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Resumen

Las enfermedades infecciosas siguen siendo la causa mds comun de mortalidad en
humanos, y por ello a dia de hoy se sigue luchando para conseguir una
implementacion de la vacunacion universal. Los adyuvantes de las vacunas, como el
aluminio, han permitido aumentar la eficacia de estas elevando la inmunogenicidad,
es decir, la capacidad del sistema inmunitario de reaccionar frente a un patdégeno
que por si solo no era suficientemente inmunoestimulador. Estos compuestos junto con
preservantes como el tiomersal, han sido objeto de investigacién, y en ocasiones
relacionados con un mayor riesgo a padecer enfermedades neurodegenerativas y
del comportamiento debido a que no son completamente inocuas, aungue sus
beneficios son superiores a los posibles riesgos. En este estudio se quiere evaluar la
situacidén de estos compuestos en la actualidad e intentar esclarecer si realmente
existe esta relacion nociva o no. El resultado ha sido que no existen pruebas
suficientes para afirmar que la vacunacién con adyuvantes aumenta el riesgo a
padecer trastornos neurodegenerativos y del neurodesarrollo.

Abstract

Infectious diseases remain the most common cause of death in humans, and for this
reason we are still working towards the implementation of universal vaccination.
Vaccine adjuvants such as aluminium compounds have increased the effectiveness of
vaccines raising immunogenicity, i.e. the capacity of the immune system to react
against a pathogen that did not have sufficient immune-stimulatory capacity by itself.
These compounds together with preservatives such as thimerosal have been targeted
for investigation and are sometimes associated with an increased risk of developing
behavioural and neurodegenerative diseases. This is due fo the fact that they are not
completely harmless although their benefits outweigh possible risks. This study sefs out
to assess the current status of these compounds in terms of safety, trying to clarify
whether the correlation between vaccines and neurological disorders is real or noft.
The results of this study show that there is insufficient evidence to suggest that adjuvant
containing vaccines increase the risk of developing neurodegenerative and
neurodevelopmental disorders.
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Abreviaciones

AAT: Antigeno Asociado a Tumores

ADD/ADHD: Sindrome del Déficit de
Atencion

ADN: Acido Desoxi Ribonucleico
AEP: Asociacion Espanola de Pediatria

Al/AIFD: Autoimmune/
Autoinflammatory

Al: Aluminio
APC: Célula Presentadora de Antigenos
ASD: Autism Spectrum Disorder

ASIA: Autoimmune (Auto-inflammatory)
Syndrome Induced by Adjuvants

CDC: Centers for Disease Control and
prevention

CK: Creatina Quinasa

CS: Chitosan

DT: Toxina Diftérica

DTP: Difteria, Tétanos, Pertussis
EEUU: Estados Unidos

ELA: Esclerosis Lateral Amiotrofica

EMEA: Agencia Europea de
Medicamentos

EtHg: Efilmercurio

FCA: Complejo Adyuvante de Freund
FDA: US Food and Drug Administration
GBS: Sindrome de Guillain-Barré

GWS: Sindrome de la Guerra del Golfo

Hg: Mercurio

HMC: Complejo Mayor de
Histocompatibilidad

HPV: Virus del Papiloma Humano

IFA: Adyuvante Incompleto de Freund
IFN: Interferon

IL: Inferleucina

LPS: Lipopolisacdrido

MACD: Disfuncién Cognitiva Asociada a
la Miofascitis Macrofdgica

MeHg: metimercurio
MMF: Miofascitis Macrofdagica
MPL: Monophosphoryl lipid A

NSCLC: Cancer de Pulmdn No
Microcitico

OMS: Organizaciéon Mundial de la Salud

PADRE: T-helper Pan HLA-DR epitope
peptide

pIC: dcido poliinosinico-policitidilico

PRR: receptores de reconocimiento de
patrones

SA: Sistema Adyuvante

SNC: Sistema Nervioso Central
SPR: Sarampidn, Paperas, Rubeola
TLR: Toll-like receptor

TNF: Factor de Necrosis tumoral

TT: Toxina Tetdnica

VIH: Virus de Inmunodeficiencia
Humana



Intfroduccion

El descubrimiento de la primera vacuna se suele asociar a Edward Jenner, médico
inglés que a finales del siglo XVIII consigui® que el trabajo de muchos de sus
predecesores como Lady Montagu o Benjamin Jetsy tuviera recompensa con la
vacuna contra la viruela (Gross et al., 1998). La vacunaciéon es la mejor prevencion
para las enfermedades infecciosas segin la Centers for Disease Control and
Prevention (CDC) ya que permite el ahorro de millones de euros en tratamiento de
enfermedades, ademds de salvar miles de vidas (CDC, 2011). Estas han permitido la
erradicacion de la virvuela y ademds han reducido el nimero de muertes por
enfermedades como la tuberculosis, rabia, difteria y poliomielitis (OMS, 2015).

Los adyuvantes en las vacunas han permitido aumentar su eficacia elevando la
inmunogenicidad, es decir la capacidad del sistema inmunitario de reaccionar frente
a un patdégeno que por si solo no tiene suficiente capacidad inmunoestimuladora. El
descubrimiento de los adyuvantes fue alrededor de 1930 donde de forma paralela el
veterinario Gaston Ramon y el inmundlogo Alexander Glenny vieron cémo habia
sustancias como las sales de aluminio que tenian un efecto inmunopotenciador
(Glenny et al., 1931). La inmunogenicidad del patdégeno ha ido disminuyendo en las
vacunas modernas debido a que se ha purificado, de forma que ya no es un
patdégeno atenuado sino subunidades de éste, como sus antigenos (Figura 1), y, por
tanto, produce menos reaccién en el cuerpo humano. Esto se demostrd en un estudio
con el virus H5N1, donde al usar particulas viricas se perdia la senalizacion Toll-like
receptor (TLR) responsable del reconocimiento de patdgenos y activador del sistema
inmune innato (Geeraedsts et al., 2008).
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Figura 1. Las vacunas se clasifican en funcién del agente infeccioso utilizado para la preparacion.
Estos pueden ser vivos atenuados, inactivados, subunidades, antigenos o una combinacion de
antigenos purificados con adyuvantes (Di Pasquale et al., 2015).

Ademds, estas proteinas aumentan la actividoad de las células dendriticos,
macréfagos y linfocitos y estimulan la produccidon de anticuerpos (Figura 2). Es por
esto que se dice que los adyuvantes aumentan la reaccidn local frente a los
antigenos e inducen la liberacién de quimiocinas y citocinas por parte de mastocitos
y células T-helper (Shoenfeld et al., 2011). Otro efecto potenciador que tienen los
adyuvantes es la translocacién de antigenos a los nddulos linfaticos cercanos,
favoreciendo la produccién y activaciéon de los linfocitos Ty B para que la respuesta
inmune sea mds eficaz.

Injected purified antigene Injected purified antigene
without adjuvant with adjuvant g
Macrophage Q <& Macrophage m
> . ‘O‘ o
® < L 2
® ‘Q <
o 9 o ot oY o
Pro-inflammatory cytokines ™ o O\‘\- Pro-inflammatory cymkmes U" < O =
and chemokines o2 o {nm‘ re dendritic ke o2 o lmnnture dendritic cell
*° jo »e é)o
o
IC‘Mcmocyta\e C"Monocyte
A -
\"A“/ Improved cytokine profile b~ t :’O‘{"?c
e - e _—ZPg~ ¥
Cytokines % v 2 e C — Mrdarc SO
X > Mature APC 99 - e
chidie O - il CD4s Tcal | ° :-5-_:’99:
Activated CD4+ T-cell R e \ e’
releases cymkmes i ( F O )
(0)-2 ('O
o o> O Naive B-cel '\/‘ C O Diverse CD4* T cel population
o NQ Naive B-cell
@ - ]
'°¢ P &
4 ¥ ™ = & <
> s % > &o )‘YY
>." }" =i >) Go > O
>~ )~ Antibody - k\\ (e » \\ Y
OO = Plasma cell (s == cell \,2/; YYY
Plasma cell Memory B cell Memory B cells Wide anhbody profile

Figura 2. Efecto que producen las vacunas en el sistema inmunitario cuando estas contienen
adyuvantes y cuando Unicamente contienen preparado antigénico. El adyuvante mejoraria la
respuesta de los linfocitos B, aumentando la produccidon de anticuerpos y de células de memoria.
Estas caracteristicas hacen que sea un candidato perfecto para generar una buena memoria
inmunitaria y por tanto de gran ufilidad en las vacunas (Di Pasquale et al., 2015 modificado).

Los adyuvantes aumentan la efectividad del sistema inmune innato imitando
moléculas antigénicas muy conservadas evolutivamente como las que forman las
paredes bacterianas. En particular, la presencia de adyuvantes incrementa el nUmero
de anticuerpos y la duracion de la respuesta inmune, modifica el balance de
linfocitos T helper e induce una respuesta anamnésica (De Becker et al., 2000). Los
adyuvantes se unen a TLRs, unas proteinas transmembrana que reconocen agentes




infecciosos y estimulan respuestas inflamatorias. Ademds de los efectos demostrados
en los estudios mencionados anteriormente, se ha visto que los antigenos con base
peptidica son menos inmunogénicos debido a que presentan un Complejo Mayor de
Histocompatibiidad (HMC) de reconocimiento limitado (Lanzavecchia, 1993). Esto
hace que sea imprescindible desarrollar nuevos compuestos que ayuden a amplificar
el efecto del sistema inmunitario ante un patdégeno para conseguir vacunas mds
eficaces.

