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Resumo

Esta monografia pretende sintetizar os principais conceitos para o desenvolvimento de
novos adjuvantes, novas associagdes de adjuvantes e novas aplicacdes para adjuvantes ja
existentes em vacinas. Os adjuvantes podem potenciar a eficdcia e seguranga de uma vacina,
assim como reduzir a sua toxicidade promovendo uma imunidade mais robusta relativamente
as vacinas empregues nas ultimas décadas, sendo a maioria adjuvada com sais de aluminio.

De forma a compreender o papel dos adjuvantes na relacdo entre a imunidade protetora e
as vacinas ¢ importante compreender o mecanismo de acdo, os fatores que o influenciam e as
diferentes respostas desencadeadas pela ativagdo dos Toll-like Receptors consoante cada
adjuvante. Esta ¢ uma drea de extensa investigagdo que visa alcangar o adjuvante ideal,
orientado as propriedades da respetiva indicacdo terapé€utica, capaz de estimular uma resposta
imunitaria forte celular e humoral, sem reatogenicidade.

Serdo mais abordadas as vacinas dentro do contexto clinico vacinal portugués e perante
as doencgas virais mais incidentes a nivel global, e foi enquadrado sempre que possivel, as
vacinas comercializadas e em estudo nas respetivas categorias de adjuvantes, explicando como
cada uma se manifesta no seu envolvimento na ativagao da resposta imunitaria.

Os adjuvantes mais aprofundados sdo respetivamente: sais de aluminio, QS-21, ISCOMs,
MPLA, MF59, IL-12, MPI, CpG ODNs, AS04 e Algammulin.

As abordagens racionais de otimizacdo e producdo de vacinas, em sinergia com as
evidéncias cientificas mais promissores, a convergéncia de perspetivas dos varios campos de
investigacdo e a selecdo dos sistemas de administragdo conforme o cenario mais pertinente
podem permitir a preparagdo racional e inteligente de formulagdes de vacinas com as
propriedades imunoestimulantes procuradas, tamanho das particulas, e carga antigénica. Assim
o adjuvante ideal estard cada vez mais proximo de ser formulado e terd um impacto tremendo

na imunizagdo da populacdo contra doencas infeciosas.

Palavras-chave: (1) Categorias de Adjuvantes, (2) Vacinas, (3) Imunidade, (4) Doencas

infeciosas, (5) Sais de aluminio.



Abstract

This abstract aims to summarize the main concepts for the development of new adjuvants,
new associations of adjuvants and new applications for existing adjuvants in vaccines.
Adjuvants can enhance the efficacy and safety of a vaccine, as well as reduce its toxicity to
promote more robust immunity than the vaccines employed in the last decades, most of which
were adjuvated with aluminum salts.

In order to understand the role of adjuvants in the relationship between protective
immunity and vaccines it is important to understand the mechanism of action, the factors that
influence it and the different responses triggered by activation of Toll-like receptors depending
on each adjuvant. This is an area of extensive research that aims to achieve the ideal adjuvant,
targeted to the properties of the respective therapeutic indication, able to stimulate a strong
cellular and humoral immune response without reactogenicity.

Vaccines within the Portuguese vaccine clinical context and considering the most incident
viral diseases globally will be further explored. Whenever possible, the vaccines on the market
and under study will be framed in their respective adjuvant category, explaining how each one
manifests itself in its involvement in triggering the immune response.

The adjuvants that have been further detailed are respectively: aluminum salts, QS-21,
ISCOMs, MPLA, MF59, IL-12, MPI, CpG ODNs, AS04 and Algammulin.

Rational approaches to vaccine optimization and production, in synergy with the most
promising scientific evidence, the convergence of perspectives of the various research fields,
and the selection of delivery systems according to the most pertinent scenario can enable the
rational and intelligent preparation of vaccine formulations with the desired immunostimulatory
properties, particle size, and antigenic load. Thus, the ideal adjuvant will be getting closer to be
formulated and will have a tremendous impact on the immunization of the population against

infectious diseases.

Keywords: (1) Adjuvant categories, (2) Vaccines, (3) Immunity, (4) Infectious diseases,

(5) Aluminum salts.



Lista de abreviaturas e siglas

A/O
A/O/A
AIM
APCs
ASO1
AS02
AS04
CpG

CpG ODN

CRM197
CT
CTLs
DNA
dsRNA
DT
DTPa

FDA

GM-CSF

HA
HBsAg
HE
Hib
HIV-1
HPV
HPV16

Hsp60/70

Emulsdo simples Agua-em-Oleo

Emulsio multipla Agua-em-Oleo-em-Agua

Autorizagao de Introdu¢do no Mercado

Antigen-Presenting Cells (Células apresentadoras de Antigénios)

Adjuvant System 01 (Sistema de Adjuvante 01)

Adjuvant System 02 (Sistema de Adjuvante 02)

Adjuvant System 04 (Sistema de Adjuvante 04)

Sequéncia linear de cadeia unica 5'-C-fosfato-G-3', ou seja, citosina e
guanina separadas por apenas um grupo de fosfato

CpG oligodeoxynucleotides (oligodesoxinucleotidos CpG, moléculas de
DNA sintético de cadeia tinica curta)

Cross Reacting Material 197

Cholera toxin (Toxina da colera)

Cytotoxic Lymphocytes (Linfocitos T citotoxicos)

