
recirculacion linfocitaria, gracias al cual es posible en-
contrar efectores inmunoldgicos tanto en la propia
mucosa respiratoria como en otras mucosas distan-
tes al sitio de induccion. Esto constituye una prueba
de que aun cuando existen determinadas particulari-
dades en los diferentes sitios de induccion en las
mucosas (nasofaringe, mucosa bronquial y placas de
Peyer, entre otras), existe un sistema inmune comdn
en las mucosas, arménicamente integrado y a la vez
compartimentalizado, eficaz contra los agentes pa-
tégenos procedentes del ambiente.®”?° Aunque el
TLAN Yy las placas de Peyer son sitios importantes de
induccion inmune en mucosas, existen diferencias.
Las placas de Peyer pueden ser los sitios centrales
en lainduccion de la sintesis de inmunoglobulinas se-
cretorias, mientras que el TLAN parece estar involu-
crado més en respuestas celulares.?

Formulaciones antigénicas
para uso intranasal

Aungue en los ultimos afios ha habido un crecien-
te interés en desarrollar formulaciones para uso
en inmunizaciones intranasales, ya en los afios 20
se reportaron evidencias de que la administracion
por via nasal podria ser (til para inmunizar contra
determinadas enfermedades, cuando Peters y
Allison en 1929 investigaron la posibilidad de indu-
cir inmunidad contra la fiebre escarlatina por apli-
cacién repetida de la toxina eritrogénica en la mu-
cosa nasal. En este estudio, de un grupo de 62 hu-
manos que fueron evaluados, 46 mostraron inmu-
nidad (reportado por Almeida Al et al®). El mayor
conocimiento del tejido linfoide asociado a muco-
sa respiratoria y su funcionamiento, asi como el
desarrollo de nuevas formulaciones adyuvantes y
sistemas de liberacidn, han permitido retomar las
investigaciones basicas y aplicadas relacionadas con
esta via de inmunizacion.

Teniendo en cuenta que para obtener resulta-
dos favorables en una inmunizacion intranasal es
necesario lograr que el antigeno pueda ser capta-
do por las células M del TLAN, para, a partir de
ahi, generar una respuesta inmune especifica sig-
nificativa y que en la actualidad la mayoria de los
antigenos que se emplean en las vacunas son de
nueva generacion, como los péptidos sintéticos o
recombinantes, es imprescindible utilizar formula-
ciones en las que estos antigenos se combinen con
elementos que faciliten su adherencia a la mucosa
y su penetracion. El uso de los adyuvantes inmu-
noldgicos constituye una excelente alternativa para
lograr este objetivo. 1024

Los adyuvantes son sustancias de naturaleza qui-
mica diversa que han sido utilizadas para potenciar
la respuesta inmune desde hace mas de 70 afios. El
adyuvante completo de Freund ha sido el mas utili-
zado y el méas potente de los que se han empleado
en inmunologia experimental; sin embargo, los efec-
tos adversos que produce no permite su utilizacion
en vacunas humanas®#y actualmente se trabaja en
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reducir su uso y aun sustituirlo completamente
por otros menos toxicos en procedimientos con
animales de laboratorio.?” Por otro lado, el hi-
dréxido de aluminio es el Unico adyuvante licen-
ciado para ser utilizado en humanos por su bajo
perfil de toxicidad, aungque este producto ya no
satisface las necesidades actuales en vacunas, es-
pecialmente cuando se requiere obtener respues-
tas celulares significativas.

