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El arte de salvar vidas

: : Alexia Sinclair
Jenner, a finales del siglo XVIII, El descubrimiento de la vacuna de la

aplico la primera vacuna viruela



1- Las primeras vacunas:
*\irus vivo
*Microorganismos muertos enteros
2- Vacunas mas purificadas
« Subunidades
« Antigenos purificados
« Recombinantes, etc.

Desde el comienzo de la vacunacion, pero en especial desde que
aparecieron vacunas mas purificadas, se vio la necesidad de potenciar la
respuesta inmune de las vacunas aplicadas, mediante el empleo de los

adyuvantes
Del latin adjuvare, que significa ayudar o potenciar.



A S
Replicating

Live-attenuated pathogen
Pathogen Immunogenicity decreasing

Tolerability improving

Adjuvants are added to restore or

" \\,{ e

Non-replicating Subunit Purified antigens Purified antigens
Inactivated Toxoids, split virus, Antigens, + Adjuvant
whole-pathogen fragments of pathogens recombinant proteins single adjuvant or

combinations

Vaccine Adjuvants: from 1920 to 2015 and Beyond. Di Pasquale A. Vaccine 2015
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Los adyuvantes son ...

...Sustancias de estructura quimica muy variada que se

utilizan para reforzar la respuesta inmune contra un

antigeno administrado simultdaneamente.

Debe formar parte de la vacuna reconstituida que se adminstra

Los compuestos que se administran separadamente no se consideran -
adyuvantes, sino inmunomoduladores. P
Cuando el antigeno es conjugado con una proteina transportadora para = ‘%

mejorar la respuesta , no se considera un adyuvante. EMEA 2005



Objetivos de la vacunacion:

»Generacion de una respuesta inmune
especifica, potente y duradera, frente al
antigeno administrado

»Con las vacunas actuales, esto solo se
consigue anadiendo adyuvantes a los
antigenos vacunales

Leroux-Roels G. Unmet needs in modern vaccinology. Adjuvants to improve
the immune response.Vaccine.2010;28S:C25-36.



Los adyuvantes aportan grandes ventajas

* Incrementan la respuesta inmune. Interés
lactantes, ancianos e inmunodeprimidos

* Necesarios en las vacunas purificadas actuales

* Optimizacion de antigenos vacunales:
O Menos cantidad
0 Menos numero de dosis, mas espaciadas.

O Mejoria coberturas.
0 Interés en pandemias, en épocas de desabastecimiento /escasez de vacunas

* Polarizacion a respuestas mas efectivas, Thl




Retos

* Mejorar la eficacia sin incrementar la
toxicidad

* Actuar en patogenos dificiles.

0 VIH
0 TBC
0 Paludismo



Adyuvantes en las vacunas
Del empirismo al razonamiento cientifico

Todo empezo por un caballo... pero continudé con una mosca




Ramon y cols. 1920s

Caballos inoculados con toxoide
diftérico, incrementaban la
produccion de anticuerpos
especificos si presentaban abscesos
en el lugar de la inyeccion.

Se intentd generar abscesos mediante la adicion
de sustancias no relacionadas con el toxoide
diftérico en el acto de la inoculacion.

Ramon G. Sur la toxine et sur I'anatoxine diphtheriques. Annales de I'Institut Pasteur. 1924;38:1-10.



Glenny y cols.1926 Alexander Glenny

Comprobaron la actividad adyuvante
de los compuestos de aluminio
como hidroxido o fosfato.

Desde entonces los compuestos de
aluminio han sido los principales
adyuvantes empleados en las
vacunas de uso humano.

Glenny AT, Pope CG, Waddington H, Wallace V. The antigenic value of toxoid
precipitated by potassium alum. receptors control activation of adaptive immune
responses. J Pathol Bacteriol 1926; 29: 38—45.