Deoxyribonucleic acid (Acido Desoxirribonucleico)

double - stranded RNA (material genético de virus de RNA de cadeia dupla)

Diphtheria Toxoid (Toxo6ide Diftérico)

Toxoéide diftérico (D), Toxoéide tetanico (T), Toxoide e subunidades de
Bordetella pertussis (Pa)

Food and Drug Administration (Autoridade reguladora do medicamento dos
Estados Unidos)

Granulocyte-Macrophage Colony Stimulating Factor (Fator estimulador de
coldnias de granuldcitos e macréfagos)

Hemaglutinina

Antigénio de superficie do virus da hepatite B, indica infe¢do

Hemaglutina-Esterase

Haemophilus influenzae do tipo b

Human Immunodeficiency Virus do tipo 1

Human papillomavirus (Papilomavirus Humano)

Um dos dois tipos de HPV (16 e 18) causadores de 70% dos tumores
cervicais e lesdes cervicais pré-cancerosas por HPV

Heat shock proteins 60 and 70



IFN

IgA

IgE

IgG

IgM

IL-12

ISCOMs
LPS

LT
MDP
MF59

MMTV
MPI
MPL
mRNA
MVA
MVASSA
NA

O/A
OVA
PAMPs

PEG
PLGA

Interferdo (tipo I, II, III), proteinas de sinalizagdo da familia de citosinas
libertadas por células hospedeira na presenga de virus

Imunoglobulina A, proteina encontrada em grandes quantidades nas
mucosas, principalmente na mucosa respiratoria e gastrointestinal

Imunoglobulina E, anticorpo importante na imunidade ativa contra parasitas
helmintos e responsaveis pelos fendmenos anafilaticos

Imunoglobulina G, anticorpo que o organismo produz quando entra em
contato com algum tipo de microrganismo invasor, num momento mais tardio
da fase aguda da infecao

Imunoglobulina M, primeiro anticorpo a ser produzido quando hd uma
infecdo, considerado um marcador de fase aguda

Interleucina 12, citocina secretada pelos linfocitos B, neutréfilos, células
dendriticas e macréfagos apos a ativacao por APCs

Immunestimulating complexes (Complexos Imunoestimuladores)

Lipopolysaccharide (Lipossacarido)

Heat-labile toxin (Enterotoxina 1abil ao calor da Escherichia coli)

Muramil dipeptideo, N-acetil muramil-l-alanil-d-isoglutamina

Emulsao O/A contendo esqualeno (4,3%) em tampao acido citrico com
tensioativos ndo-idnicos estabilizadores Tween 80 (0,5%) e Span 85 (0,5%)

Mouse mammary tumor virus

Microparticula de inulina

Monofosforilo lipidico A

RNA mensageiro

Virus Vaccinia Ankara modificado

Antigénio micobacteriano MVA 85A

Neuraminidase

Emulsio Oleo-em-agua

Ovalbumina, proteina encontrada na clara de ovo

Pathogen Associated Molecular Patterns (Padrdes moleculares associados
a patogénios)

Polietilenoglicol

Poly lactide-co-glycolide (poli (latico-co-glicolico))



PRRs Pattern recognition receptors (Recetores de Reconhecimento de agentes

Patogénicos)
PVP Polivinilpirrolidona
QS-21 Fracg¢do activa da casca de Quillaja saponaria, purificada por cromatografia

de fase reversa, sendo o ntimero 21 a identificacdo do pico RP-HPLC

Quil A Saponina isolada do cortex da arvore sul-americana Quillaja saponaria
Molina

RNA Ribonucleic acid (Acido ribonucleico)

RSV Respiratory sincitial virus

ssDNA single - stranded DNA (material genético de DNA de cadeia unica)

ssSRNA single - stranded RNA (material genético de RNA de cadeia unica)

TDM Trealose de dimicolato

Tth Células T follicular helper

Th Células T helper

Thil Células T helper do tipo 1

Th2 Células T helper do tipo 2

TLRs Toll-like receptors (Recetores tipo Toll)

TT Tetanus toxoid (Toxoide tetanico)

VHA Virus da Hepatite A

VHB Virus da Hepatite B

VIP Virus da poliomielite dos tipos 1, 2 e 3, inteiros e inativados

VLPs Virus-like particles (Particulas semelhantes a virus)
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1 INTRODUCAO

A vacinacdo ¢ uma das estratégias mais bem-sucedidas e rentaveis na historia da medicina
e ¢ um direito e dever de cada cidaddo, para com a sua satide, Satde Publica e cidadania. Para
dar resposta aos desafios da modernidade, da informacao (e desinformag¢do) e reorganizacao
dos servigos de saude, programas como o Plano Nacional de Vacinagdo e recomendagdes extra
Plano Nacional de Vacinagdo tém vindo a ser reforcados nos ultimos anos, de forma a manter
os excelentes resultados contribuindo de forma positiva para a sociedade (1).