En general, los adyuvantes han sido ampliamen-
te utilizados por la via parenteral para obtener res-
puestas inmunes sistémicas; sin embargo, su apli-
cacion en la estimulacién de inmunidad via muco-
sa ha sido menor, siendo una dificultad el logro de
una adecuada adherencia del antigeno y el
adyuvante a la superficie de la mucosa. A pesar de
esto, existen numerosas investigaciones que de-
muestran la eficacia de varios adyuvantes en la in-
duccion de una respuesta inmune en las mucosas
e incluso sistémica utilizando la via intranasal.*

Uno de los adyuvantes mas utilizados para las
mucosas Yy considerado el méas potente en la actuali-
dad es la toxina colérica producida por Vibrion cho-
lerae, al igual que otra toxina homadloga, la entero-
toxina termolabil de Escherichia coli. Ambas son es-
tructuralmente muy semejantes, con dos subunida-
deS A y B.19,28-3l

La toxicidad de ambas toxinas en mucosas radi-
ca en el componente A, el cual puede ser disocia-
do en dos piezas A1 y A2. Al cataliza la ADP ri-
boxilacion de las proteinas que se unen a GTP en
la superficie basolateral de la célula epitelial con
incremento de los niveles intracelulares de AMP,
lo cual conlleva a la secrecion de agua y electroli-
tos en la luz de las mucosas. En esto radica funda-
mentalmente la toxicidad de la toxina colérica.

Se han utilizado varias estrategias para dismi-
nuir la toxicidad de la toxina colérica (TC). Una de
ellas es utilizar s6lo la subunidad B (TCB) con la
cual se disminuye significativamente la adyuvancia,
por lo que se requiere la adicion de pequefias can-
tidades de TCA. El uso de TCB recombinante, asi
como la manipulacién molecular por ingenieria
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genética a través de la cual se logra realizar muta-
ciones bien definidas, u obtener proteinas de fu-
sién como las logradas entre TCA y un dominio de
la proteina A de S. aureus, constituyen opciones
que permiten disminuir la toxicidad mientras se
mantiene la adyuvancia.®

Estas toxinas han sido y estan siendo ensayadas
con multiples antigenos microbianos. Una de las
aplicaciones mas prometedoras de estas toxinas
podria ser como adyuvante para una vacuna via
mucosa contra influenza; sin embargo, la toxicidad
y la alergenicidad son problemas que deben ser
resueltos.?%

Los sistemas particulados han sido aplicados
por via intranasal con evidencias de induccién de
respuesta inmune especifica. La penetracién de
bacterias y virus, tanto natural como experimen-
talmente, indican la existencia de una via para la
toma de particulas por via nasal.*® La absorcion
de particulas fluorescentes de poliestireno en ra-
tas y otros sistemas particulados han demostra-
do mecanismos similares a los encontrados en las
placas de Peyer. En el caso de penetracién por
nasofaringe, estas particulas drenan a los linfo-
nodos cervicales posteriores, con la obtencién de
fuertes respuestas mediadas por IgA. Se han uti-
lizado con éxito los lactobacilos como sistemas
replicantes para la penetracion de la inmunidad
via mucosas.®* Al parecer, los sistemas replican-
tes tienen ventajas en cuanto a la estimulacion in-
munoldgica en mucosa en comparacion con los
no replicantes, debido a la capacidad que aqué-
llos tienen de colonizar la mucosa.

También se ha especulado sobre el tamafio
Optimo de las particulas para ser absorbidas por
las células M. En estudios realizados en células
M de las placas de Peyer se ha observado un
amplio rango de tamafios de particulas con ca-
pacidad de induccién inmunoldgica via mucosas.
Por otro lado, en estudios realizados en TLAN,
se observo que los hematies de carnero (antige-
nos T dependientes) no inducian adecuadas res-
puestas y se asumié que tal vez el tamafio de
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estas células de alrededor de 7 um era una de
las causas. Sin embargo, luego se evidenci6 que
la ovoalbumina encapsulada en particulas de al-
ginato de hasta 40 um de didmetro indujo una
fuerte respuesta en mucosas. Este resultado
pone en duda el criterio existente de que 5 um
constituye un tamafio limite en relacion con el
didmetro de particulas para la estimulacion de
una respuesta inmune en mucosas.3-3¢