Descubrimientos recientes que han contribuido a la investigacion en
adyuvantes: Premio Nobel de Fisiologia o Medicina 1995y 2011

The Nobel Prize in The Nobel Prize in
Physiology or Medicine Physiology or Medicine
1995 2011

‘ L
Edward B. Lewis Christiane Niisslein- Eric F. Wieschaus
Prize share: 1/3 Volhard Prize share: 1/2

n H H . o e e o e
por sus descubrimientos El Premio Nobel de Fisiologia o Medicina de 2011 por los
relacionados con el control “descubrimientos sobre la activacion de la inmunidad
genético precoz del innata”
L . . -
desarrollo embriogénico”. y el “descubrimiento de la célula dendritica y su papel en

la inmunidad adaptativa”
Drosophila toll pathway




El desarrollo de los adyuvantes

Aungue son muchos los compuestos investigados,
solo unos pocos llegan al uso humano.

| Aluminum salts Virosome | | | R837/
R848 AS03
MF59 ] AS04 ‘I
O B PSPPSR PR SPPURRISELEDTIENG FEF R AT RSP )
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Poly-1C J MDP J ICpG ODN J | | Flagellin
AS02
|| Freund’s adjuvant (|Poly-ICLC]| | [ MPL || ASO1

------ Licensed adjuvants
------ Clinical trials

ApostélicoJ de S et al.
Adjuvants: Classification, Modus Operandi, and Licensing. Journal of Immunology Research. 2016;2016:1459394.



g, The European Medicines Agency
Evaluation of Medicines for Human Use

London, 20 January 2005

EMEA/CHMP/VEG/134716/2004

COMMITTEE FOR MEDICINAL PRODUCTS FOR HUMAN USE
(CHMP)

|  GUIDELINE ON ADJUVANTS IN VACCINES FOR HUMAN USE |

@ World Health
®.¥ Organization

FINAL
ENGLISH ONLY

Guidelines on the nonclinical evaluation of vaccine adjuvants
and adjuvanted vaccines

£ World Health Organization 2013

All rights resarved. Publications of the World Health Organization can be obtained from WHO Prass, World Health
Organization, 20 Avenue Appiz, 1211 Geneva 2T, Switzerland (1el: +41 22 701 3264; fax +41 22 701 4857, e-mai:
bookordersifiwho. inf). Requests for permission o reproduce or translate WHO publications = whether for sale or for
roncommercial distribution — should be addressed to WHO Press at the above address (fax: =41 22 731 4808; -
meil: parmissiens@wao nt).
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uvant Final 17122013 WEB.pdf
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® Aluminium salt

@ Virosome

® MF59

® ASD4

® RC-529

@ AS03

® ISA 51

@ Thermo-reversible oil-in-water emulsion

@ Diphtheria (Toxoid)
@ Tetanus (Toxoid)
® Pertussis (Inactivated)

Aluminium salts

@ Pandemic influenza (Subunit)
@ Pandemic influenza (Subunit)
@ Non-small-cell lung cancer (Proten)
@ Pandemic influenza (Subunit)
@ Hepatitis B (Protein)
@ HPV (DNA recombinant)
@ HPV (DNA recombinant)
@ Hepatitis B (DNA recombinant)
@ Invasive pneumococcal disease
@ influenza (Subunit)
Oinfluenza (Subunit)
@ Invasive meningococcal disease
@ Hepatitis A (Inactivated)
() Hepatitis A (Inactivated)
® Hepatitis B (DNA recombinant)

Pertussis (Subunit
® Polio (inactivated) ¢ 4

Thermo-reversible oil-in-water emulsion p
ISA51 —»

AS03 —»

RC-529 ——»

AS04 ——p
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Nathalie Garcon, Geert Leroux-Roels, Wen-Fang Cheng
Vaccine adjuvants. Perspectives in Vaccinology, Volume 1, Issue 1, 2011, 89-113

http://dx.doi.org/10.1016/j.pervac.2011.05.004




Inmunologia de la infeccion
Implicaciones en el diseno de las
vacunas.

La respuesta inmune a un agente
Infeccioso o0 a una vacuna, se
divide, en términos generales, en
dos fases:

v la respuesta innata
v la respuesta adaptativa

Moser, M. Leo, O. Key concepts in immunology.
Vaccine 2010, 28, C2-C13
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S Los adyuvantes facilitan la respuesta innata,

i gue es un prerrequisito

S para que se produzca la respuesta adaptativa*

Microbe

- Inmunidad Innata & Ty DT Inmunidad adaptativa
' 0 Precoz M epitneiay) BOmEheoyes Avilbodis 0 Mas tardia =
0 No especifica — = 0 Especifica 8
0 Sin memoria Effector T cell 0 Memoria -
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Phagocytes  Denflritic | o o tes _ ..
D A inmunologica
OIS ) : > =
L Complement N cells! L
N NN Hours  // Days , R PSP E PRSPPI
B S Time after infection P>l