Felizmente, a maioria das gera¢des ndo conhece pessoalmente nenhum caso de difteria,
poliomielite ou outras doengas infeciosas que outrora eram encontradas de forma comum, e
agora sdo prevenidas pela vacina¢do. Embora seja um sinal de sucesso, muitos interrogam-se
porque ¢ que os seus filhos t€ém de receber vacinas contra doengas que parecem ja ndo existir.
Mitos e desinformacao sobre a seguranga de vacinas existem e tém contribuindo para confundir
os pais que tentam tomar decisdes conscientes e acertadas sobre os cuidados de saude. Nos
ultimos anos, as vacinas tém contribuido para o aumento da esperanca média de vida,
conferindo imunidade protetora a popula¢do a longo prazo, salvando milhdes de vidas e a
eventual erradicagdo de algumas doencas infeciosas virais e bacterianas. No entanto, a elevada
cobertura da imuniza¢do contra estas doengas ndo deve ser tomada como adquirida. Um
programa de vacinagdo bem-sucedido, e uma sociedade de sucesso, depende da cooperagdo de
cada individuo para assegurar o bem de todos.

O objetivo da vacinagdo ¢ gerar uma forte resposta imunitdria que proporcione uma
protecdo a longo prazo contra a infe¢do. As vacinas até hoje foram bastante bem-sucedidas na
protecdo contra uma variedade de doengas e reduziram drasticamente o nimero de infe¢des
graves, como, a poliomielite, sarampo, difteria, tosse convulsa, tétano e febre amarela. Existe
até o exemplo da imunizagao global contra a variola, que levou a erradicacdo da doenga por
completo e prevencao de 5 milhdes de mortes por ano (2). Em tempos, a maioria das vacinas
consistia em agentes patogénicos vivos atenuados, inativados ou toxdides. Ao contrario das
vacinas vivas atenuadas, as vacinas de organismos inteiros ou subunidades requerem
geralmente a adicdo de um adjuvante para serem eficazes. A vacina ideal deve ser ndo
reatogénica, isto ¢, ndo causar efeitos adversos indesejaveis, facil de administrar, altamente
imunogénica e com imunidade de longa dura¢do, o que nem sempre se verifica. A fim de
otimizar a efic4cia e seguranca das vacinas, os adjuvantes estdo incluidos na maioria das suas
formulacgodes.

Alguns aspetos a serem considerados na selecdo do adjuvante, sdo: o antigénio, a via de

administracdo e possibilidade de efeitos adversos. Idealmente, o adjuvante deve ser estavel e
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de boa conservagdo a longo-prazo, biodegradavel, sem grandes custos de producdo, inerte
imunologicamente e adjuvar o antigénio para melhorar uma resposta imunitaria celular e
humoral especifica a protecdo pretendida. Os adjuvantes marcam a diferenca na eficacia e
seguranca das vacinas, ndo sé pela sua presenca ou auséncia, pelo adjuvante selecionado, como
também consoante a via de administragdo e respetivo sistema de entrega na mesma formulagao,
por exemplo, as diferencas registadas entre a administracdo por vias mucosas ou parentéricas
(3). Logo, novos vetores, sistemas de administragdo de antigénios ou adjuvantes a serem
desenvolvidos necessitam de ter em conta as caracteristicas da via de administragdo proposta.
Por exemplo, a imunizacdo intradérmica ou subcutanea ¢ bastante mais eficaz que a via
intramuscular, contudo as vacinas com sais de aluminio sdo administradas apenas via
intramuscular devido a sua toxicidade local.

A importancia da presenca do adjuvante pode-se dividir em quatro grandes motivos: (1)
melhorar a imunogenicidade de antigénios altamente purificados ou recombinantes; (2) reduzir
a quantidade de antigénio, e consequentemente o nimero de doses necessarias para atingir a
imunidade protetora, que se traduz numa redugdo de custo e maior adesdo ao regime vacinal
pelo paciente; (3) melhorar a eficidcia das vacinas em recém-nascidos, idosos ou grupos
imunocomprometidos; e (4) otimizar sistemas de entrega de antigénios para a absor¢do pela
mucosa.

As mais recentes pesquisas sobre adjuvantes, que serdo abordadas neste trabalho
consistem nos aspetos relativos as recomendagdes regulamentares, categorias de adjuvantes,
como: sais minerais, compostos tensioativos, adjuvantes derivados de microorganismos,
emulsdes, citocinas, polissacaridos, adjuvantes baseados em acidos nucleicos e o papel dos

recetores Toll-like, com foco no seu envolvimento na ativacao imunitaria (3).
2 PAPEL DO ADJUVANTE NA VACINACAO

2.1 Introduc¢ao ao mecanismo induzido

As vacinas podem consistir em agentes patogénicos vivos atenuados ou inativados,
proteinas purificadas, ou subunidades com base em porg¢des de antigénios (ou seja, péptidos ou
hidratos de carbono) que devem suscitar respostas imunitarias especificas. As vacinas virais
atenuadas vivas imitam uma infecdo natural. No que respeita a utilizagdo de vacinas com
agentes patogénicos completos, as vacinas de subunidades sdo geralmente mais seguras de

administrar, mas sdo também geralmente menos imunogénicas. As vacinas compostas de
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componentes virais purificados como os VLPs, requerem a inclusdo de adjuvantes a fim de
potenciar a sua atividade imunoestimuladora, caso contrdrio podem ndo desencadear
suficientemente a resposta imunitaria inata que ¢ necessaria para estimular da melhor forma o
sistema imunitario adaptativo. Para ultrapassar estas questdes, podem ser adotadas abordagens,
tais como: o uso de adjuvantes, por exemplo, sais de aluminio, esqualeno (MF59, o primeiro
adjuvante 6leo-em-agua a ser comercializado para a vacina contra a Influenza sazonal),
agonistas dos TLRs (7oll-like receptors) e MPLA (monofosforilo lipidico A); a conjugacao do
antigénio a um proteina transportadora imunogénica (por exemplo, a proteina TT (Tetanus
toxoid), a proteina DT (diphtheria toxoid) e a sua forma geneticamente desintoxicada CRM197)
ou utilizagdo de transportadores que possam exibir copias multivalentes de antigénios,
induzindo uma resposta imunitdria mais forte (4).