Dentro de los sistemas particulados, las micro y
nano particulas han sido extensamente estudiadas.
Las microesferas de poly (lactide-co—glycolides)
(PLGs) son particulas biodegradables y biocom-
patibles que han sido ampliamente utilizadas en ciru-
gia como material de sutura. Estos compuestos han
sido ensayados con mdltiples antigenos para inmuni-
zaciones intranasales y se ha demostrado su poten-
cial en la proteccién de la superficie mucosa.®’

Una de las propiedades que mas se aprovechan
de este producto es su biodegradabilidad que per-
mite la liberacion lenta de antigenos desde el sitio
de inoculacién; también promueve el atrapamiento
y retencion de los antigenos en los linfonodos lo-
cales. Ademas, esas particulas son captadas por los
macrdéfagos y células dendriticas, lo que incrementa
su capacidad de presentacion antigénica y la ela-
boracion de citoquinas importantes en la fase de
induccion de respuesta inmune.* De igual modo,
ha sido demostrado que estas microparticulas fa-
vorecen un patron Th1.*® Pero sin lugar a dudas,
uno de los mayores intereses con estos adyuvantes
es la de servir como sistemas de liberacion de
antigenos en vacunas para ser aplicados a dosis
anica.¥’

Los liposomas, vesiculas formadas por bicapas
lipidicas tipo membranas simples o multilaminares
con un tamafio entre 20 nm y 3 pm, constituyen
un grupo interesante de adyuvantes que han de-
mostrado sus propiedades inmunoestimulantes al
ser administrados conjuntamente con el antigeno,
ya sea unido a la membrana cuando las moléculas
son lipofilicas y anfipaticas o en el espacio inter-
membranal si la molécula es hidrofilica, obtenién-

dose excelentes resultados cuando son utilizados
por via mucosa para la induccion de respuestas an-
tigeno-especificas. Los liposomas tienen la capaci-
dad de facilitar la captacion del antigeno por las
células presentadoras de antigenos, y son efecti-
vos en la induccion de linfocitos T citotdxicos. Por
su naturaleza anfifilica, son capaces de incorporar
sustancias inmunomoduladoras que incrementan
su eficacia.042

En la actualidad, el uso de estructuras lipidicas
polares presentes en archaeobacterias confieren
gran estabilidad a los liposomas denominados en
este caso archaeosomas, los cuales inducen fuerte
respuesta humoral, inmunidad celular y memoria.
Aln no se han publicado trabajos que demuestren
la efectividad de archaeosomas en nasofaringe.**4°

Otra interesante modalidad de liposomas, los
cocleatos, son bicapas lipidicas enrolladas en espi-
ral, sin espacios acuosos internos y con iones cal-
Cio que enlazan las capas adyacentes. Han sido uti-
lizados por via mucosa con resultados muy favora-
bles, obteniéndose respuestas inmunes potentes
y duraderas, tanto celulares como por anticuer-
pos, luego de su aplicacion por diferentes vias, in-
cluyendo oral, intranasal, ademas de las vias intra-
muscular y subcutanea.*®

Los ISCOMs o complejos inmunoestimulantes
constituyen otros adyuvantes particulados con un
tamafio entre 30 y 60 nm. Fueron descritos por
Morein y colaboradores en 1984.47 Estas estruc-
turas se presentan en dos variantes: el primero
es el clasico ISCOM formado por una combina-
cién de colesterol, saponinas, fosfolipidos y pro-
teinas anfipaticas. El segundo es en esencia la mis-
ma estructura, pero sin las proteinas, y se cono-
ce como ISCOMATRIX. Estas estructuras que
pueden acoplar una gran variedad de antigenos
han sido evaluadas en la induccion de inmunidad
en las mucosas aplicadas por via oral; sin embar-
go, aun no existen suficientes reportes de su uti-
lizacion intranasal.*®

