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INTRODUCCION

El objetivo de este articulo es exponer el papel que desem-
penan los adyuvantes en las nuevas vacunas frente al virus
del papiloma humano (VPH), y la importancia de combi-
nar el antigeno (Ag) mas inmundgeno con el adyuvante
mas potente, con el fin de obtener la vacuna mas eficaz.

Se mencionaran muchos conceptos, ya explicados en
otros articulos de este suplemento, sobre las bases inmu-
nologicas de las vacunas y de la infeccion por el VPH, fun-
damentales para entender el funcionamiento de estos ad-
yuvantes.

Las vacunas son desarrolladas con el fin de simular la
infeccién por un determinado microorganismo, inducien-
do proteccion y poniendo en marcha respuestas inmunes
(RI) similares a las encontradas tras la infeccion natural. La
identificacion del mecanismo efector responsable de esta
proteccion es el primer paso en el disefio de una vacuna.
A continuacion se seleccionara el Ag que pueda desenca-
denar la respuesta deseada y después se identificaran los
medios para presentarlo de forma efectiva al sistema in-
mune (SD!L.

Tradicionalmente, las vacunas se basaban en el empleo de
virus vivos atenuados o células completas, que resultaban
muy inmunogenos. Sin embargo, en las nuevas vacunas se
utilizan subunidades de los patogenos o Ag sintéticos o re-
combinantes puros, que son mas seguros pero inducen una
RI mas débil®. Esto hace necesario el empleo de adyuvantes
potentes para incrementar la respuesta del SI.

Historicamente se ha dado mas importancia a la res-
puesta humoral inducida por la vacuna, dejando a un
lado la respuesta celular, lo que llevo al desarrollo de
adyuvantes que reforzaban exclusivamente la produccion
de anticuerpos (Acs), sin inducir una respuesta Thl
mediada por linfocitos T citotoxicos (LTC).
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En las vacunas modernas hay un nuevo reto, ya no es
suficiente con seleccionar el mejor Ag y la via de presenta-
cion mas eficaz. En la actualidad, y para prevenir pato-
logias mas complejas, se necesita optimizar al maximo la
RI frente a los patogenos causantes de estas enfermedades.
Por ello, para cada vacuna en particular debe combinarse
el Ag mas inmunoégeno con el adyuvante mas eficaz, capaz
de potenciar al maximo la Rl y mantenerla en el tiempo?.

A continuacion se describen algunas generalidades sobre
los adyuvantes para comentar, después, los empleados en las
vacunas disponibles frente al VPH, sales de aluminio y ASO*.

ADYUVANTES: GENERALIDADES

Origen de los adyuvantes

Los adyuvantes son sustancias que, afiadidas a la formula-
cion de las vacunas, potencian la inmunogenicidad de los
Ag con los que son co-administrados™.

La investigacion en este campo se ha convertido en la
actualidad en algo mucho mas sofisticado con el desarro-
llo de nuevos adyuvantes con mecanismos de accion in-
novadores, aunque los adyuvantes (del latin adjuvare que
significa ayuda o refuerzo) han sido utilizados para poten-
ciar la RI durante mas de 75 anos.

En 1925 Ramon fue el primero en demostrar que era
posible incrementar de forma artificial los niveles antige-
no-especificos del antitoxoide diftérico o tetdnico. La ac-
tividad adyuvante de las sales de aluminio fue demostrada
en 1926° con el toxoide diftérico adsorbido en aluminio.
Desde entonces los compuestos basados en las sales de
aluminio (principalmente hidroxido y fosfato) contintian
monopolizando las vacunas usadas en seres humanos. A
pesar del descubrimiento de otros adyuvantes mas potentes,
como el adyuvante de Freund o los lipopolisacaridos’,
no se consideraron apropiados para su uso en seres hu-
manos por su alta toxicidad, tanto local como sistémica.
Esto ha llevado a que en los ultimos 80 afios las sales de
aluminio fueran los tnicos adyuvantes autorizados en va-
cunas para uso en seres humanos.
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Tabla 1. Principales funciones de los adyuvantes

Potenciar la inmunogenicidad de antigenos muy purificados o recombinantes

Reducir la cantidad de Ag o el namero de inmunizaciones necesarias para conseguir una respuesta protectora
Aumentar la eficacia de la vacuna en poblaciones especiales: recién nacidos, ancianos o inmunodeprimidos
Actuar como sistemas de liberacion de antigenos para su captacion por la mucosa

Funcion de los adyuvantes
Un adyuvante puede ser utilizado con varios propésitos!?,
como se indica en la tabla 1.