O principal mecanismo da atividade imunomoduladora adjuvante ¢ baseado no
recrutamento de APCs para o local de administragdo. As APCs desempenham um papel
primordial na imunoestimulagdo através da captura e processamento de antigénios vacinais e
da migracdo para os ganglios linfaticos drenantes, onde estimulam a proliferacdo e
diferenciagdo das células T e B. As células Th (T helper) CD4+ ativadas secretam citocinas que
sdo fundamentais para sinalizar e orientar a estimulacdo de um tipo especifico de resposta
imunoldgica, bem como a maturagdo de células B e respetiva produgdo de anticorpos. O tipo
especifico de resposta Th ¢ importante para a eficacia da imunidade protetora: a resposta do
tipo Thl (T helper do tipo 1) ¢ uma resposta a agentes patogénicos intracelulares, tais como
virus e bactérias. J& a resposta do tipo Th2 (T helper do tipo 2) esta envolvida na estimulacao
da producdo de anticorpos dirigidos contra agentes infeciosos extracelulares. A ativagdo das
células Tth (T follicular helper) estimula a transformagdo das células B em plasmdcitos para a
producdo de anticorpos. No que diz respeito aos linfocitos T citotoxicos, CTLs (Cytotoxic T-
Lymphocytes), ou células CD8+, destroem as células infetadas, essenciais para bloquear a
replicacdo de bactérias e virus intracelulares.

Durante a selecdo do adjuvante, ¢ fundamental ter em conta a sua especificidade e
mecanismo de a¢do, bem como a sua especificidade sobre as populagdes de células T. Mais
importante ainda, o adjuvante precisa de ser bem tolerado sem provocar efeitos secundarios
significativos, aumentar a magnitude e duracdo da imunidade especifica, manter a seguranga e
reduzir a dose de vacina necessaria. O desenvolvimento de vacinas para os
imunocomprometidos, tais como pacientes idosos ou pediatricos, pode beneficiar dos estudos

no desenvolvimento de novos adjuvantes.

12



2.2 Barreiras ao desenvolvimento de adjuvantes

Apesar da descoberta subsequente de muitos outros adjuvantes consideravelmente mais
potentes, entre os primeiros, chegou-se a conclusdo de alguns seriam inadequados para uso
humano devido a toxicidade local e sistémica, por exemplo: o FCA (Freund’s complete
Adjuvant) e LPS (Lipopolysaccharide). Os problemas de toxicidade de uns adjuvantes
tornaram-se a oportunidade para outros, o que resultou numa area livre e disponivel para os
adjuvantes ja autorizados e consequentemente numa vasta utilizacdo e desenvolvimento para
os sais de aluminio durante décadas. Contudo, a janela de requisitos regulamentares tem sido
cada vez mais extensa e rigorosa desde o aparecimento do hidréxido de aluminio como
adjuvante (desde 1920).

Vacinas que foram retiradas do mercado tém desafiado a percecdo publica da seguranca
associada a sua administracdo e tem um impacto continuo no campo regulamentar. Como
exemplo temos a vacina inativada intranasal contra a influenza, associada a um aumento do
numero de casos de paralisia de Bell pela enterotoxina da Escherichia coli (3).

Os beneficios da incorporagdo de adjuvantes numa vacina precisam de ser equilibrados
contra o risco de efeitos adversos: Locais (tais como, dor, inflamagao local, inchago, necrose
do local de injecdo, linfadenopatia, granulomas, ulceras, geracdo de abcessos estéreis) e
sistémicos (nduseas, febre, artrite adjuvante, alergia, anafilaxia, toxicidade especifica dos

6rgdos, imunotoxicidade).

3 CATEGORIAS DE ADJUVANTES

Os adjuvantes podem ser divididos em varias categorias: (1) Sais minerais; (2)
Componentes tensioativos; (3) Adjuvantes derivados de microrganismos; (4) Emulsdes; (5)
Citocinas; (6) Polissacaridos; (7) Adjuvantes a base de acidos nucleicos; (8) Agonistas dos
TLRs (Toll-like receptors), e (9) Coadjuvantes de formulagdo. Os adjuvantes foram
esquematizados pelo contexto historico, apresentados enquanto sistemas de entrega de
antigénios e consoante os mais recentes desenvolvimentos nas vacinas autorizadas no mercado
e em estudo, havendo exemplos atuais de vacinas em cada categoria sempre que considerado

pertinente.
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3.1 Sais minerais

Os adjuvantes a base de sais de aluminio, representam um dos primeiros desenvolvidos
para a formulacdo de vacinas e estdo em uso desde os anos 20. Estes adjuvantes sdao preparados
utilizando sais de aluminio insoluveis (por exemplo, fosfato de aluminio, hidroxilo fosfato de
aluminio e hidroxido de aluminio) tendo sido os adjuvantes mais utilizados. Milhdes de doses
de vacinas com adjuvantes de sais de aluminio foram administradas a humanos e outras
espécies. Os sais de aluminio formam particulas de cristal capazes de adsorver os componentes
da vacina e funcionam como um veiculo do antigénio para as APCs. Infelizmente, em algumas
situacdes, os sais de aluminio sdo adjuvantes relativamente pobres na inducdo de respostas
imunitarias celulares.