Los adyuvantes usados con mds frecuencia son las sales de aluminio, el pIC o poly I:C
(&cido poliinosinico-policitidilico) y las emulsiones “oil-in-water” como el escualeno o el
MF59®, ya que numerosos estudios han demostrado que son inocuos para el cuerpo
humano (Correia-Pinto et al.,, 2015) pero a la vez tienen esta capacidad
inmunoestimuladora. El mds comun es el aluminio (usado en forma de sales de
aluminio) donde inmediatamente después de su inyeccidn se manifiestan patrones
relacionados con las situaciones de peligro como la liberacidon de dcido Urico. E
dcido urico forma cristales que son fagocitados por células e interrumpen la actividad
lisosdmica, provocando la liberacién de moléculas que activan el sistema inflamatorio
infracelular y que por tanto terminan con la produccién de anticuerpos, linfocitos Ty B
(Kool et al., 2008).

Pero no solo hay estudios que remarquen los beneficios de los adyuvantes en las
vacunas, sino que también hay bibliografia que desestima estos estudios y exponen
los efectos perjudiciales del uso de estos componentes (Shaw et al., 2009),
relaciondndolos con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas u otros como
el sindrome de la miofascitis macrofdgica (MMF). Algunos estudios han demostrado
gue los adyuvantes por si solos son capaces de provocar enfermedades autoinmunes
y por esto destacan la necesidad de crear adyuvantes mds seguros (Israeli et al.,
2009). Parece ser que el efecto potenciador del sistema inmunitario seria el causante
de provocar ciertas enfermedades autoinmunes o auto-inflamatorias (Al/ AIFD) como
el Sindrome de la Guerra del Golfo (GWS), la MMF o la siliconosis (formacion de
granulomas por compuestos como siliconas). Ademds, los fendmenos de post
vacunacién comparten sinftomas como la inflamacién y la fiebre, lo cual parece
indicar un denominador comun. El desencadenante de todas estas afecciones
podrian ser los componentes de los adyuvantes (siliconas, sales de aluminio o agentes
infecciosos) y es por esto que estas patologias se englobaron en un Unico sindrome
denominado ASIA, Autoimmune (Auto-inflammatory) Syndrome Induced by Adjuvants
(Shoenfeld et al., 2011).

Una de las enfermedades que se ha relacionado con la administracion de
adyuvantes de aluminio (en este caso concreto con la vacuna del Anthrax) es el
Sindrome de la Guerra del Golfo (GWS). Sus manifestaciones clinicas son muy
parecidas a las de la esclerosis lateral amiotréfica (ELA) debido a que afecta a las
motoneuronas, pero varia en la edad de aparicién de los sintomas, mayores de 45
anos en ELA y menores de 45 en GWS. La causa podria ser el hidroxido de aluminio,
gue induce la apoptosis de las motoneuronas, un aumento de astrocitos reactivos y
una proliferacion de células de la microglia en la médula espinal y en la corteza,
capaces de provocar la neurodegeneracion. Ademds de estos resultados, se
observaron proteinas tau hiperfosforiladas, al igual que ocurre en otras enfermedades




neurolégicas como el Alzheimer (Shaw et al., 2009). La neurotoxicidad demostrada
del hidréxido de aluminio en cultivo celular y su ubicuidad relativa como adyuvante
sugieren que es necesaria una investigacion mds profunda de los efectos del aluminio
en diversas formas y concentraciones y su efecto también a largo plazo.

El aluminio como adyuvante ha sido asociado a otra afeccidon de post vacunacién
muy importante, la MMF. Este sindrome es causado por la deposicién de aluminio en
los macréfagos de los musculos provocando sinftomas como mialgias, debilidad
muscular, fatiga crénica, artralgia y en algunos casos un trastorno desmielinizante.
Ademds, se producen cambios en la sangre como una elevada creatina quinasa
(CK) o un cambio en la velocidad de sedimentacion de los eritrocitos (Gherardi et al.,
2001), indicadores de lesion muscular o cerebral. Se llegd a la conclusidén de que la
MMEF se da sobre todo en casos donde las personas son susceptibles genéticamente,
portadoras del receptor HLA-DRB1 *01 y que por tanto se ven mds afectadas por el
contenido en aluminio de las vacunas (Guis et al., 2002). Ofro efecto que se ha visto
es la disfuncién cognitiva asociada a la MMF, conocida como MACD,
manifestdndose en forma de sindrome disejecutivo, en la memoria visual y en la mala
audicién del oido izquierdo (Couette et al., 2009). En un estudio reciente se revisé de
forma retrospectiva la evolucién del MACD en 30 pacientes, ya que se considera al
MACD como una enfermedad estable en el tiempo, tanto en su desarrollo como en
su gravedad a largo plazo. En este, se pudo observar una marcada fluctuacién de la
gravedad de la enfermedad por lo que la mejoria del estado del paciente ya no
parece imposible (Elodie Passeri et al., E2011).

Otro componente que ha tenido mucha repercusidn es el tiomersal, un preservante
que se usa desde los anos 30 y que hace 15 anos se descubridé que provocaba alergia
al contacto. Se trata de un agente antiséptico y antifUngico que evita los efectos
nocivos que podrian causar vacunas contaminadas de forma accidental por ofros
agentes infecciosos. Recientemente se ha expuesto su posible influencia en el
desarrollo del sistema nervioso central infantil (Dérea, 2011) debido al componente
etiimercurio, producto que resulta de la metabolizacién del tiomersal y que ha
causado preocupacion por un posible efecto sobre el desarrollo neuroldgico infantil.
Un estudio epidemioldgico llevado a cabo en EEUU demostrd que habia un aumento
relativo del riesgo a padecer autismo, retraso mental y trastornos del habla tras la
inoculacién con la vacuna con tiomersal en comparacién con la vacuna sin
tiomersal. También se observd que los efectos eran mucho mds frecuentes en
hombres que en mujeres, 17:1 en autismo y 2.3:1 en trastornos del habla, pero no en el
caso de refraso mental, 1.2:1. También se pudo observar como no habia diferencia
entre vacunas con o sin tiomersal a la hora de desarrollar efectos adversos
producidos por la vacunacién en si, como gastroenteritis, vasculitis, convulsiones e
incluso la muerte (Geier, 2003).

Objetivos y metodologia

El objetivo de este trabajo es el de realizar una revision bibliografica de las
investigaciones existentes sobre el efecto de los adyuvantes en el sistema nervioso
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para intentar obtener una conclusién sobre la seguridad de los adyuvantes en las
vacunas infantiles. Para ello se ha realizado una revisién bibliografica de numerosos
estudios donde se busca una posible relacidon entre el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas o que impidan el neurodesarrollo infanti con el uso de
adyuvantes en las vacunas.

CALENDARIO DE VACUMACIOMES DE LA ASOCIACION ESPANOLA DE PEDIATRIA 2016

Comité Asesor de Vacunas

Edad en meses Edad en anos
VACUNA
2 3 4 5 6-7 12 [1345) 2.4 | 6 | 1112
Hepatitis B’ HE HE HB
Difteria, tétal
L DTPa DTPa DTPa Tdpa Tdpa
Poliomielitis® VPI VPI VPI VPI
Haemophilus - - -
influenzae tipo b* Hib Hib Hib
Neumococo® VNC VNC VNC
. MenC /
Meningococo C* MenC MenC MenACWY
Sarampion, rubeola
vy parotiditis™ SRP SRP
Varicela® Var Var
Virus del papiloma VPH
humano? 2 dosis
Meningococo B'® MenB MenB | MenB || MenB
Rotavirus™’ RV RV RV
Gripe™® Gripe (anual)
Hepatitis A2 || HA 2 dosis
Sistermaticas Sisternati cas Vacunas para
financiadas no financiadas grupos de riesgo
Vacunas 2m 4m 6m 12m 18m 3a ba 12a 14a
Hepatitis B HB HB HB
Difter. Tét. Tos DTPa DTPa DTPa DTPa Tdpa Td
Polio inyectable VPRI VPRI VPRI VPRI
Haemoph. infl. b Hib Hib Hib Hib
Meningococo C MencC' MenC MenC
Triple virica SRP SRP
Varicela Var?
Papilomavirus VPH2

Figura 3. En la primera tabla se observa el calendario recomendado actualizado (2016) de
vacunacion infantil a nivel estatal. La segunda tabla corresponde al calendario de vacunacion de
las Islas Baleares actualizado a Julio de 2014. Las competencias para decidir qué vacunas son
recomendables y cudles no, no las tiene el Estado, sino que varian de una Comunidad Auténoma a
ofra y de un afo a ofro. Un ejemplo de esto seria que la tercera dosis de recuerdo de varias
vacunas ya no se recomienda a los 6 meses, sino que se recomienda a los 12. Ademds, se incluyen
dos vacunas recomendadas no financiadas por el estado, la del rotavirus y la del Meningococo B
(AEP, 2016).

Se ha propuesto que la forma mds adecuada podra ser que las vacunas se
administraran en todas las escuelas eliminando asi filfros étnicos, econdmicos o
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sociales, pero el hecho de que haya colectivos que decidan no vacunar a sus hijos
ha producido brotes de enfermedades prevenibles con el calendario de vacunacién
(Figura 3) (Lopez Herndndez et al., 2010). Un estudio reciente se propuso averiguar las
razones por las que algunos padres no querian vacunar a sus hijos y se encontré que
muchos estaban mal informados, sobre todo en cuanto a los beneficios que han
aportado las vacunas (Martinez-Diza et al., 2014).