Caracteristicas del adyuvante ideal

Puede que el adyuvante “ideal” no exista, ya que cada ad-
yuvante tendra que presentar unas determinadas caracteris-
ticas en funcion del Ag al que se una. De forma general las
propiedades deseables son las presentadas en la tabla 2119,

Clasificacion de los adyuvantes

Teniendo en cuenta la gran variedad de compuestos que
pueden incrementar la RI frente a un Ag y que, por tanto,
pueden funcionar como adyuvantes, no existe una unica
clasificacion, y estos pueden ser agrupados en funcion de
su origen, mecanismo de accion o propiedades fisicoquimi-
cas. Por eso, se han publicado diferentes clasificaciones!1°.

Teniendo en cuenta su mecanismo de accion (lo cual es
importante para las caracteristicas cuantitativas y cualitati-
vas de la RI generada), Pashine los clasifica en:

1) Potenciadores inmunes que activan la RI innata, bien
directamente (como las citocinas) o a través de receptores
presentes en la superficie de las células presentadoras de
Ag (CPA). Entre estos se incluye el monofosforil lipido A
(MPL) y otros derivados bacterianos.

2) Sistemas de liberacién que pueden concentrar y pre-
sentar Ag en patrones repetitivos, favorecer la presentacion
del Ag a la CPA y ayudar a co-localizar los Ag con los po-
tenciadores inmunes. Entre estos se encuentran las sales
de aluminio y la emulsién de aceite en agua MF59.

Hasta hace muy pocos afios, la mayoria de la investigacion
en el desarrollo de nuevas vacunas se centraba, funda-
mentalmente, en obtener nuevos Ag protectores y en me-
jorar las vias de presentacion de los mismos, mas que en
optimizar y adecuar al maximo la RI frente a estos Ag. Como
consecuencia de ello, hasta hace muy poco tiempo solo
estaban autorizados para su uso en seres humanos los ad-
yuvantes del grupo de sistemas de liberacion.

Era necesaria una investigacién mas activa en el campo
de los adyuvantes que permitiera disponer de una mayor
variedad y con diferente mecanismo de accion.

Como resultado de esta investigacion, desde 2005 se
encuentra comercializada una vacuna frente al virus de la
hepatitis B adyuvada con ASO4!!. Se trata de un adyuvante
potenciador inmune con un mecanismo de accion dife-
rente a los adyuvantes comercializados hasta el momento.
Recientemente una segunda vacuna formulada con ASO4,
en este caso frente al VPH 16 y18, ha recibido la autoriza-
cién para su comercializacion por parte de la Comision
Europea. Esta investigacion debe continuar, lo que permi-
tira disponer de un mayor ntimero de adyuvantes para ser

usados en las nuevas vacunas con Ag recombinantes, y
adecuar esta combinacion en funcion de los requerimientos
especificos de cada vacuna en particular?.

ADYUVANTES UTILIZADOS EN LAS VACUNAS
FRENTE AL VIRUS DEL PAPILOMA HUMANO

Adyuvantes clasicos: sales de aluminio

Desde el descubrimiento de su capacidad adyuvante hace
mas de 80 afios, las sales de aluminio han sido el adyu-
vante de referencia, siendo hasta hace muy poco el unico
adyuvante autorizado para su uso en seres humanos.

Bajo el término general de sales de aluminio se englo-
ban fundamentalmente el fosfato (fosfato de aluminio e
hidroxifosfato sulfato de aluminio amorfo) e hidréxido de
aluminio. Dos de ellas se utilizan en la formulacion de las
vacunas disponibles frente al VPH: el hidroxifosfato sulfa-
to de aluminio amorfo, de forma aislada, en la vacuna de
Sanofi Pasteur MSD (Gardasil®): y el hidroxido de alumi-
nio combinado con MPL en la formulacion de la vacuna
frente al VPH 16 y 18 de GlaxoSmithKline. Los mecanis-
mos de accion de las sales de aluminio no son del todo
bien conocidos, pero se ha descrito que podria actuar me-
diante!12:

1) Efecto “depot”, que consiste en la retencion del Ag en
el sitio de inyeccion, a una elevada concentracion y por un
tiempo suficiente que permita su captacion por la CPA.

2) Son capaces de activar las CPA y la via del comple-
mento e inducen la producciéon de quimocinas, lo que es
evidente por la respuesta inflamatoria local.

3) Inducen una eficiente captacion de las particulas an-
tigénicas adsorbidas en aluminio por parte de los macro-
fagos.