Atualmente, sendo os sais de aluminio os adjuvantes mais utilizados, sdo varios os
exemplos de vacinas aprovadas em Portugal que os utilizam, como facilmente podemos
observar na seguinte Tabela 1, em que evidencia os adjuvantes de aluminio na maioria das
vacinas recomendadas no Plano Nacional de Vacina¢ao 2020 com excecdo das vacinas VASPR
contra o sarampo, parotidite epidémica, e rubéola (5).

Tabela 1 Vacinas no mercado e adjuvante que contém

Vacina Adjuvante

Engerix B Hidroxido de aluminio

Hexyon (VHB-Hib-DTPa-VIP) Hidréxido de aluminio

Prevenar (Pn13) Fosfato de aluminio

Bexsero (MenB) Hidréxido de aluminio

Pentavac (Hib-DTPa-VIP) Hidréxido de aluminio

Meningitec (Menc) Fosfato de aluminio

Tetravac (DTPa-VIP) Hidréxido de aluminio

Gardasil 9 (HPV) Sulfato de hidréxifosfato de aluminio
D.T.Vax (Td) Hidréxido de aluminio

Boostrix (Tdpa) Hidréxido de aluminio e fosfato de aluminio

Sao varios os exemplos: (1) Engerix B (VHBI1): Antigénio adsorvido em hidroxido ou sais de
aluminio; (2) Hexyon (VHB-Hib-DTPa-VIP): Antigénios adsorvidos em hidroxido e/ou fosfato
de aluminio; (3) Prevenar (Pn13): Antigénios adsorvidos em fosfato de aluminio; (4) Bexsero

(MenB): Adsorvida em hidroxido de aluminio; (5) Pentavac (Hib-DTPa-VIP): Antigénios
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adsorvidos em hidroxido de aluminio; (6) Meningitec (Menc): Antigénios adsorvidos em
hidroxido ou fosfato de aluminio; (7) Tetravac (DTPa-VIP): Antigénios adsorvidos em
hidroxido de aluminio; (8) Gardasil 9 (HPV): Antigénios adsorvidos em sulfato de
hidroxifosfato de aluminio; (9) D.T.Vax (Td): Antigénios adsorvidos em hidroxido de
aluminio; e (10) Boostrix (Tdpa): Antigénios adsorvidos em hidroxido e/ou fosfato de aluminio
(6).

Alternativamente, os sais de célcio, ferro e zircénio também t€m sido utilizados para
adsorver antigénios em estudos de investigacdo. Em particular, o fosfato de célcio tem sido

utilizado para vacinas contra a difteria - tétano - tosse convulsa nestes estudos (3).

3.2 Compostos tensioativos

Entre os compostos tensioativos ¢ de realgar a QS-21, uma saponina derivada do Quil A,
um produto natural composto por mais de 23 saponinas diferentes, oriunda de um extrato
aquoso de Quillaja saponaria. Quil A ¢ um composto demasiado téxico para uso humano,
contudo as fragdes purificadas deste extrato por cromatografia de fase reversa, tais como QS-
21, tém sido aplicadas em estudos pré-clinicos e algumas formulacdes de coadjuvantes. QS-21
tem a capacidade de induzir fortes respostas celulares contra alguns antigénios derivados de
agentes patogénicos, os efeitos secundarios associados a QS-21 limitam as doses a cerca de 50
ng, com excecdo do doente com cancro (melanoma, mama e préstata). Caso fosse possivel
aumentar as doses deste adjuvante em seguranga, a sua imunogenicidade seria ainda maior. QS-
21, embora ndo seja tdo toxica como o Quil A, tem muitos dos mesmos problemas e ¢
igualmente impropria para a maioria das utilizagdes humanas.

Ainda assim, foram realizados estudos que demostraram os seus efeitos quando co-
formulado com sais de aluminio, lipossomas e emulsdes de O/A, e com proteinas e lipidos
formando complexos imunestimulantes (ISCOMs). O Sistema Adjuvante (AS) desenvolvido
pela GlaxoSmithKline demonstrou que os efeitos adversos de QS-21 poderiam ser
significativamente reduzidos se QS-21 fosse formulado em ASO1 ou AS02 (composto de
lipossomas, MPL e QS-21) numa dose de 5 pg, quando comparado com formula¢des contendo
apenas QS-21 na mesma dose, sugerindo que a toxicidade de QS-21 pode ser reduzida quando

formulado com outros adjuvantes apropriados (7).
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3.3 Adjuvantes derivados de microrganismos

Dada a potente capacidade adjuvante das substancias bacterianas ou fingicas de induzir
uma resposta imunolédgica, sdo consideradas uma fonte de alto potencial para os adjuvantes.
Esta indu¢do ¢ mediada através da ativagdo dos TLRs pela ativacdo dos sinais de perigo que
por sua vez ativam no hospedeiro uma resposta do sistema imunitario. Os microrganismos
inativados sdo demasiado toxicos para serem utilizados como adjuvantes em humanos. A
atividade adjuvante destas bactérias ¢ principalmente mediada por: MDP (N-acetil muramil-I-
alanil-d-isoglutamina, também chamado Muramil dipéptido); MPLA (Monofosforil lipidico
A); e TDM (Trealose de dimicolato) (3).