Metodologia

Con el objetivo de redlizar una busqueda de informacién lo mas fiable, veridica y
representativa de forma simultdnea, se ha llevado a cabo una seleccidn de
informacidén gue contiene obras de referencia, reviews actuales y frabajos muy
recientes que permiten dar veracidad o refutar noficias actuales.

Para ello se ha usado la base de datos Pubmed, buscando palabras clave como
“Adjuvant vaccine safety”, “Adjuvant vaccine toxicity”, "ASIA”, ‘'vaccine
neurotoxicity”, y “neurodegeneration due to vaccines”. A la hora de profundizar en
los temas se han readlizado busquedas mds especificas como enfermedades o
compuestos en concreto. Se ha decidido realizar la bUsqueda en inglés debido a que
la mayoria de los articulos se encuentran en este idioma, sobre todo los que han sido
citados un mayor nimero de veces y que por tanto se consideran mds importantes.
Ademds de usar estos buscadores se ha consultado el apartado referente a
adyuvantes de pdginas de organizaciones reconocidas a nivel mundial como la FDA
(Food and Drug Administration), la OMS (Organizacion Mundial de la Salud), la CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) y la AEP (Asociacidén Espanola de
Pediatria).

Situacion y uso actual de los adyuvantes

Como se ha comentado anteriormente, la situacion actual en Espana es bastante
permisiva en cuanto a que la vacunacion no es obligatoria y la recomendada varia
de una comunidad auténoma a otra, y en muchos casos de un ano a ofro. La ley que
rige este tema es la 41/2002 del 14 de noviembre, donde se deja a libre eleccion del
ciudadano a hacer lo que quiera con su cuerpo. Como se observa en la tabla 1, de
las 13 vacunas que recomienda la Asociacion Espanola de Pediatria, 8 contienen
adyuvantes y 5 no los contfienen. De estos 8, todos tienen compuestos de aluminio, 5
de ellos hidréxido de aluminio, otro fosfato de aluminio y el resto varian de compuesto
pudiendo contener hidréxido o fosfato de aluminio dependiendo de la empresa
farmacéutica. La vacuna del virus del papiloma humano seria el caso mds diferente,
feniendo como adyuvante un compuesto oil-in-water en algunas marcas como
Cervarix®. De los que no confienen adyuvantes, algunos confienen excipientes
azucarados como la lactosa, el sorbitol o la sacarosa que sirven de estabilizantes de
las vacunas. Otfras vacunas también tienen compuestos como el formaldehido, que,
aungue en exceso es un agente cancerigeno, en pequenas cantfidades sirve para
inactivar virus y desintoxicar las toxinas bacterianas. Un hecho destacable es que de
estas 13 vacunas ninguna contiene mercurio, debido a un cambio que se ha llevado
a cabo en las costumbres de vacunacién, favoreciendo el uso de viales unidosis en
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detrimento de los viales multidosis. En 2002, la FDA estimd que, aunque la cantidad de
mercurio gque contfenian ciertas vacunas fuera poco, era evitable si se usaban viales
unidosis (Hessel, 2002; FDA, 2015), y tanto EEUU como Europa decidieron decantarse
por el cambio, provocando que en estas zonas prdcticamente no existan vacunas
con tiomersal hoy en dia. Por Ultimo, destacar que, de estas 13 vacunas, en dos de
ellas existen variantes donde la empresa farmacéutica ha decidido usar virosomas en
lugar de compuestos con aluminio como potenciadores inmunogénicos.

Tabla 1. Listado de vacunas recomendadas en Espana clasificadas por el adyuvante
que contienen y el tipo de vacuna segun su componente antigénico.

Vacuna Adyuvante Tipo de vacuna

Hepatitis A Aluminio y una marca usa Atenuada
virosomas

Hepatitis B Aluminio Inactivada

Meningococo C Aluminio (dos marcas no Purificada
usan)

Hidréxido de aluminio Purificada

Varicela Sin adyuvante. Contiene Atenuada
sorbitol

Poliomielitis Hidroxido de aluminio Inactivada

Sin adyuvante. Contiene Inactivada

lactosa y sacarosa

Haemophilus influenzae tipo b

Fosfato de aluminio Purificada

Sarampién + rubeola + Sin adyuvantes Atenuada
parotiditis
Virus papiloma humano Aluminio y ASO4 Purificada

Rotavirus Sin adyuvante, contiene Atenuada
sacarosa como aditivo

Gripe Sin adyuvante (1 marca Inactiva,
usa virosomas) purificada o

atenuada

Difteria + tétanos + tos ferina Hidréxido de aluminio Purificada

Como se puede observar, existe una gran diversidad de tipos de vacunas, aunque
debido a los avances tecnolégicos cada vez se tiende al desarrollo de vacunas
purificadas debido a que parecen ser mds seguras por tener menos particulas
antigénicas que potencialmente causen la enfermedad. Buenos ejemplos serian el
sarampién, la rubeola y la parotiditis como atenuados, las vacunas de antigenos
purificados donde Unicamente se usan los toxoides de estos patdbgenos (difteria,
tétanos) o algunos de sus componentes antigénicos como polisacdridos de la
cdpsula (meningococos) o de subunidades viricas (hepatitis B).
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Las vacunas vivas atenuadas son eficaces debido a que inducen una infeccién leve
ademds de producir una respuesta inmune que es muy similar a la inducida por la
infeccién con cepas de tipo salvaje, por lo que estas vacunas son capaces de iniciar
la inmunidad innata, que impulsan las respuestas de adaptacidén posteriores que
dardn lugar a la eliminacion del patégeno. Algunas vacunas de patdégeno inactivado
han tenido éxito debido a que contienen una mezcla heterogénea de diversos
antigenos y ofros componentes de patdbgenos que actian como adyuvantes
intrinsecos. Sin embargo, este tipo de vacunas no son adecuados cuando la propia
infeccién natural no puede transmitir la inmunidad a largo plazo (para lo que se
recomiendan dosis de recordatorio), o cuando el patdégeno es incapaz de crecer en
cultivo. En estos casos se debe anadir un adyuvante al preparado para que sea mas
eficaz en su tarea de activar el sistema inmune. Las vacunas mds fipicas que
contienen adyuvantes son las de Pertussis (P), Tétanos (T), Difteria (D), Hepatitis A,
Pneumococo conjugado y Meningococo conjugado, virus del papiloma humano,
cdancer de Pulmoén No Microcitico (NSCLC) y la gripe.

Las vacunas con patdégenos vivos (como los atenuados) no pueden contener
tiomersal debido a que éste es un antibidtico y antifungico por lo que mataria al
patdégeno contra el que se quiere crear anticuerpos. Es por esto que las vacunas que
pueden contener tiomersal son los que contienen antigenos de D, Ty P, las vacunas
contra la hepatitis B, contra Haemophilus influenzae tipo b (Hib) y contra la gripe,
porque son inactivadas o purificadas. Los conservantes como este evitan el
crecimiento de bacterias y hongos contaminantes que se pueden infroducir durante
el uso repetido de los viales multidosis. La OPS (Organizacion Panamericana de Salud)
recomienda que una vez abierto el frasco multidosis sea utilizado en un periodo
maximo de cuatro semanas. Para su conservacion, se puede liofilizar (fratamiento de
congelacién y envasado al vacio) o se puede anadir un componente como el
fiomersal.

Compuestos mas utilizados en las vacunas y su
problemdatica

Los adyuvantes pueden ser divididos en dos categorias (Figura 4), los primeros serian
los vehiculos de antigenos, tales como emulsiones y liposomas, que presentan los
antigenos al sistema inmunoldgico de una manera mds eficiente y prolongan la
liberacion de antigenos para aumentar las respuestas inmunes especificas. La
segunda categoria de adyuvantes son los inmuno-estimulantes, como agonistas del
TLR, el hidroxido de aluminio, las saponinas y las citocinas.

Entre los 24 ejemplos especificos de adyuvantes que se destacan en la Directriz de la
Agencia Europea de Medicamentos (EMEA), muchos aparecen como formulaciones
de varios adyuvantes. Unicamente seis tipos de adyuvantes han sido autorizados para
el uso en vacunas humanas o estdn a punto de serlo; las sales de aluminio,
emulsiones, virosomas, componentes como el Monophosphoryl lipid A (MPL),
inmunomoduladores enddgenos vy las particulas inertes como el oro. Los mds utilizados
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son los compuestos con base de aluminio, seguidos de las emulsiones oil-in-water.
Recientemente se han empezado a usar adyuvantes con una estructura liposomal
como parte de su formulacién, concretamente, los virosomas vy el sistema adyuvante
ASO1. El primer virosoma que se desarrollé fue IRIV (Immuno Reconstituted Influenza
Virosomes), y realmente es un liposoma biodegradable que contiene varias sustancias
que se sabe que contribuyen a conseguir una mejor eficacia de los adyuvantes. Esto
se debe a que en su superficie se expresan las glucoproteinas haemaglutinina vy
neuraminidasa del virus de la influenza HINT, ademds de servir como transportador.