Aunque el mecanismo de accion de las diferentes sales
de aluminio es el mismo, su eficacia parece no serlo. Asi,
el hidroxido de aluminio parece mas potente que el fosfa-
to de aluminio, lo que puede ser debido a su mayor capa-
cidad de adsorcién a pH neutro!®. Una publicacion re-
ciente muestra datos en un modelo murino que también
pone de manifiesto la diferente capacidad de adsorcion de
estas tres sales de aluminio, lo que podria influir en la dife-
rente inmunogenicidad inducida por cada una de ellas'*.

Las principales ventajas de las sales de aluminio son su
seguridad demostrada, tras miles de millones de dosis ad-
ministradas, y la induccién de mayores niveles de Acs y
mas persistentes en el tiempo, en comparacion con la in-
munizacion con vacunas solubles no adyuvadas, especial-
mente con los toxoides solubles!3.

Las sales de aluminio presentan las siguientes limitacio-
)
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Tabla 2. Principales caracteristicas que debe reunir un adyuvante

Buen perfil de seguridad

Elevada estabilidad

Minimas variaciones entre lotes que asegure una respuesta consistente
Produccion a bajo coste

Su combinacion con el antigeno debe conseguir una respuesta protectora mas potente que la inducida por el antigeno solo
La eficacia debe ser conseguida utilizando un ndmero reducido de dosis de vacunas y con una menor concentracion de antigeno

Biodegradable y de fécil eliminacion del organismo una vez finalizado su efecto adyuvante

1) La tendencia para inducir una RI mediada por inmu-
noglobulin (Ig) E, lo que se correlaciona con las reacciones
locales tras su inyeccion.

2) La incapacidad de reforzar la inmunidad humoral en
ciertas vacunas en seres humanos.

3) La incapacidad para inducir una RI celular, lo que es
debido a que las sales de aluminio aumentan principal-
mente la RI tipo Th2, pero no tienen casi efecto sobre la
respuesta Thl.

Nueva generacion de adyuvantes: AS04

En la figura 1 se muestran de forma esquematica y resu-
mida los diferentes pasos desde el reconocimiento del
patégeno por la CPA hasta que se desencadena la RI adap-
tativa, que ayudara a entender el mecanismo de accion in-
novador de este adyuvante.

Por todo lo que se ha comentado con anterioridad en
este articulo, podemos pensar que el desarrollo y autoriza-
cion de nuevos adyuvantes es, en términos generales, muy
interesante para la formulacion de multiples vacunas, y en
particular para el disefio de vacunas frente al VPH.

Si tenemos en cuenta conceptos ya comentados en este
suplemento sobre inmunologia e infeccion por el VPH, a
la hora de prevenir dicha infeccion hay que tener en cuenta
los mecanismos inmunes que se ponen en marcha de for-
ma natural, asi como lo esquivo que resulta este virus para
el SI. El VPH ha adoptado diferentes mecanismos para evitar
su deteccion por el SI del huésped. Esto es posible gracias
al hecho de ser una infeccion exclusivamente intraepite-
lial, que no se acomparia de viremia, a que este virus
induce una minima muerte celular con escasa inflamacion
y a que es capaz de inhibir la secrecion de citocinas
antiviricas como el interferon (IFN)1>16. Todo ello ha
supuesto un reto a la hora de disefiar nuevas vacunas pa-
ra proteger frente a esta infeccion.

Un paso en el desarrollo de nuevos adyuvantes lo cons-
tituye la posibilidad de combinar dos adyuvantes con me-
canismo de accion diferentes, con la idea de potenciar sus
efectos para reforzar y/o modular la respuesta inmune
frente a un determinado Ag!’. Es lo que se conoce como
formulacion adyuvante!©.

Dentro de estas formulaciones de adyuvantes se en-
cuentra el AS04, la unica autorizada hasta el momento
en dos vacunas para uso en seres humanos, ambas de
GlaxoSmithKline. Una de ellas es FENDrix®, la vacuna
frente al virus de la hepatitis B para pacientes en pre-he-
modialisis o en hemodialisis'}18, en el mercado desde
hace varios afos. Y la otra es la vacuna contra el VPH 16

y 181920 que ha obtenido recientemente, como ya se ha
comentado, la autorizacion para su comercializacion por
la Comision Europea.