O MDP aumenta principalmente a imunidade humoral quando incorporado numa solugao
salina, enquanto incorporado em lipossomas ou misturado com glicerol induz uma forte
imunidade celular.

Relembrando que o lipido A é o elemento estrutural do LPS que lhe confere as
propriedades adjuvantes, sendo o LPS um composto da parede celular das bactérias Gram-
negativas. O MPLA ¢ obtido em condi¢des de baixa acidez, quando o lipido A ¢ hidrolisado
retendo a sua capacidade adjuvante, mas com reduzida toxicidade.

TDM, também conhecido como fator corda, ¢ um glicolipido micobacteriano (antigénio
acetilado presente em moléculas micobacterianas, representa um fator de viruléncia) que
enquanto adjuvante estimula tanto uma resposta humoral como celular (8).

Das evidéncias mais importantes € moduladoras no desenvolvimento de adjuvantes foi a
descoberta de que o DNA micobacteriano apresenta atividade adjuvante, levando a descoberta
de que a atividade adjuvante estava diretamente relacionada com um maior conteudo de
motivos CpG presentes nos acidos nucleicos bacterianos. O DNA contendo motivos CpG ¢ um

dos mais potentes adjuvantes celulares e atua também através da ativacdo dos TLRs.

3.4 Emulsoes

As emulsdes sdo adjuvantes normalmente descritos como dispersdes de 6leo-em-agua
(O/A) ou agua-em-6leo (A/O). A semelhanga dos sais de aluminio, a emulsdo é um adjuvante
que promove a adsor¢do de antigénios e estimula o recrutamento de APCs. As emulsdes sao
formuladas com 6leos como o esqualeno (por exemplo MF59), ou com 6leos minerais (tais
como o adjuvante incompleto de Freund (FIA) e Montanide) (3).

Em geral, estes adjuvantes sdo demasiado téxicos para o uso da maioria das vacinas

profilaticas de indicacdo para uso humano, embora possam ser consideradas para cancro ou
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condi¢des terminais. Os efeitos secundarios mais frequentes das emulsdes sdo locais e incluem:
reagdes inflamatorias, granulomas e tlceras.

MONTANIDE™ [SA, é uma emulsao a base de 6leo mineral (A/O), e ¢ normalmente
formulado como ISA 51 e ISA 720, assim como adjuvante incompleto de Freund ¢ também
uma emulsdo A/O. As formulagdes A/O sdo emulsdes de fase oleosa continua. A sele¢do do
adjuvante considerara o tipo de 6leo e o racio de utilizagdo (de 50% a 70%), dependendo das
caracteristicas desejadas da vacina. A utilidade de Montanide no desenvolvimento de vacinas
de uso humano devido a sua reatogenicidade e ao risco de efeitos secundarios graves torna-se
bastante limitada (9).

Diferentes emulsdes como O/A e A/O/A foram desenvolvidas, sendo igualmente
potentes, mas com maior estabilidade, menos viscosas e mais faceis de administrar, o que
representa também menos efeitos secundarios locais, em especial granulomas.

No entanto, existe uma emulsdo que se destaca das restantes por ter impulsionado uma
imunizacdo bastante mais robusta ao virus da Influenza: O MF59 ¢ uma emulsdo de O/A que
j& demonstrou ser eficaz e segura em varias vacinas. Tem tido um grande impacto na
imunogenicidade contra o virus da influenza em individuos com mais de 65 anos e adultos
doentes cronicos. O primeiro ensaio clinico de uma vacina adjuvada com MF59® foi realizado
em 1992 pela Novartis, contra o virus da Influenza. Este adjuvante a base de 6leo de esqualeno
¢ amplamente utilizado e foi autorizado pela primeira vez para a vacina Fluad®, em 1997.
Primeiro autorizada em Italia, depois a 24 de Novembro de 2015 pela FDA, autoridade
reguladora do medicamento dos Estados Unidos, cujo detentor da Autorizagdo de Introducao
no Mercado (AIM) foi Seqirus Netherlands B.V. (10). Assim, Fluad® ¢ uma marca registada
da “Seqirus UK Limited or its affiliates” e MF59® ¢ uma marca registada da Novartis AG (11).
MF59 tem um amplo potencial para ser utilizado como um adjuvante seguro e eficaz para uma
série de tipos de vacinas (12).

Contudo, até entdo, o MF59 estava ligado a vacinas que ndo tiveram sucesso ¢ foi visto
como um "fracasso" antes de ser um sucesso, uma vez que muitos adjuvantes alternativos nao
conseguiram progredir. E importante referir que nunca falhou por razdes de seguranca e foi
sempre bem tolerado. Mesmo perante questdes de seguranga, MF59 demonstrou que nao

existem preocupagdes significativas inclusive em populacdes imunocomprometidas (3).
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3.5 Citocinas

As citocinas podem ter uma fungdo especifica nas vacinas de DNA onde a citocina pode
ser co-expressa com o antigénio pelo mesmo vetor. Por exemplo, o GM-CSF (granulocyte-
macrophage colony stimulating factor) melhora a resposta imunitaria primaria ativando e
recrutando as APCs. Contudo, a aplicacdo pratica do GM-CSF como adjuvante tem sido
limitada pela toxicidade e pela imunogenicidade das citocinas heterdlogas.