With adjuvant

© CD4' Tcell
© cos* Teen

Innate immune response

Adaptive immune response

Draining lymph
node

Periphery/site
of infection

@QC y‘g;
¥
—)

© B cell (naive)

¢ Plasma cell

= B cell (memory)

Y Antibody

¥ Antibody (wider profilo)

® Antig

Dendritic cells

okines
Innate immunity —— Acquired immunity

Kiyoshi Takeda, and Shizuo Akira Int. Immunol. 2005;17:1-14



Existen muchas clasificaciones de los adyuvantes.
Ninguna del todo satisfactoria.

Edelman R. 1992. Hoy en desuso
1.Inmunoestimuladores activos
2 .Proteinas portadoras
3.Adyuvantes tipo vehiculo

Apostolico J de S et al.
Adjuvants: Classification, Modus Operandi, and Licensing.
Journal of Immunology Research. 2016;2016:1459394



Schijns V.E. 2000 Clasificacion mas
funcional

Se basa en el mecanismo de accion.
Facilitadores de las senales:

1.Sefnal 1 (presentacion)
2.Sefal 2 (coestimulacion)
3.Sefal 3 (polarizacion a Th1/Th2)
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Reconocimiento. Sefal 0

Agonistas de Receptores. TLRs y otros

> MPLA,

» CpG (oligonucledtidos de secuencias no metiladas)

Presentacion. Senal 1
> Geles de aluminio
> Soluciones oleosas

Co-estimulacion. Senal 2
» Saponinas

» Emulsiones, algunas...
» Hidroxido de aluminio

Polarizacion. Senal 3
Thl MPLa,
Th2 Hidréxido de aluminio, MF59



O’Hagan D.T. 2003

Basada en el mecanismo de accién

1.Sistemas de liberacion.
2. Inmunopotenciadores
3. Adyuvantes mucosales

Sistemas adyuvantes. Combinaciones

ApostélicoJ de S et al.
Adjuvants: Classification, Modus Operandi, and Licensing. Journal of Immunology Research. 2016;2016:1459394.



O’Hagan 2003. Basada en el mecanismo de accién

1.Sistemas de deliberacion.
« Sales minerales. Aluminio, Fosfato calcico

Emulsiones adyuvantes.

0 Adyuvante Completo de Freund (ACF)
0o MF59*
o ASO03

« Microparticulas

o Virosomas

*Nakaya H. I., Clutterbuck E., Kazmin D., et al. Systems biology of immunity to MF59-adjuvanted versus nonadjuvanted
trivalent seasonal influenza vaccines in early childhood. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2016;113(7):1853—
1858.



O’Hagan 2003. Basada en el mecanismo de accién

2. Inmunopotenciadores. Accién inmunoestimuladora
» Monofosforil lipido A (MPL) Agonista TLR-4
- LPS
* Flagelina, TLR-5
* Imidazolinas. Imiquimod.TLR-7/8
»  CpG oligodesoxinucledtidos. TLR-9
*  Muramil dipéptido (MDP) NOD2
- Saponinas (QS21)

Apostolico J de S et al.
Adjuvants: Classification, Modus Operandi, and Licensing.
Journal of Immunology Research. 2016;2016:1459394.



O’Hagan 2003. Basada en el mecanismo de accién

3. Adyuvantes mucosales

Podrian encajar en cualquiera de los 2 grupos anteriores

*Toxina colérica
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O’Hagan 2003. Basada en el mecanismo de accién

4. Sistyemas adyuvantes.
La combinacion de varias de estas moléculas con
adyuvantes clasicos (aluminio, liposomas y
emulsiones aceite en agua) constituye los Sistemas

Adyuvantes
ASO1, ASO2, ASO3, ASO4 etc.