Emulsiones oil-in-
i water
Vehiculos

Liposomas

Adyuvantes Saponinas

Aluminio
Inmunoestimulantes

Agonistas TLR

Citocinas

Figura 4. Representacion esquemdtica de los tipos de adyuvantes donde podemos observar dos
categorias; vehiculos e inmunoestimulantes. La primera son los que tienen funcién vehicular por lo
que su funcidn bdsicamente es mejorar la presentacion del antigeno para mejorar la respuesta
inmunitaria del cuerpo. La segunda categoria incluye los compuestos que directamente aumentan
la respuesta inmunitaria del cuerpo.

Los adyuvantes pueden ejercer sus efectos a través de diferentes mecanismos tal y
como se muestra en la figura 5. Los compuestos de aluminio y emulsiones (por
ejemplo, MF59®), funcionan como sistemas de suministro mediante la generacion de
depdsitos que atrapan a los antigenos en el sitio de inyeccién, proporcionando una
liberacién lenta de estos antigenos con el fin de continuar la estimulacion del sistema
inmune. Estos adyuvantes aumentan el reclutamiento y la activaciéon de células
presentadoras de antigeno (APCs). El aluminio tiene la capacidad de unirse a
antigenos para formar agregados multimoleculares que estimulan su captacién por
las APC. Ofra funcién del MF59® o de otros adyuvantes como el Adyuvante
Incompleto de Freund (IFA) es la de dirigir la presentacién de antigenos mediante los
HMC, afectando a la presentacion de antigenos y haciendo mdas efectiva la
respuesta inmunitaria.

Oftros adyuvantes, sobre todo ligandos de receptores de reconocimiento de patrones
(PRR) como los TLR, actian mediante la induccidon de la inmunidad innata,
principalmente dirigidos a las APC y por lo tanto influyen en la respuesta inmune
adaptativa. Estos funcionan a través de vias de senalizacion que conducen a la
activacion de diferentes factores de transcripcidon que inducen la produccién de
citocinas y quimiocinas. Asi como se observa en la figura 5, la activacion de algunos
miembros de la familia NLR (un sistema similar al TLR), provocan la formacién de un
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complejo proteico denominado inflamasoma, y que estd implicado en la induccién
de las citocinas pro-inflamatorias (Leroux-Roels, 2010).
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Figura 5. Efecto de los principales adyuvantes sobre el sistema inmunitario. Estos mecanismos
pueden incluir cambios en el nicleo mediante factores de transcripcion o pueden ser mecanismos
externos al nucleo, como la presentacién del antigeno en la superficie celular o el papel del
inflamosoma. Finalmente, los linfocitos T helper inducirdn una respuesta humoral y celular que
permitirdn crear anticuerpos capaces de neutralizar y opsonizar, respectivamente (Invivogen, 2011).

Por Ultimo, cabe destacar el papel de las células T helper (Th1 y Th2), que liberan
citocinas que activan a los linfocitos B, provocando su diferenciacién en células de
memoria o en células plasmdticas que secretan anticuerpos. Las Thl secretan
interferéon (IFN-y), que activa macréfagos, activa los LTC (linfocitos T citotdxicos) vy los
NK (natural killer) e induce la produccion de anticuerpos opsonizantes (respuesta
celular). Mientras, las Th2 secretan citocinas, que inducen a las células B a producir
anticuerpos neutralizantes (respuesta humoral).
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Adyuvantes con base de aluminio:

El adyuvante mds usado es el aluminio, tanto en forma de hidroxido de aluminio
como en forma de sales de aluminio. Los compuestos conocidos como “alum” son
realmente sulfatos de potasio aluminio (KAT1(SO4)2.12H20) y no sirven Unicamente para
potenciar la respuesta inmune, sino que también sirven como purificadores de las
particulas proteicas antigénicas como la toxina tetdnica (TT) o la toxina diftérica (DT)
precipitdndolas en presencia de aniones, y resultando en fosfato de aluminio e
hidroxido de aluminio (Gupta et al., 1995). Esto es debido a que se ha descrito que el
aluminio aumenta la produccién de anticuerpos (Figura 2), haciendo que sean
ideales en este sentido para vacunas que matan patdgenos e inUtiles contra
patdégenos intracelulares. El problema es que a la vez suscita fuertes respuestas
humorales en el sistema inmune, o que algunos estudios han relacionado con la
aparicién de enfermedades como el autismo, la GWS o la MMF. Es por esto que es de
los adyuvantes mds estudiados, por su conocida foxicidad en elevadas
concentraciones y por lo que se somete a estudio su posible acumulacion en tejidos
tras los episodios de vacunacion. Una investigacion de la FDA encontré que la
cantidad mdxima de aluminio que un bebé podria tolerar a lo largo del primer ano
de vida seria de 4.225 mg, recibiendo como mdximo 1.25 mg de aluminio por dosis.
Por ejemplo, la cantidad de aluminio en la vacuna de la hepatitis B, que se administra
al nacer en EEUU, es de 0,25 mg, por lo que la cantidad es muy inferior a la cantidad
mdaxima recomendada por la FDA (Keith et al., 2002).

Posibles efectos toxicos del aluminio sobre el SNC

Debido al uso extendido del aluminio como adyuvante, numerosos estudios han
probado si podria tener efectos neurotdxicos que afectaran al desarrollo del SNC
(Sistema Nervioso Central). Como este compuesto forma aglomerados micrométricos,
en personas susceptibles es capaz de provocar ASIA. En un estudio llevado a cabo
por Khan et al., (2013) se observd cémo tras la inyeccién se formaban depdsitos de
aluminio en érganos lejanos como el bazo o el cerebro tras pasar por nddulos linfoides
drenantfes. Esto indica que el aluminio es capaz de ftraspasar la barrera
hematoencefdlica cuando es administrado intframuscularmente debido a que hay un
aumento de CCL2, un guimioatrayente de monocitos. En cambio, se observd que no
llegaba al cerebro cuando se inyectaba de forma intravenosa, por lo que se
concluyd que posiblemente algunos nanomateriales podian atravesar la barrera
hematoencefdlica mediante mecanismos CCL2 dependientes, causando alguna de
las manifestaciones clinicas de ASIA.

En un estudio llevado a cabo por Bishop et al., (1997) se pudo observar como bebés
prematuros que necesitaban ser alimentados de forma infravenosa durante mds de
10 dias con un preparado que contenia aluminio tenian mds del doble de
probabilidades de presentar trastornos del desarrollo neurolégico. Estos preparados
contienen aluminio como oligoelemento necesario para el correcto desarrollo de un
bebé, pero muchas marcas contienen cantidades mucho mds elevadas de las que
se obtendrian por alimentacion materna. En un estudio realizado en 1999 por
Ferndndez-Lorenzo et al., se observdé que el contenido en aluminio en la leche
materna era aproximadamente 23.95 ug/l (£ 9.6 yg/l) mientras que los preparados
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comerciales tenian una media de 225.85 pg/l ( 216.17 ug/l). Aunque se presupone
comUnmente que los ninos obtienen mucho mds Al por la dieta que por vacunas,
esta nocién contradice los principios bdsicos toxicoldégicos ya que las vias de
exposicidon que evitan las barreras de proteccién del tracto gastrointestinal y/o la piel
es probable que requieran una dosis mds baja para producir un resultado téxico. En
este caso, aproximadamente el 0,25% de Al se absorbe en la dieta y pasa a la
circulacion sistémica mientras que en forma de hidroxido de aluminio (la forma mads
comun en los adyuvantes) al inyectarlo por via inframuscular se acaba absorbiendo
casi con una eficiencia del 100% (Yokel et al., 2008). Esta absorcion cerebral provoca
gue pueda llegar a la corteza entorrinal y la regidn del hipocampo del cerebro, dreas
vulnerables a la degeneracidén neuronal y que se asocian a la enfermedad de
Alzheimer.

Otro estudio relaciona el aluminio con el aumento reciente en la prevalencia del
numero de casos de autismo o Autism Spectrum Disorder (ASD). En este estudio
redlizado en paises occidentales, exponen que existe una correlacion entre el
aluminio administrado en vacunas a bebés de 3-4 meses de edad y la prevalencia
del ASD (Pearson r=0.89, p valor= 0.0248). También demostraron una correlacién entre
los paises con mayor tasa de vacunacion con adyuvantes de aluminio y aguellos con
mayor prevalencia de ASD en paises occidentales y en EEUU. Este incremento fue
justificado exponiendo que en los anos 70 la recomendacién eran 10 vacunas para
ninos menores de 6 anos y que en la actualidad se recomiendan 32, 18 de las cuales
contienen adyuvantes de aluminio. Se defiende que en este mismo periodo la
prevalencia de ASD en EEUU ha aumentado un 2000% (Tomljenovic et al., 2011).

Para examinar si este compuesto podria conftribuir a déficits neuronales asociados a
GWS, se desarrollé un modelo animal para examinar los posibles efectos neuroldgicos
del hidroxido de aluminio, escualeno, o la combinaciéon de ambos. Una cohorte de
ratones machos jévenes CD-1 fueron inyectados con los adyuvantes en dosis
equivalentes a las que se les daba a los militares (Petrik et al., 2006). Todos los ratones
fueron sometidos a una bateria de pruebas motoras y cognitivo-conductuales en un
periodo de é meses posterior a las inyecciones. Tras el sacrificio, se examinaron los
tejidos del sistema nervioso central mediante inmunohistoquimica en busca de
evidencia de inflamacién y muerte celular. Los resultados mostraron efectos tanto a
nivel motor, perdiendo un 50% de la fuerza, como cognitivo, cometiendo una media
de 4.3 errores en el water-maze en comparacion al grupo control que cometia una
media de 0.2 errores. Por tanto, se observd que los animales inyectados con los
adyuvantes se veian perjudicados frente a los inyectados con el control. A nivel
inmunohistoquimico se observé una pérdida de motoneuronas del 35% y un
incremento en el nUmero de astrocitos del 350% en la médula espinal lumbar, lo cual
evidenciaba una lesidon nerviosa importante.