Por outro lado, a aplicagdo direta de IL-12 e outras citocinas como proteinas soluveis
provou ser eficaz como adjuvantes da mucosa (3).

Recentemente foi demonstrado os efeitos adjuvantes da IL-12 coexpressa em DNA
otimizando a imunogenicidade do Ag85A em DNA Prime/MVA que demonstrou a capacidade
da IL-12 de DNA de melhorar as respostas imunitdrias humoral e celular contra o Ag85A
induzidas pela imunizagdo com DNA/MVASS5A contra a infecdo por Mycobacterium
tuberculosis. Assim, a IL-12 de DNA pode ser considerada como uma ferramenta para a

concecdo de estratégias de vacina para controlar a infecdo de Tuberculose (13).

3.6 Polissacaridos

Varios hidratos de carbono complexos de origem natural, tais como a y-inulina,
estimulam tanto a imunidade humoral como celular. Ativa a via do complemento, aumenta a
producdo de C3 ativado e consecutivamente a ativa¢do dos macrofagos. A microparticula de
inulina (MPI) ¢ um ativador alternativo potente da via do complemento, ativando assim o
sistema imunitario inato. A MPI ¢ particularmente eficaz no refor¢co das respostas imunitarias
celulares sem a toxicidade normalmente demonstrada por outros adjuvantes tais como Freund's
Complete Adjuvant, Montanide ou QS-21(3). A MPI pode ser combinada com uma variedade
de outros adjuvantes para produzir graus variaveis de atividade Thl e Th2. Sendo capaz de
induzir tanto a resposta imunitdria Th1 como a Th2, ndo induz o aumento dos niveis de IgE, e
ndo estd associada a qualquer toxicidade local ou sistémica significativa. Os adjuvantes
baseados em MPI tém tido sucesso em muitos modelos animais, incluindo com difteria, TT,
proteina E7 de HPV, herpes virus 2 glicoproteina D, HBsAg, Hemaglutinina da influenza e
Haemophilus influenzae.

No caso da Algammulin®, por exemplo, um adjuvante para vacinas composto pela
combinac¢do de MPI e hidroxido de aluminio, apresenta uma indug¢do Th2 e Thl superior a de
apenas MPI, sendo o seu efeito global equivalente a adjuvantes de aluminio, mas com um teor

global de aluminio inferior. A inulina pode ser facilmente metabolizada em frutose e glucose
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simples e ndo apresentando os efeitos adversos associados aos adjuvantes a base de sais de
aluminio, e, como tal, também ndo apresenta as mesmas limitacdes em termos de seguranca e
toxicidade. Outros exemplos de polissacaridos tais como glucanos, dextranos e glucomananos

melhoram a resposta imunitaria (14).

3.7 Adjuvantes a base de acidos nucleicos

A descoberta da capacidade imunoestimuladora ou imunossupressora do DNA levou a
um desenvolvimento de moléculas a base de DNA imunoestimulante. Os motivos CpG sdo seis
sequéncias longas de desoxinucledtidos de DNA com um dinucleétido CpG central, e ocorrem
normalmente no DNA bacteriano vinte vezes mais do que no DNA de mamiferos. O
reconhecimento dos motivos CpG requer um TLR9, induzindo a secre¢dao de IFNs de tipo I (a
e B) e IL-12 por células do sistema imunitério inato, promovendo uma resposta celular Thl e
prevenindo respostas alérgicas. Existem trés principais abordagens em estudo, todas elas
relativamente a ligacdo especifica de motivos CpG a molécula TLRO: (1) Desoxinucledtidos
imunoestimuladores (ODNs); (2) conjugagcdo ODN - antigénio; e (3) Vetores de vacinas de
DNA com sequéncias imunoestimuladoras otimizadas (3).

Os ODNs sdao moléculas sintéticas curtas de ssDNA com uma ligagdo modificada de
fosforato, com um ou mais motivos CpG e regides flanqueadoras variaveis, com uma ativacao
preferencial de subconjuntos de APCs e padrdes de secrecdo de citocinas em funcdo da
combinagdo dessas sequéncias especificas, de uma forma dose-dependente. Devido ao seu
pequeno tamanho molecular e devido ao efeito resultante da interagao do CpG com a molécula
TLR 9, mostram maior biodisponibilidade e afinidade para as membranas bioldgicas. Varias
estratégias de vacinacdo estdo em estudo com este tipo de adjuvante, principalmente no campo
do cancro e infe¢des virais. Contudo, a toxicidade pode estar relacionada com a dose, os
intervalos de doses e a via de administragdo dos CpG ODNs (15). Uma vez que os vetores de
vacinas de DNA com sequéncias imunoestimuladoras demonstraram uma eficacia limitada, a
introdu¢do dos motivos CpG nas sequéncias de DNA plasmideo, otimizava a ativagdo
imunitaria da molécula de DNA administrada, fornecendo ao mesmo tempo o gene para
expressdo e apresentagdo do antigénio ao sistema imunitdrio, proporcionando a coestimulag¢ao
necessaria. Este processo genético incluiria também a remocao seletiva de sequéncias de DNA
imunossupressor, contribuindo para a capacidade imunoestimuladora global de toda a molécula

(16).
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Temos o exemplo da vacina indicada para imunizacdo ativa da Hepatite B administrada
via intramuscular para individuos adultos ou idade igual ou superior a 18 anos, que induz
anticorpos especificos contra 0 HBsAg. HEPLISAV B ¢ composto pelo antigénio de superficie
recombinante da hepatite B e pelo adjuvante CpG 1018, um oligonucleoétido de sequéncia de

22 bases imunoestimulador (17).