ADYUVANTES DE SALES DE ALUMINIO

Geles de sales de aluminio mezclados con el antigeno (adsorcion)

0]

© O O O

Los adyuvantes mas utilizados durante >90 afos

Perfil de seguridad bien establecido

Beneficio indirecto sobre la estabilidad del antigeno
Mecanismo de accidn todavia discutido, inmunidad innata

Sales de aluminio de nueva generacion: AAHS: Hidroxifosfato
sulfato de aluminio amorfo

Efectos beneficiosos no esperados*: Papel en infecciones
persistentes (VHB), tumores

*Wen'Y, Shi Y. Alum: an old dog with new tricks. Emerg Microbes Infect. 2016 Mar 23;5:e25.




SALES DE ALUMINIO

Mecanismo de accion todavia
discutido

*Efecto de deposito (persistencia
del antigeno)

*Efecto citolitico.
o lrritacién/inflamacion local.

o Acido. Urico.

0 Inflamasoma. Caspasa
Resultados:
*Mejor captacion del antigeno por
la CPA

Maduracion de células
dendriticas.

*Polarizaciéon respuesta inmune
Th2

Vaccine
Adjuvant @-QAntigen
- S —| 1.Depoteffect, |
-y APC recruitment
od |mrs9.lm
°

2. PRR activation

(TLR/NOD Agonists) .,O
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|| 4. Immune cell presentation
MHC presentation
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Opsonizing antibodies Neutralizing antibodies

http://www.invivogen.com/review-vaccine-adjuvants



Ejemplos de adyuvantes en vacunas

Adyuvante Vacuna Producto
Sales de DTaP /Tdpa Boostrix
aluminio DTaP, polio and Hib DTwP, Hib and Infanrix
hepatitis B
DTaP, polio, Hib and hepatitis B Infanrix hexa. Hexyon
Hepatitis B Engerix
Recombivax
Hepatitis A Havrix
Vaqgta
HPV-6/11/16/18 Gardasil

Influenza (H5N1)

Pneumococcus (conjugated) Prevenar. Synflorix

Meningococo C Meningitec. Menjugate,
NeissVac

Meningococo B Bexsero

Fuente Garcon N. 2011



EMULSIONES ADYUVANTES. ELADYUVANTE MF59

Compuesto por una emulsion aceite en
agua.

Escualeno y dos surfactantes Tween 80
y Span 85

Utilizado en vacunas de gripe en
ancianos (Chiromas®, Fluad®)




] MF59
Células Presentadoras de

Antigeno (CPA)
*Reclutamiento

*Activacion hacia el lugar de
inyeccion

Efecto

Aumento de la captacion de
antigeno

*Maduracion y migracion
de las APC hacia los
ganglios linfaticos de
drenaje locales.

\ 4. Immune cell presentation
MHC presentation
\ I o
OE © —_—
L N
Cellular response K- @ Humoral response
) @ \Qi‘j)us
mcophage \\\‘
) oo Fy



Ejemplos de adyuvantes en vacunas

Adyuvante  Vacuna Producto
Qil-in-water Gripe A (HIN1) Focetria
emulsion (MF59) H5N1 Aflunov
Estacional Fluad®
Chiromas®

Fuente Garcon N. 2011

Nakaya H. I., Clutterbuck E., Kazmin D., et al. Systems biology of immunity to MF59-
adjuvanted versus nonadjuvanted trivalent seasonal influenza vaccines in early
childhood. Proceedings of the National Academy of Sciences. 2016;113(7):1853—
1858.




MICROPARTICULAS. LIPOSOMAS / VIROSOMAS.

Liposomas capas de lipidos que encapsulan
antigenos. Actian como sistemas liberadores de
antigeno. Los productos en uso no contienen
liposomas, pero si virosomas

Virosomas vesiculas esféricas que contienen
glicoproteinas virales hemaglutinina y neuraminidas
del virus gripal. Liberacion del antigeno

Facilitan la absorcion del antigeno por las APCs
(celulas presentadoras de antigeno)

Liposoma

N. Garcon. 2011




b Depot effect

Microparticulas

Fusion de membranas

Macrophage

+ Particulas que llegan directamente al citosol

d Cross-presentation *  Presentacion al Complejo Mayor de
i Histocompatibilidad Clase | (CMH)

Antigen—
Peptide-derived . .-,
. *. omanigen - Estimulacion de CD8+
agosome — ; y

Activation of antigen-
Cross-presentation specific CD8* T cells




Ejemplos de adyuvantes en vacunas

Adyuvante  Vacuna Producto

Virosomas Hepatitis A Epaxal®
Gripe Inflexal®




Moléculas inmunopotenciadoras

Nuevos adyuvantes basados en la inmunologia moderna,
promueven diferentes aspectos de la respuesta adaptativa

MPL: 3-0-desacyl-4-monophosphoril lipido A
Derivado de LPS de la Salmonella Minnesota Gram-negativa
Agonista del TLR-4 en las APCs

Estimula la respuesta Thl
Se emplea en diversas vacunas formando parte de los sistemas

adyuvantes ASO1, AS02, AS04.