El ASO4 consiste en la combinacion del hidroxido de
aluminio, uno de los adyuvantes clasicos ya comentados,
con el MPL un adyuvante innovador. El MPL es un deri-
vado detoxificado y purificado del lipopolisacarido de la
pared bacteriana de Salmonella minnesota®!. Su mecanismo
de accion es novedoso para un adyuvante en vacunas pa-
ra uso en seres humanos, ya que su efecto inmunomodu-
lador lo desarrolla tras su union a los receptores tipo Toll
4 (TLR-4)%!. Esta union entre el MPL y los TLR tipo 4 pro-
porciona a la CPA una informacién adicional, incremen-
tando su eficacia en la presentacion del Ag a los linfocitos
2223

Los receptores tipo Toll son un componente esencial de
la RI innata y adaptativa, pues se encargan del reconoci-
miento de los diferentes patogenos y desencadenan res-
puestas dirigidas a eliminarlos y a desarrollar memoria
inmunoldgica’*. Forman parte de los receptores para el
reconocimiento de patrones (pathogen recognition receptors
[PRR]), presentes tanto en células involucradas en la RI co-
mo en células no inmunes?>. Sus ligandos son los patrones
moleculares asociados a patégenos (pathogen associated
molecular patterns [PAMP]), moléculas muy conservadas
estructuralmente y que son vitales para la supervivencia
del patégeno. Constituyen un elemento clave en la cone-
xion entre la Rl innata y adaptativa, pues promueven la
presentacion antigénica y la induccion de un patron
especifico de secrecion de citocinas, dependiendo de que
se trate de un Ag intracelular (patron Thl) o extracelular
(patrén Th2)%26,

La captura del Ag y la union del MPL activan la CPA y
hace que migre hacia el ganglio linfatico, donde se inician
los pasos claves de la activacion de los linfocitos, la pro-
duccion de Acs y la generacion de la memoria inmunolé-
gica?’. De esta manera el adyuvante ASO4 incrementa la
eficacia de todas las etapas posteriores de la R121:28.

Este innovador mecanismo de accion se traduce, clini-
camente, en la induccion de una respuesta de anticuerpos
mas potente y mantenida en el tiempo que la inducida por
las sales de aluminio, y en la generacion de un mayor na-
mero de linfocitos B de memoria, comparado con la mis-
ma vacuna formulada con hidréxido de aluminio!®.

Una diferencia importante respecto a las sales de alumi-
nio es que el MPL, ademas de inducir una respuesta Th2
necesaria para la produccion de Acs, también induce una
potente respuesta Th1%2-*8 activando a su vez la inmuni-
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(6) Activacion
linfocito Th

Activacion

cps ()

(1) Patogeno/antigeno (PAMP = codigo de barras)

(2) Receptores tipo Toll
(“lectores del cadigo de barras” que identifican a los PAMP)

Células plasmaticas
secretoras de anticuerpos
\ Linfocitos B de
memoria

(8) Produccion
células
plasmaticas

y LB memoria

(7) Activacion LB
y linfocito Tc

Figura 1. Activacion del Sl innato y adaptativo. (1) Las células presentadoras de antigeno (CPA) tienen capacidad para detectar y reconocer a
los diferentes patégenos y antigenos a través de sus PRR (receptor de reconocimiento de patrones). Podria decirse que los PRR se comportan
como “lectores de los codigos de barra” del patégeno, identificando los PAMP (patrones moleculares asociados a patdgenos).

(2) Los receptores tipo Toll son proteinas que actian como PRR en los mamiferos, reconaciendo los distintos componentes de los
microorganismos.

(3) Las CPA expresan moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad de clase Il (MHC Il) en su superficie y son capaces de presentar
péptidos a los linfocitos Th (cooperadores). Las CPA mas importantes son los macréfagos, las células dendriticas y los linfocitos B.

(4) La respuesta inmunitaria a los antigenos T dependientes (proteinas) se inicia con la captacion, procesamiento y presentacion del antigeno
por una CPA. Los antigenos capturados pasan al interior de las vesiculas del citoplasma y son degradados en péptidos pequefios. Estos
péptidos mas pequefios, una vez unidos de forma no covalente a las moléculas MHC Il, son reconocidos en la superficie de las CPA por los
linfocitos Th.

(5) La respuesta inmune adaptativa comienza con el reconocimiento del antigeno por los receptores especificos de membrana de los linfocitos
T (TCR: receptor de la célula T).

(6) EI LTh se activa una vez que se produce el reconocimiento a través de su TCR del antigeno procesado y asociado a las moléculas MHC I
en la superficie de la CPA.

(7) Una vez activados, los LTh son fundamentales, ya que inducen a su vez la activacion de los linfocitos T citotéxicos (LTc) y de los linfocitos
B, orquestando toda la respuesta inmune adaptativa.