El mercurio como conservante

El mercurio que encontramos en las vacunas se encuentra en forma de efilmercurio y
se anade en Unicamente en algunas ocasiones, en concentraciones de 0,003% a
0,01%. Una vacuna que contiene 0,01% de timerosal como conservante contiene
aproximadamente 25 microgramos de mercurio por 0,5 ml de dosis (FDA, 2015).
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Debido a su composicién a base de mercurio, se ha relacionado también con un
mayor riesgo de padecer enfermedades neuroldgicas como el autismo o el sindrome
de déficit de atencion.

Hay varias formas en las que los ninos pueden entrar en contacto con el mercurio
durante su ninez y de esto depende en muchas ocasionas la gravedad de la
infoxicacién, ya que la ingestion o inhalacion serd mucho mds perjudicial que el
contacto cutdneo. El motivo de exposicidn principal es la comida contaminada,
sobre todo el pescado, que confiene metimercurio. Otra forma descrita
recientemente es el vapor de Hg en forma elemental, utilizado en rituales religiosos en
zonas del Caribe y una tercera seria a través de cremas y analgamas dentales. La
Ultima forma seria la que encontramos en el tiomersal, como preservante que
contiene mercurio en forma de etilmercurio, y que ha demostrado ser igual de téxico
qgue el metilmercurio en altas dosis, pero sus efectos a bajas dosis siguen siendo un
tema controversial. Debido a que el mercurio ha sido relacionado con el incorrecto
desarrollo neuroldgico en algunos ninos, es de vital importancia llevar a cabo mds
estudios como el realizado por Geier (2003) para entender los mecanismos de accién
y asi calcular su riesgo potencial. Los érganos mds afectados por la absorcion
(inhalaciéon, dérmica u oral) del aluminio son el cerebro vy los rinones, y en el caso de
la inhalacién de Hg 9, se ven afectados los pulmones, con depdsitos de mercurio en
macréfagos alveolares (Mgaller-Madsen, 1991).

Posibles efectos toxicos del fiomersal sobre el SNC

Se realizaron estudios en cohortes de ninos nacidos entre los anos 1990-1996 en EEUU
que habian recibido la vacuna oral de la polio en los tres primeros meses de vida. Se
tuvo en cuenta el sexo, la cohorte anual, la raza y caracteristicas del parto como las
semanas de gestacién, el peso del bebé y la edad materna, estudiando 278.624
casos. Se separaron dos grupos, uno en el cual habian recibido vacunas con
tiomersal hasta los 7 meses por las dosis de recordatorio y ofro grupo que las habia
recibido hasta los 13 meses. Se realizaron seguimientos durante un minimo de 5 anos y
se observd una asociacion significativa entre la exposicion a mercurio (proveniente
del tiomersal) y trastornos neuroldgicos. Fue especialmente destacable en el caso del
sindrome de déficit de atencion (ADD/ADHD) con una tasa de 3.15 en los casos de
exposicion durante 7 meses y 4.51 en los casos de 13 meses, con un p-valor <0.001
(Young et al., 2008), mostrando una diferencia significativa en un 99.9% de los casos.

En otro estudio llevado a cabo en EEUU en dos etapas se evalud la relacién entre
vacunas que contenian tiomersal y el riesgo de padecer enfermedades del espectro
autista. En la primera fase se miraron los efectos de la vacuna DTP con tiomersal y sin
fiomersal en una cohorte de ninos nacidos entre los anos 1998-2000. Y en una
segunda fase se estudiaron las mismas variables, pero sobre una cohorte de ninos
nacidos entre 1991 y 1999 y con la vacuna de la Hepatitis B. En la fase | los resultados
mostraron un mayor nimero de casos de autismo en ninos vacunados con DTP que
contenia tiomersal (38) frente al nUmero de casos de autismo en ninos con la vacuna
DTP sin tiomersal (17). En cada uno de los grupos se administraron unos 15 millones de
vacunas por lo que, aunque la prevalencia de la enfermedad era muy bagja, la
diferencia era significativa con un p-valor < 0.02 (Geier et al., 2013).
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Aungue se observen diferencias significativas, estas podrian deberse a ofros motivos
ya que no se ha demostrado que el tiomersal sea neurotdxico. Para ello es importante
destacar la farmacocinética del etimercurio (EtHg) ya que tiene un tiempo de
semivida muy diferente al del metimercurio (MeHg), que podemos ingerir con
alimentos como el pescado. En un estudio realizado con monos, se comprobd
mediante muestras de sangre y de cerebro que el tiempo de semivida del EtHg era
de 8.6 dias mientras que el del MeHg era de 21.5 dias. Esto significa que el MeHg
permanece durante mds tiempo en el cuerpo, lo que podria explicar su toxicidad
(Burbacher et al., 2005). Otro detalle importante que se observd fue que habia un
mayor porcentaje de mercurio elemental en el cerebro cuando se administraba EtHg
(34%) que no cuando se administraba MeHg (7%), por lo que el MeHg no es una
referencia adecuada para la evaluaciéon de riesgos de la exposicion al timerosal. La
conclusion bdsicamente fue que era necesario conocer la toxicocinéfica y la
toxicidad a largo plazo del timerosal para permitir una evaluacion significativa de sus
efectos.

En un estudio posterior con 15 mujeres que padecian del sindrome de fatiga crénica,
se les administraba 1 ml cada 3-4 semanas de una vacuna con toxoide de
estafilococos y 0,01% de timerosal. Se escogieron ofras 15 mujeres con el mismo
diagndstico para que sirvieran de control y los resultados fueron parecidos a los
obtenidos con los monos. La cantidad de EtHg era muy elevada al dia siguiente de la
inyeccién en las pacientes tratadas pero los niveles se normalizaban tfras unas
semanas y se estimd la vida media del EtHg en 5.6 dias. Los niveles de MeHg (debidos
al consumo de pescado) fueron mucho mds elevados que los de EtHg a largo plazo
por lo que los resultados indican que el mercurio del timerosal no se acumula en la
sangre en adultos, sino que se metaboliza rdpidamente a mercurio inorgdnico
(Barregard et al.,, 2011). Esto podria explicar por qué el MeHg tiene efectos
neurodegenerativos o que impiden un correcto desarrollo neuronal y en cambio
todavia se desconoce si el EtHg podria hacer lo mismo a largo plazo.

El uso de emulsiones oil-in-water

Las emulsiones oil-in-water son un tipo de adyuvante que actla de vehiculo para
mejorar la presentacién del antigeno ante los macréfagos. Las convencionales usan
varios emulsionantes quimicos como Tween 80 y Span 80, pero la seguridad de estos
compuestos al ser inyectados inframuscularmente sigue siendo objeto de
investigacion. La mayoria de ellos estdn asociados al escualeno, un triterpeno
precursor de la biosintesis del colesterol que se usa como agente protector. Se ha
demostrado que disminuye los efectos secundarios inducidos por la quimioterapia y
estd siendo estudiado como adyuvante debido a que potencia la respuesta
inmunitaria frente a varios antigenos (Reddy et al., 2009). Los md&s usados son MF59® y
AS03, de los cuales se conocen el mecanismo de funcionamiento, y también el AFO3,
del cual se desconoce el mecanismo.

El MF59® es un tipo de emulsion oil-in-water que contfiene una base de escualeno. Los
monocitos, macréfagos y granulocitos son estimulados, produciendo una serie de
guimiocinas capaces de atraer monocitos y granulocitos aun mds, por lo que se
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consigue un mecanismo de retroalimentacion (Pellegrino et al., 2015). Segun varios
estudios el MF59® es un adyuvante seguro (Knuf et al., 2015) que se usa en las
vacunas de la gripe y aunque hace casi 20 anos que se aprobd su uso para ancianos,
recientemente se aprobd su uso con niNos.

El ASO3 es un sistema adyuvante (SA) que contfiene a-tocoferol (bioforma de la
Vitamina E) y escualeno en una emulsion de oil-in-water, al igual que el MF59®. Se
observd que el compuesto a-tocoferol mejoraba la magnitud de la respuesta
adaptativa especifica frente al antigeno, disminuyendo el tiempo que tardan en
migrar los neutréfilos y eosindfilos a los ganglios linfaticos de drenaije.

Una nueva formulacion de oilin-water ha sido creada usando surfactantes
(tensioactivos) derivados de plantas, comUnmente utilizados en el procesamiento de
alimentos como emulsionantes, para estabilizar una nueva emulsion de aceite en
agua, conocido como OW-14, Este compuesto es facil y barato de obtener, ademdas
de que es estable a temperaturas de hasta 40-C. La capacidad inmunogénica de
OW-14 demostré ser muy eficaz cuando se combinaba con antfigenos enteros
inactivados de la gripe porcina y de Mycoplasma provocando respuestas de
anticuerpos mdas elevadas y prolongadas que las vacunas comerciales (Galliher-
Beckley et al., 2015).