Moléculas inmunopotenciadoras
Nuevos adyuvantes basados en la inmunologia moderna, promueven
diferentes aspectos de la respuesta adaptativa

CpG:
Secuencia repetida de citosina y guanina derivada del ADN
de microbios naturales

Oligonucleotidos de secuencias no metiladas
Grupo de oligodesoxinucleotidos sintéticos
Agonista de TLR-9, receptores intracelulres

QS21:

Fraccion purificada (21) de una mezcla de saponinas
contenida en el extracto de la corteza del arbol Quillaja
Saponaria

Favorece la presentacion del antigeno a las CPAs
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Leishmania Lipid A Imiquimod CpG ODN

parasites

= g 0y
Adyuvantes agonistas O (54):@ m%
de los TLRs \\:::\ l /
IL-12, respuesta Thi, \,
defensa de agentes \
Intracelulares
Ej. vacuna de -
Leishmaniosis cutanea J

---------- N 7

Raman VS et al. \ @
Adjuvants for Leishmania vaccines: @

from models to clinical application.

Frontiers in Immunology. 2012;3:144.



Sistema adyuvante AS04

Combinacion de adyuvantes, MPL y sales de aluminio.

Induce fuertes respuestas protectoras tanto humorales como
celulares, de predominio Th1.

Adecuado perfil de seguridad.
Usos:

» Vacuna frente al virus del papiloma humano (VPH)
Cervarix® (induce respuestas cruzadas frente a VPH de
alto riesgo no incluidos en la vacuna)

» Vacuna contra el virus de la hepatitis B, FENDRIX®, para
pacientes dializados.




Sistema adyuvante ASO3

Es una emulsion aceite en agua que contiene
escualeno, vitamina E, y otras sustancias

Los monocitos y macrofagos responde con produccion
de citoquinas y quemoguinas

Se ha empleado en la vacunas de gripe pandémicas
Virus A/HIN1, Pandemrix®. No comercializada

Virus A/H5N1 Prepandrix®.



Sistema adyuvante ASO1
Tres componentes:

 Liposomas

« MPL, (TLR4 agonista)

« QS21 (favorece la actividad de APCs
Favorece respuestas intracelulares

Usos
Vacunas frente a Paludismo, herpes zoster, TBC,

VIH, otras



Estudio de fase Ill

Vacuna en desarrollo de subunidades
(glicoproteina E recombinante)
adyuvada con ASO1 (MPL +

QS21+lipoproteinas) frente al herpes N EW ENGLAND
ZéSter: JOURNAL o MEDICINE

1. Sujetos inmunocompetentes a partir de

Efficacy of the Herpes Zoster Subunit Vaccine in Adults

70 afos de edad. W.Mi‘”faiifff‘ if:’ff‘fii s
. . JrMW yngHbéCVd I\bcITV ikari, D. Wata sz?hFAAh r.mhan.
Eficacia del 90% (IC 95%: 84-94) frente a herpes e ) o e e i
z6ster en comparacion con placebo. L
2. Sujetos inmunodeprimidos. Todos los _ |
grupos de e da d :M Thé“herpes zoster subunit vaccine

Eficacia 97.2% (95% IC 93.7-99.0; p < 0.001)

In this article

Cunninham 2016



SISTEMAS ADYUVANTES

Sistema Composicion Vacunas Vacunas en Desarrollo
ELIVTIVET 1] Autorizadaso | faseloll interrumpido
en estudio fase

ASO1 QS21, MPLy Paludismo Paludismo
liposomas (Mosquirix) nueva
Herpes zoster  generacion
(Shingrixtm) TBC, HIV...