(8) Los linfocitos B se diferencian de células plasmaticas productoras de anticuerpos y de células de memoria que constituyen la base de la

memoria inmunoldgica.

dad celular necesaria para la proteccion frente a numero-
s0s virus y bacterias intracelulares®!.

En la RI desencadenada tras la infeccion por el VPH se
puede detectar la activacion tanto de una respuesta Th2
como Th1. Por ello, la presentacion del Ag y su recono-
cimiento por la CPA tiene que producirse en las condicio-
nes mas idoneas. Ya hemos comentado la importancia de
la CPA como nexo de unién entre el SI innato y adaptativo,
mediado entre otros receptores por los TLR, desempenan-
do un papel importante en la determinacion, no solo de la

magnitud, si no también de la calidad de la respuesta
adaptativa®?.

Si tenemos en cuenta los mecanismos del VPH para eva-
dir el SI, y lo comparamos con la inmunomodulacién
inducida por el MPL tras su union a TLR-4, existen ciertas
ventajas respecto a la respuesta inducida tras una infeccion
natural. Estas diferencias se resumen en la tabla 3.

En resumen, el VPH es capaz de evadir la RI innata, lo
que retrasa la activacion de la RI adaptativa'®, encontrando
que la RI natural frente al VPH tras una infeccion es mas
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inducida por AS04

Tabla 3. Caracteristicas de la respuesta inmune tras la infeccion natural por el virus del papiloma humano comparada con la inmunomodulacién

Respuesta inmune tras infeccion natural'®

Inmunomodulacién inducida por AS04

Induccion de titulos bajos de Acs

Baja activacion de las células CPA en el epitelio cervical por la capside virica
Débil estimulacion del sistema inmune adaptativo

Escasa induccion de inflamacion

Induccién de escasa memoria inmunoldgica

Induccion de elevados titulos de Acs'®

Potenciacion de la activacion de las CPAZ2:23

Potenciacion de la respuesta inmune adaptativa26:28
Induccién de la produccion de citocinas pro-inflamatorias'®
Potente induccion de memoria inmunoldgica'®

Acs: anticuerpos; CPA: célula presentadora de antigeno.

débil cuando se compara con la inducida por la mayoria
de otros virus?®. Para vencer esta dificultad, lo ideal seria
disponer de una vacuna que, ademas de inducir unos ni-
veles séricos de Acs elevados, fuera capaz de activar de for-
ma eficaz el SI innato, consiguiendo una potenciacion de
la RI adaptativa. En este aspecto, y por todo lo que se ha
comentado, el ASO4 consigue este objetivo de una forma

mas eficaz que los adyuvantes clésicos!®.

CONCLUSIONES

En la ultima década hemos asistido a un importante au-
mento en la busqueda y desarrollo de nuevos adyuvantes
vacunales, lo que ha permitido apreciar el valor que pue-
den proporcionar en el disefio de nuevas vacunas.

El gran avance en este campo ha ido parejo al mayor co-
nocimiento que cada dia se tiene sobre los mecanismos
que regulan la RI. Asi, el descubrimiento de los TLR como
receptores clave para la activacion del SI innato, y la pos-
terior puesta en marcha de una RI adaptativa, ha hecho
que se conviertan en dianas interesantes para el desarrollo
de adyuvantes con un mecanismo de accion innovador
respecto a los adyuvantes clasicos.

Parece que la combinaciéon de varios adyuvantes con
mecanismos de accion diferentes podria ser la estrategia
mas util en el disefio de futuras vacunas, tratando de con-
seguir adyuvantes que induzcan una respuesta celular,
ademas de potenciar la produccion de anticuerpos. Esta RI
celular sera fundamental para el éxito de vacunas terapéu-
ticas, pero también para vacunas frente a infecciones por
virus y bacterias intracelulares. Las ventajas de estas
formulaciones de adyuvantes ya han podido ser compro-
badas en vacunas utilizadas para la inmunizacion en seres
humanos. En el caso concreto de la infeccion por el VPH,
y debido a la capacidad de este virus para evadir el SI, es
fundamental utilizar un adyuvante capaz de activar el SI
innato de una manera mas efectiva y rapida a la conseguida
en la infeccion natural, para iniciar una RI adaptativa mas
potente y mantenida en el tiempo.

Sin embargo, todavia queda mucho camino por reco-
rrer, y en los proximos anos habra que seguir explorando
nuevos adyuvantes que permitan optimizar al maximo la
eficacia de las vacunas, para conseguir los mejores resulta-
dos tanto en situaciones tradicionales, como en patologias
mas complejas y en poblaciones especiales, lo que su-
pondra un desafio para la moderna vacunologia.
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