Oftro adyuvante del tipo emulsionante fue el Complejo Adyuvante de Freund (FCA) un
water-in-mineral oil emulsidn que no resultd ser muy seguro debido a que el aceite
mineral causd una variedad de patologias, incluyendo la formacién de granulomas
en el sitio de la inyeccidon y, en algunos casos, el desarrollo de tumores (Bingham et
al., 1967).

Nuevas estrategias en el diseno de vacunas

En cuanto a la investigacion de los efectos de los adyuvantes existentes, seria de gran
utilidad estudiar los efectos a largo plazo sobre todo del aluminio (el mds comun) ya
gue podria tener una funcidén emergente desconocida que apareciera tras muchos
anos desde su administracion. Ademdas, estudiar los efectos a nivel cognitivo podria
dilucidar ciertos mecanismos de degeneracién, desconocidos hasta el momento, y
ofrecer posibles soluciones a enfermedades que sigan los mismos patrones. Aunque
ya hay alternativas al aluminio, este compuesto sigue siendo el mds Util debido a que
no se han desarrollado adyuvantes que igualen o mejoren su funcién. Es por esto que
la busqueda de nuevos adyuvantes sigue siendo un campo de investigacidon muy
activo. Por el momento, una solucidén que se ha propuesto (Israeli et al., 2009) es el uso
de ofros adyuvantes aprobados mds especificos como el MF59® en vacunas virales,
AS04 en infecciones virales y parasiticas, la toxina del cdélera para la vacuna del
colera, MPL (Monophoshoryl lipid A) para vacunas confra tfumores etc. Estos han
demostrado ser prometedores debido a que inducen una respuesta inmunitaria en
humanos y de momento no se han observado efectos secundarios como los que si se
han observado con el aluminio. Si bien es cierfo que la activacion del sistema
inmunitario por agentes infecciosos es algo comun, la aparicidon de una enfermedad
autoinmune no lo es. El efecto adyuvante de las particulas microbianas podria
determinar la activacién no antfigénica de la inmunidad innata y la inmunidad
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reguladora, asi como la expresion de diversas citocinas reguladoras, y por tanto
puede determinar si una respuesta autoinmune sigue siendo limitada e inofensiva o si
evoluciona a una enfermedad (Rose, 2010). En 1976 hubo un brote del Sindrome de
Guillain-Barré (GBS), tras producirse una campana de vacunaciéon contra la influenza
porcina (CDC, 2015) y se sigue investigando una posible correlacion entre estas
vacunaciones y ASIA.

En este dmbito se estd trabajondo mucho con adyuvantes de origen vegetal como
las saponinas, ademds del uso de virosomas o vacunas con DNA. Esto permitiria un
reconocimiento que impulsaria la fabricacidn de anticuerpos especificos, pero sin
producir el efecto patogénico en el huésped. Un ejemplo de esto seria el uso de
linfocitos T y el Citomegalovirus, que estd siendo investigado por Louis Picker del
Oregon National Primate Research Center (Hansen et al., 2011). Ademds, la
implementacion de vacunas multivalentes especificas pero que sirvieran para varias
cepas seria un gran paso para patdgenos con una elevada tasa de mutacion, como
el virus de la gripe, ya que permitiria una cobertura frente a varias cepas y evitaria la
necesidad de vacunar cada ano. Debido también a que la tecnologia y la ciencia
avanzan rdpidamente es posible ir creando y mejorando vacunas como la del
Dengue, que en estos momentos solo es efectiva en un 59.2% de los casos pero que
ya asi conftribuiria a salvar muchas vidas.

Los adyuvantes liposomales

Los liposomas han sido utilizados desde hace anos como transportadores de
antigenos peptidicos. Los antigenos se quedan en la superficie encapsulados en el
espacio acuoso interno. Debido a que los lisosomas suelen interaccionar con los
macréfagos, se tratd de encontrar la manera de usarlos como transportadores de
materiales antigénicos y de adyuvantes como el lipido A, la interleucina-1, y la
interleucina-2. En estudios in vitro se ha conseguido que los liposomas incluso puedan
sustituir a las APC (Alving, 1991). Los liposomas pueden inducir una potente inmunidad
in vivo y por ello estdn siendo utilizados como adyuvantes de numerosas vacunas
como la de la tuberculosis.

El lipido A es el constituyente principal de la porcion biolégicamente activa del
lipopolisacdrido (LPS) de la pared celular bacteriana gram-negativa. Se ha
descubierto que este compuesto posee fuertes propiedades inmunoestimulantes y se
ha evaluado durante mds de dos décadas como adyuvante por su capacidad de
generar respuestas inmunes a antigenos con capacidad inmunogénica minima,
incluyendo los antigenos asociados a tumores (AAT), alergias y enfermedades
infecciosas. El descubrimiento relativamente reciente de TLRs y la identificacion de
TLR4 como el receptor de sendalizacion para el lipido A ha permitido una mejor
comprension de coémo funciona este inmunoestimulante en la induccién de la
respuesta inmune innata y adaptativa (Cluff, 2009). El MPL (Monophosphoryl Lipid A)
estd resultando ser prometedor debido a que ya se han usado 33.000 dosis en
humanos y todavia no se han reportado efectos secundarios mas alld de fendmenos
fipicos de ASIA. Ademds, podria significar la creaciéon de vacunas contra cdnceres
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concretos como el de colon o el de préstata usando antigenos especificos que se
sobreexpresan al padecer la enfermedad.

El uso de saponinas

La saponina QS-21 es un adyuvante activador del sistema inmunoldgico. Proviene de
la corteza del drbol Quillaja saponaria, y es un triterpeno purificado soluble en agua
de cardcter anfipdtico y que por tanto puede ser mezclado con un antigeno y formar
una emulsibn o quedar solubilizado. Se ha observado que mejora la respuesta
inmunitaria en modelos animales tanto en vacunas antigénicas como en aquellas
vacunas de DNA, aumentando la produccidén de citocinas inmunoestimuladoras
(Kensil et al, 1998). Existen ofras saponinas, pero estas fienen numerosos
inconvenientes debido a que algunas han demostrados ser téxicas y otras han
producido efectos hemoliticos al unirse al colesterol de la membrana plasmdatica.
Debido a que este compuesto es sinfetizado por numerosas especies de plantas,
existen numerosos tipos de saponinas y todavia se estdn estudiando cuales podrian
ser mas Utiles como adyuvantes (Sun et al., 2009).

Desarrollo de vacunas con dianas no convencionales

Se estdn bargjando nuevos enfoques para desarrollar vacunas mds eficaces,
especificas y que incluyan varios serotipos para que sirvan contra cepas cambiantes
del patégeno (como el de la gripe). Hasta la fecha se han probado vacunas de
vectores virales, vacunas DNA, vacunas de células dendriticas y las que mds efectivas
estdn demostrando ser aquellas con nuevos adyuvantes.

El primer tipo de nuevas vacunas es el de los vectores virales, los virosomas. Se han
disenado para codificar péptidos o antigenos especificos que se insertan en el
genoma de virus modificados capaces de infectar células humanas. Durante la
multiplicacién viral y la infeccion, estos péptidos son reconocidos por el sistema
inmune como senales patogénicas y son procesadas por APCs, activando la
respuesta inmune adaptativa. Para ello se ha estudiado el Vaccinia virus (virus
modificado de Vaccinia Ankara) y los adenovirus (Gilbert, 2013). De las opciones que
no incluyen adyuvantes, esta es la que estd en estado mds avanzado, habiendo
alcanzado la fase Il en estudios humanos y por tanto se estdn realizando pruebas
sobre miles de pacientes a nivel mundial. El inconveniente de usar estos vectores es
gue al activar APCs pueden provocar una auto-activacion de los linfocitos T, que
podrian llevar al desarrollo de una enfermedad autoinmune. Esto resultaria en que el
cuerpo destruiria células sanas vecinas mediante factores liberados como el dxido
nitrico o el factor de necrosis tumoral (TNF), que a su vez producirian la liberacion de
citocinas en el foco de inflamacién (Pellegrino et al., 2015).

El segundo fipo serian las vacunas de ADN, donde el ADN del pldsmido bacteriano se
carga con genes que codifican el antigeno de interés. La expresion del antigeno se
produce una vez que el pldsmido es incorporado en las células huésped. Estas
vacunas funcionan mediante la generacion del antigeno deseado dentro de las
células, con la ventaja de que esto puede facilitar la presentacién a través del HMC.
Hasta la fecha, las vacunas de ADN han demostrado una inmunogenicidad limitada
en los seres humanos y su desarrollo ha sido lento (Khan, 2013).
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El tercer tipo serian las vacunas de células dendriticas, que ejercen un papel central
en la respuesta inmune debido a que de ellas dependerd el tipo de respuesta que se
genere. Se frata de infusiones de antigenos de células dendriticas tratadas maduras,
(por lo general autdlogas) que se infunden en el paciente, y que se utilizan
actualmente en el contexto de la terapia oncoldgica (Mosca et al., 2007) y del Virus
de Inmunodeficiencia Humana (VIH). Nueve preparados para una vacund
antitumoral han alcanzado la fase lll y uno, el sipuleucel-T®, ya ha sido aprobado
para el tratamiento del carcinoma de préstata diseminado independiente de
andrégenos (Kantoff et al., 2010).