AS02 QS21, MPI HIV
yemulsién TBC
aceite en agua

AS03 Emulsion A/A Vacuna gripe
alfatocoferol pre-pandémica

H5N1
HIN5
Pandemrix*

AS04 MPL+ sales de  VPH Cervarix

aluminio Hepatitis B

Fendrix



antigen uptake Adjuvant
Surface ctivation (%e & and antigen

(for ex MPL binds TLR4) MFs9)| %o o°
N, [Immune cell ,©
| |presentation

....... T
> L2
A S
Qe
IL-5

~
T,2 cell [IL-13
**

Neutralizingg
antibodies B cell
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Reed SG, Orr MT, Fox CB. Key roles of adjuvants in modern vaccines. Nat Med.2013
Dec;19(12):1597-608. doi: 10.1038/nm.3409. Review.



Sombras

Mayor riesgo de paralisis facial*, o de Bell con el uso de una vacuna de gripe
inactivada adyuvada por via nasal.

46 casos en Suiza. 19 veces mas riesgo gue en controles.

Vacuna de subunidades en virosomas, adyuvada con toxina termolabil de
E.coli como adyuvante mucosal autorizada en Suiza. 2000-2001. Retirada

Uso de vacuna frente a paludismo recombinante RTS,S/ASO1, en el grupo
de 5-17 meses mayor numero de convulsiones febriles, mayor riesgo de
meningitis y paludismo cerebral.

Pendiente de aclarar**

*Use of the Inactivated Intranasal Influenza Vaccine and the Risk of Bell’s Palsy in Switzerland
Mutsch M et al.N Eng J Med 2004

**Stassijns J, Bollaerts K, Baay M, Verstraeten T. A systematic review and
meta-analysis on the safety of newly adjuvanted vaccines among children. Vaccine. 2016 Feb 3;34(6):714-22.




Sombras

Asociacion de narcolepsia en nifios nordicos vacunados con una
vacuna de gripe inactivada con el adyuvante AS03*

Incremento de anticuerpos frente a NP (nucleoproteina) en
asociacion con el alelo de riesgo de narcolepsia DQB1*06:02.

El origen se centra mas en las nucleoproteinas que en adyuvante
ASO3**
Pandemrix no esta en uso actualmente.

*Nohynek H, Jokinen J, Partinen M, Vaarala O, Kirjavainen T, et al. (2012) AS03 adjuvanted AH1N1 vaccine associated
with an abrupt increase in the incidence of childhood narcolepsy in Finland. PLoS One 7: e33536.

**Quti Vaarala et al. Antigenic Differences between AS03 Adjuvanted Influenza A (H1N1) Pandemic Vaccines:
Implications for PandemrixAssociated Narcolepsy Risk. PLOS ONE | DOI:10.1371/journal.pone.0114361 December 15,
2014




Adyuvantes

v Incrementan la respuesta inmune. Consiguen una proteccion
efectiva, poblaciones especiales con poca capacidad de
iInmunorrespuesta (lactantes y ancianos, inmunodeprimidos)

v Permiten utilizar menos cantidad de antigeno en una vacuna,
alcanzar mayor numero de poblacion a vacunar, Ej.
pandemias, eépocas de desabastecimiento

v" Se reducen dosis de vacunas, y se espacian, mejor
aceptacion. Optimizacion

v Dirigen la respuesta inmune a mecanismos mas efectivos E;j.
respuestas Thl. Polarizacion

v' Mantener equilibrio entre efectividad y tolerancia. Seguridad

Batista-Duharte A, Lastre M, Pérez O. Adyuvantes inmunoldgicos. Determinantes en el balance eficacia-toxicidad de las vacunas
contemporaneas. Enferm Infecc Microbiol Clin. 2014;32(2):106-114.



Adyuvantes retOS

v Conseguir vacunas eficaces en gérmenes gue escapan las
respuestas de las vacunas habituales:

o VIH
o Paludismo
o Tuberculosis, otros

Impossible is nothing

v' Mantener equilibrio entre efectividad y tolerancia. Seguridad

Leroux-Roels G. Unmet needs in modern vaccinology. Adjuvants to improve
the immune response.Vaccine.2010;28S:C25-36.



El éxito (o fracaso) de una
nueva vacuna

dependera “CRITICAMENTE” del
adyuvante que le acompaine

Harandi AM. Vaccines adjuvants: scientific challenges and strategic initiatives.
Expert reviewa 2009
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