Una novedosa propuesta la constituyen las va-
cunas de ADN/ARN. Desde hace més de 20 afios
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se ha establecido que los ribosomas bacterianos y
el ARN ribosomal pueden ser inmunogénicos y
protectores contra infecciones.* En la actualidad,
el uso de vacunas de ADN ha ido ganando espacio
entre las vacunas con mayores perspectivas de
desarrollo.50*

Estudios recientes han evidenciado que deter-
minadas secuencias de ADN bacteriano tienen la
capacidad de actuar como potentes estimulado-
res de la respuesta inmune y que este efecto es
debido a secuencias no metiladas de dinucleotidos
CpG que son inmunoestimuladores cuando se pre-
sentan en el contexto de ciertas bases en los ex-
tremos. Estas estructuras estan presentes en una
frecuencia de 1/16 bases en el ADN bacteriano, y
en los vertebrados su frecuencia es mucho menor
(1/50 a 1/60 bases), donde estan casi siempre me-
tiladas.%?

Las secuencias de ADN CpG bacterianas acttan
como sefiales de dafio que el sistema inmune inna-
to de los vertebrados pueden reconocer como
extrafias y desencadenar una respuesta inmune.*
Sobre este criterio se estan evaluando como
adyuvantes de vacunas por via mucosay parenteral
y, hasta el momento, se han evidenciado potentes
acciones inmunoestimulantes con un aceptable
perfil de inocuidad.>4-%

Conclusiones

Aunque la mucosa nasal esta establecida como una
via alternativa potencial para la administracion de
vacunas, aun no han sido explotadas todas sus posi-
bilidades para la induccion de respuestas inmunes.
Se han realizados muchos estudios en los que se
describen las células y los sitios implicados tanto en
la fase de induccion como efectora de la respuesta
inmune. Uno de los hallazgos mas interesantes con-
siste en la demostracion de que con la aplicacion
intranasal de antigenos es posible lograr respuestas
especificas no sélo localmente, sino en tejidos dis-
tantes como la vagina, lo cual permite disefiar vacu-
nas para la prevencion de infecciones de transmi-
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sion sexual utilizando esta via. No obstante, si tene-
MOS en cuenta gue por via respiratoria penetran un
gran nimero de gérmenes que producen infeccio-
nes que generan alta mortalidad en todo el mundo,
como las neumonias, la tuberculosis, las meningoen-
cefalitis y la gripe, entre otras, es posible compren-
der por qué existe un marcado interés en desarro-
llar formulaciones de vacunas para uso intranasal que
permitan desarrollar una adecuada proteccion des-
de la puerta de entrada para la prevencion de estas
enfermedades.

En este campo, uno de los focos de mayor aten-
cion es la busqueda de adyuvantes y vehiculos para
ser utilizados en formulaciones que permitan una
adecuada transportacion de las moléculas antigé-
nicas hacia los sitios inductores donde se encuen-
tran las células M, asi como una adecuada y dura-
derainmunoestimulacion sin la generacién de efec-
tos adversos. En este sentido, estan siendo eva-
luados varios productos, fundamentalmente par-
ticulados, algunos de los cuales podran ser consi-
derados en un futuro para ser utilizados en formu-
laciones de vacunas.

Mientras tanto, continlan las investigaciones
para dilucidar otros mecanismos inmunolégicos
que participan en la respuesta inmune en nasofa-
ringe, fundamentalmente celulares, lo cual permi-
tird un mejor disefio de vacunas, con especial inte-
rés en las que actlan contra gérmenes intracelula-
res, como las micobacterias, los hongos y los vi-
rus, e incluso para el desarrollo de formulaciones
gue sirvan como herramientas terapéuticas o pre-
ventivas contra las células neoplasicas.
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Estimados médicos residentes de Patologia Clinica en Latinoameérica:

Como ya es tradicidn, en el marco del XVII Congreso Latinoamericano de Patologia Clinica a realizarse en la Paz Bolivia,
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