Adyuvantes alternativos que estdn siendo investigados

Numerosos estudios trabajan para encontrar nuevos adyuvantes, sobretodo
enfocados a sustituir los compuestos de aluminio, ya que se ha relacionado con
enfermedades neurodegenerativas o auto inmunitarias. Un ejemplo de esto es la
policaprolactona, PCL, que se anade al preparado antigénico tetdnico y a una
proporcién muy baja de fosfato de aluminio, reduciendo el contenido de este
compuesto de 0.45 mg AIPO4 /0.5ml vacuna a 0.2 mg AIPO4 /0.5ml vacuna. Estas
vacunas se experimentaron en ratones y se compararon con la vacuna tetdnica
normal obteniendo unos resultados prometedores. No solo se consiguid bajar la
cantidad de aluminio, sino que el efecto de este preparado provocaba niveles mds
altos de IFN-y e interleucina 4 (IL-4). Esto implica que tanto la respuesta humoral como
la celular fueron mds eficaces, mejorando también la adsorcidon del antigeno de un
55% a un 95% (Bansala et al., 2015). Esto significa que seria posible desarrollar nuevos
adyuvantes capaces de mimetizar o incluso mejorar el efecto potenciador del
aluminio, pero sin los efectos téxicos que este puede producir.

Se han readlizado estudios de ofros componentes como las nanoparticulas de
polisacdridos biodegradables como el Chitosan (CS), capaces de asociarse a
proteinas y péptidos como antigenos e inmunoestimulantes. El inconveniente del uso
de polisacdridos en vacunas es que son poco inmunogénicos y para ello es necesario
anadir un andlogo viral sintético como el dcido poliinosinico-policitidilico (plC),
agonista del TLR3 presente en los endosomas de las células presentadoras del
antigeno. Pero se observdé que estos compuestos ocasionaban enfermedades de
inflamacién crénica y de inmunidad (Cunningham et al., 2007), problemas que han
sido relacionados con el desarrollo de enfermedades neurodegenerativas como el
Alzheimer, debido a que el sistema nervioso central tiene una capacidad muy
limitada de regeneracion (Delegge et al., 2008). Aungue todos los adyuvantes han
documentado algunos casos de efectos perjudiciales en humanos (Tabla 2), su
efecto es tan potente que se siguen utilizando e investigando.

Los estudios mds recientes con CS se enfocan en desarrollar un CS con la capacidad
de fransportar un péptido antigénico con el pIC y un péptido denominado T-Helper
Pan HLA-DR epitope peptide (PADRE) que aumenta la respuesta de los linfocitos T
helper favoreciendo su maduraciéon. Por el momento, se ha usado este CS con pIC y
PADRE como adyuvantes en la vacuna del virus del papiloma humano (HPV), un
hecho importante debido a que este anfigeno en concreto es muy poco
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inmunogénico (Correia-Pinto et al., 2015) y de esta forma la vacuna es mucho mads
eficaz.

Tabla 2. Tabla resumen de los efectos neurotoxicos que han sido relacionados en
varios estudios con la administracién de vacunas con adyuvantes.

Adyuvante / Efectos neurotdxicos observados Bibliografia que lo apoya
preservante

Alum (sales de Microgliosis, bajo uso de glucosa y | (Shaw et al., 2009)
aluminio e hidréoxido alteracidn en mecanismos de (Shaw et al., 2014)

de aluminio) fosforilacion-defosforilacion, ASIA

Emulsiones oil-in- ASIA (Pellegrino et al., 2015)

water como MF59®,

AF03 y AS03)

Virosomas ASIA (Gilbert, 2013) (Moser et al.,
2013)

MPL y AS04 ASIA (Cluff, 2009)

Tiomersal (mercurio) ADD/ADHD y autismo (Young et al., 2008) (Geier
etal., 2013)

Chitosan (CS) Inflamacion cronica que podria  (Cunningham et al., 2007),

llevar a neurodegeneracion, ASIA (DelLegge et al., 2008)
Discusion

Debido a la importancia de las vacunas como método preventivo de enfermedades
infecciosas, es imprescindible realizar un confrol exhaustivo de sus componentes vy los
posibles efectos secundarios que estos pueden causar. Como se ha expuesto
anteriormente en este trabajo, el uso de adyuvantes como potenciadores del efecto
inmunogénico de la vacuna hace que a la vez esa respuesta en el cuerpo pueda ser
un tanto desmedida y que provoque trastornos como ASIA o enfermedades
autoinmunes.

Parece ser que, aungue tengan mecanismos de accidon diferentes, todos los
adyuvantes han sido relacionados con casos de ASIA, por lo que no seria un efecto
secundario restringido a un solo tipo de adyuvante sino mds bien un efecto
secundario poco frecuente que se da como consecuencia de una sobreestimulacion
del sistema inmune. Esto se debe a que los adyuvantes activan una serie de
mecanismos que implican lesion tisular, muerte celular, estrés oxidativo, la produccion
de radicales libres y cambios reparativos que provocan que las proteinas que antes
eran reconocidas como propias no sean reconocidas como fales, induciendo
mecanismos de autoinmunidad.

Es por estas evidencias que es necesario que el balance entre los beneficios de la
vacuna y el riesgo de desarrollar efectos secundarios muy raros pero severos debe ser
favorable. La ratfio beneficio/riesgo debe ser muy alta y por ello la OMS afirma que “es
mas probable padecer un frastorno grave por una enfermedad prevenible mediante
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vacunacién que por una vacuna” (OMS, 2016). Aungue un solo caso de trastorno
grave o defuncién por vacunas ya es un precio caro que pagar, los beneficios de la
vacunacién compensan con creces el riesgo, debido a que sin las vacunas el nUmero
de frastornos graves y defunciones seria mucho mayor. Existen casos conocidos como
el del Rotavirus donde se dejé de administrar la vacuna debido a que en casos
excepcionales provocaba blogueos intestinales severos que podian acabar con la
muerte. Esto provocd que se retirara la vacuna del mercado, lo que supuso un
aumento en los casos de mortalidad por el virus, muchas mds muertes de las que
causaba el efecto secundario intestinal, pero se hizo por el miedo que suscitaba la
vacuna en la poblacién. Este caso muestra otro grave problema, la desinformacion
por parte de la poblacién sobre qué beneficios y qué riesgos tienen las vacunas.

Recientemente una pareja fue acusada por la muerte de su hijo en 2012 tras no
socorrerle adecuadamente cuando éstos supieron que padecia meningitis. En lugar
de eso, decidieron tratarlo con remedios caseros a base de hojas de olivo, gjo,
jengibre y vinagre proporcionados por un naturépata. El nino dejé de respirar y murid
tras 5 dias ingresado en un hospital. Al igual que con el nino fallecido en 2015 en Olot,
ambos casos han generado una gran controversia y muchos grupos pro vy
antfivacunas han aprovechado la situacion para hacerse eco. La decision de vacunar
o0 no a los hijos deberia de ser una decisidon que se toma de forma responsable, tras
haber consultado fuentes fiables para informarse adecuadamente. Hay gente que
considera que se deberia obligar a todos los ninos a ser vacunados, pero quizd lo mds
efectivo seria realizar campanas de concienciacion ciudadana, explicar por qué son
tan importantes y efectivas y los pequenos riesgos que implican. El problema es que
se genera un debate mds agresivo, bdsicamente "“El bien comun Vs los derechos
individuales”. El tema se saca de contexto y se ha comprobado mediante enfrevistas
y estadistica que hay gente que decide no vacunar a sus hijos por el simple hecho de
que no le gusta que le obliguen a hacer cosas, quieren tomar la decisién por si
mismos y esta es su forma de rebelarse al sistema. Esto provoca una reaccion de
preocupacién por parte de los demds, ya que ese nino estd expuesto a
enfermedades potencialmente mortales y en algunos casos podria transmitilo a sus
hijos, aunque estos estuvieran vacunados. Aun asi, cabe destacar que la causa mds
comun por la que se decide no vacunar es por desinformacién (Martinez-Diza et al.,
2014), donde algunos padres creen que es innecesario debido a que son
enfermedades de baja prevalencia.

Beneficios conocidos del uso de vacunas

Que las vacunas salvan vidas y que gracias a ellas se ha conseguido disminuir la
mortalidad de muchas enfermedades infecciosas es bien conocido. Basta mirar la
incidencia de enfermedades antes y después de la implantaciéon de la vacunacion
sistemdatica para ver que han sido una de las razones por las que la esperanza de vida
ha aumentado y la tasa de mortalidad infantil ha disminuido. De hecho, la OMS
estima que la vacunacion salva, anualmente, 2.5 millones de vidas en todo el mundo,
sin embargo, al mismo tiempo, mdas de 2 millones de personas mueren por no poder
acceder a las vacunas existentes. Esto se fraduce en que en 2014 solo dos paises
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padecian la poliomielitis de forma endémica (en 1988 eran 125 paises), o que el 85%
de la poblacidén mundial infantil recibiera en 2014 la vacuna del sarampidn. En el caso
de la polio, por ejemplo, se estima que habia 350.000 casos mundiales anuales en
1988 y en 2015 se registraron Unicamente 74 (OMS, 2016), pero si miramos la situacion
de la poliomielitis en Espana, Figura 6, podemos ver como afectd la cobertura de la
vacunacién al nUmero de casos anuales.
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Figura 6. Poliomielitis en Espana entre 1931-2005. Incidencia y cobertura de vacunacién. Descenso
drastico del niUmero de casos de poliomielitis en Espaia tras la implantacién sistemdtica de la
vacunacion en 1963. Se puede observar como la vacunacién ejercié un efecto directo sobre el
numero de casos de polio en Espafa, haciendo que entre 1964 y 1967 el nimero de casos
disminuyera de casi 2000 a menos de quinientos (Lopez-Perea et al., 2014).

Este papel beneficioso se observa cuando se comparan poblaciones de un pais
desarrollado con otro en vias de desarrollo. El no tener acceso a estas vacunas es una
de las razones por las que la incidencia de estas enfermedades es tan alta y por lo
que la esperanza de vida es menor en paises en vias de desarrollo. Si bien es cierto
que las costumbres higiénicas ayudan a prevenir enfermedades, muchas infecciones
pueden propagarse independientemente de la higiene que se tenga. Si las personas
no estuvieran vacunadas, enfermedades ahora poco comunes como el sarampién o
la rubeola reaparecerian rdpidamente. Este aspecto es fundamental ya que
numerosos colectivos se basan en que debido a la bagja incidencia de estas
enfermedades es innecesario vacunar, cuando la realidad es que, aunque es cierfo
que las enfermedades son poco comunes, los agentes infecciosos que las provocan
siguen circulando y con el efecto de la globalizacion no es muy complicado entrar en
contacto con ellos. Por tanto, ya no es Unicamente la funcién de protegernos a
nosotros mismos sino también el proteger a quienes nos rodean, evitando asi la
propagacion de enfermedades.
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Riesgos de administrar vacunas con adyuvantes

Se ha comentado que la razdn principal por la que algunos individuos deciden no
vacunarse (o vacunar a sus hijos) es la desinformacién, donde uno de los pilares que
sustentan su teoria es el efecto toxico o nocivo de los compuestos que se inyectan,
como los adyuvantes o los conservantes. Incluso asocian el desarrollo de
enfermedades o reacciones graves adversas al uso de vacunas multivalentes
(administraciéon simultdnea de mds de una vacuna), argumentando que esto
aumenta el riesgo de los efectos secundarios nocivos. Esta premisa resulta un tanto
incongruente, ya que cada dia el sistema inmunitario de un nino se enfrenta a cientos
de sustancias extranas que pueden desencadenar respuestas inmunitarias o no, y no
por ello tiene mayor probabilidad de sufrir un efecto adverso. De hecho, la idea de
usar vacunas mulfivalentes se origina en la posibilidad de tener que inyectar menos
veces, ahorrando costes y molestias. Una de las lineas de investigacion actuales es la
buUsqueda de vacunas multivalentes con antigenos mds universales, que sean
comunes a todas las cepas para asi ahorrar mds inyecciones todavia, suponiendo
menos gasto y menos pinchazos.

En cuanto a los estudios que describen la mayor prevalencia de enfermedades como
el autismo o el sindrome de déficit de atencién en ninos vacunados, cabe destacar
que estos resultados son sesgados porque en ocasiones la muestra es muy pequena o
no se tienen en cuenta otros factores que podrian afectar al estudio. Eiemplo de esto
seria el trabajo de Tomlienovic et al., (2011), donde se podria pensar que no es que
haya aumentado tanto el nimero de casos de ADD/ADHD en aios recientes, sino
qgue antes los métodos para detectarlos eran peores y que por tanto se daban
muchos casos de falsos negativos. Esto podria explicar la supuesta emergencia de
tantos casos de autismo o ADD/ADHD y no que el uso generalizado de vacunas esté
provocando estos trastornos. Ademdads, la idea de que la administracidon de vacunas
con tiomersal estd relacionado con el desarrollo y el aumento en la prevalencia de
los casos de ASD en paises occidentales pierde fuerza debido a que hace casi 15
anos que prdcticamente no se administran vacunas con mercurio.

Un hecho que si parece estar bien descrito es el efecto sobreestimulador que tienen
los adyuvantes en el sistema inmunitario. En ocasiones esta reaccién puede ser
desmesurada y provocar enfermedades inflamatorias o autoinmunes, como se ha
descrito con ASIA. No es descabellado pensar que, si el efecto que se busca es
aumentar la respuesta inmunogénica en el cuerpo, los individuos que metabolicen
mads lentamente o que sean mds susceptibles a procesos inmunitarios puedan
desarrollar efectos secundarios. Quizd seria conveniente realizar estudios genéticos
sobre cada individuo antes de administrar las vacunas, ya que asi se podria ajustar la
dosis de los compuestos que se incluyen, potencialmente evitando el desarrollo de
enfermedades autoinmunes. Pero esta solucidon no es prdactica ni realista debido al
numero tan grande de individuos a nivel mundial y el consiguiente gasto que eso
supondria. Las relaciones que se han establecido entre la vacunacién y el desarrollo
de enfermedades no son lo suficientemente significativas como para que sea
necesario establecer estas pruebas prevacunacionales, ademds de que no seria una
solucion del todo ética porque solo podrian usarla los paises mds desarrollados. Es por
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ello que se debe tratar de buscar una solucidn que no produzca mds desigualdades
sino centrarse en adyuvantes y vacunas que sean seguros y asequibles para todos los
paises.

En 1998 una investigacion llevada a cabo por el Dr. Wakefield y sus colaboradores
(Wakefield et al., 1998) condujo a la conclusidén de que existia una relacién entre el
suministro de la vacuna triple virica, sarampidn, paperas y rubeola (SPR) y el desarrollo
de frastornos del comportamiento como el ASD. A pesar de que la muestra era muy
pequena (n=12), el diseno experimental tenia muchos fallos y las conclusiones
resultaban mds bien especulativas, The Lancet decidid publicar el articulo. Este
articulo cred gran revuelo y al poco tiempo comenzaron a surgirle criticas al realizar
estudios epidemioldgicos que desestimaban esta relacion entre la vacuna (SPR) vy el
autismo. Por si fuera poco, salié a la luz que la financiacién del estudio de Wakefield y
sus colaboradores procedia de una compania de abogados que defendia a padres
con causas abiertas contra empresas farmacéuticas productoras de vacunas, por lo
gue existia un conflicto de intereses. Tras recopilar toda esta informacidén, en febrero
de 2010 The Lancet decidio retractar el articulo, admitiendo que diversos elementos
eran incorrectos y contrarios a los resultados obtenidos en investigaciones anteriores.
Es por esto que resulta tan importante que las investigaciones cientificas sean del todo
objetivas y que no sean sesgadas, porque la consternacidn que provocd este
cientifico todavia perdura.

Evidencias solidas de la neurotoxicidad de los adyuvantes

La readlidad es que existen correlaciones comprobadas entre el desarrollo de
enfermedades como el GWS o la MMF y las vacunas. Durante la Guerra del Golfo, el
41% de los soldados americanos y el 75% de los soldados britdnicos fueron vacunados
contra el Anthrax. Esta vacuna tenia un efecto que causaba la muerte neuronal en
ratones, pero no se describia en humanos, aungque si que provocaba reacciones
cutdneas moderadas. Existen diversos estudios que relacionan el haber recibido esta
vacuna con padecer GWS, que casusa fatiga créonica, dolor muscular, problemas
cognitivos y diarreas. Aproximadamente 1/3 de los soldados que estuvieron en la
Guerra del Golfo sufren esta enfermedad y aunque existen otfras hipdtesis sobre su
origen, no deberia descartarse que fuera la vacuna su causa debido a que no se
conocen sus efectos a largo plazo. Existen diversos estudios que fundamentan esta
relacion explicando como el hidréxido de aluminio (presente en esta vacuna como
adyuvante) induce a la apoptosis de las motoneuronas, aumenta los astrocitos
reactivos y se permite observar proteinas tau fosforiladas, al igual que ocurre en ofras
enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer (Shaw et al., 2009).

En cambio, la MMF es un sindrome causado por la deposicion de aluminio en los
macréfagos de los mUsculos, hecho que ocurre al inyectar vacunas con adyuvantes
con base de aluminio. Estos provocan fatiga cronica, debilidad muscular y en algunos
casos mds severos, trastornos desmielinizantes. Todas las acciones que llevemos a
cabo sobre nuestro cuerpo tienen unas reacciones, pero en este caso parece ser que
esta reaccidon Unicamente se observa en los pacientes mds susceptibles, portadores
de un alelo génico de un receptor que hace que estas personas se vean mds
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afectadas por el aluminio, favoreciendo su deposicidn en los macréofagos (Guis et al.,
2002).

Conclusion

A pesar del increible éxito de la vacunacion como intervencion en salud publica, las
enfermedades infecciosas (en concreto, la neumonia) siguen siendo la causa mds
comun de muerte en ninos menores de 5 anos (OMS, 2016). Parte de este éxito se
debe al uso generalizado de adyuvantes que han mejorado la efectividad de las
vacunas y ha hecho posible crear vacunas para antigenos que tienen poco efecto
inmunoestimulador.

Con las evidencias bibliogrdficas existentes se puede concluir que las vacunas con
adyuvantes son seguras, ya que los efectos neurotdxicos que se observan se dan en
casos muy concretos donde parece ser que suele haber una predisposicidon genética.
Para evitar poner en riesgo a estas personas mds susceptibles a que padezcan una
reaccion desmesurada del sistema inmunitario se deben confinuar investigando
nuevas dianas de vacunacion y nuevos adyuvantes. Por tanto, no existe relacion
enfre los adyuvantes de las vacunas y un mayor riesgo a padecer una enfermedad
neurodegenerativa o que afecte al neurodesarrollo, simplemente hay personas mds
susceptibles a estos compuestos y que desarrollan una enfermedad englobada en
ASIA.
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