3.8 TLRs e os Adjuvantes

Os ativadores dos Toll-like Receptors (TLRs) tém sido utilizados como adjuvantes de
forma a aumentar as respostas imunitarias das vacinas. Os TLRs sdo proteinas transmembranas
de sinalizagdo expressas pelas células do sistema imunitdrio (apenas dos mamiferos),
mostrando uma ligagdo especifica a ligandos de natureza molecular variada. Estes ligandos sao
comumente conhecidos como PAMPs — Pathogen Associated Molecular Patterns. As questdes
subsequentemente referidas sdo principalmente para adjuvantes que se assemelham ao nivel da
estrutura, assim como potencial de ativagdo dos PAMPs naturais, como adjuvantes derivados
de microrganismos e antigénios vacinais com capacidade adjuvante. Apos a ativacdo do TLR
consoante o ligando especifico, uma via de sinalizacdo ativa-se, resultando na expressdo de
genes associados a indugdo de respostas imunes e inflamatdrias do hospedeiro que controlam a
infecdo. O sucesso do regime de vacina¢do depende principalmente da ativacao adequada do
TLR apropriado, devido a sua distribuicdo principalmente em populagdes de mondcitos,
macrofagos e CD. Esta também relacionada com a via e sistema de entrega utilizados, de acordo
com as populagdes de APCs estimuladas, quer através de TLRs ou outros recetores imunitarios
(18).

Nem todas as familias de adjuvantes respondem ao mesmo estimulo e da mesma forma,
depende dos recetores e do seu processamento: (1) TLRs 1, 2 e 6 sdo desencadeados como
homo ou heterodimeros por peptidoglicanos e outros produtos bacterianos; (2) TLR3 por
dsRNA; (3) TLR4 por LPS; (4) TLRS por flagelina; (5) TLR7/8 por imidazoquinolinas e
moléculas de ssDNA; e (6) TLR9 por motivos de CpG-ODNs nao metilados (19), como
demonstrado na Tabela 2. Por outro lado, a elevada estimulagdo através de TLRs podem
também gerar efeitos toxicos indesejaveis, como € o caso do Adjuvante Completo de Freund
(3). Assim, a dose adjuvante e o mecanismo de a¢do t€ém de ser cuidadosamente selecionados
sem comprometer o efeito desejavel. Podem e estdo a ser incluidos na formulagdo de vacinas
agonistas de TLRs para desencadear respostas imunitarias significativas contra um antigénio

vacinal se ativarem um sinal coestimulador relevante para a vacina em questao (3).
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Tabela 2 TLRs, os seus ligantes e respetiva especificidade relativa aos adjuvantes

Recetor | Ligando natural Adjuvante
TLR1 | Lipopéptidos bacterianos/ Enterotoxinas termolabeis da E. coli
micoplasmaticos (com TLR2) tipo I, lipopéptidos triacilados
TLR2 | Peptidoglicanos, 4cido lipoteicoico Derivados do MDP, enterotoxinas de
E. coli tipo 11, derivados de
lipopentapéptidos
TLR3 | dsRNA bacteriano e viral Acido polinossinico-politidilico
TLR4 | Hospedeiro hsp60/70 , LPS , proteina de | Derivados do MDP, MPL sintético
fusdo RSV, proteina de envelope MMTV
TLRS5 | Flagelina Proteinas de fusdo de flagelina
TLR6 | Lipopéptidos bacterianos/ Lipopéptidos diacilados (macrofagos
micoplasmaticos (com TLR2) ativadores dos lipopéptidos -2)
TLR7 ssRNA bacteriano, viral e hospedeiro Imiquimod, R-848, ssRNA
TLRS ssRNA bacteriano, viral e hospedeiro R-848, ssRNA
TLR9 | CpG DNA bacteriano e viral, complexos | CpG ODNs
DNA-IgG, hemozoina paludica

3.9 Formulacoes de Coadjuvantes

Formulagdes resultantes da mistura entre pelo menos dois adjuvantes de mecanismos e
categorias diferentes tém como objetivo orientar e modular a estratégia da resposta imunoldgica
para dado antigénio, suprimir possiveis reatogenicidades e reunir um conjunto de propriedades
favoraveis que um adjuvante ndo retne de forma isolada, o que acontece na maioria das
formulagdes de vacinas, como se apresenta na Tabela 3 com algumas das vacinas autorizadas
em Portugal (20).

Alguns exemplos de formulagdes ja autorizadas sdo, o Adjuvante AS04, um adjuvante
com a capacidade de estimular o TLR4 que teve um impacto relevante na AIM de duas vacinas
com base VLP, Cervarix (para HPV) e Fendrix (para VHB). As vacinas com o adjuvante
AS04C sao produzidas em células de levedura (Saccharomyces cerevisiae) por tecnologia de
DNA recombinante, inclui o MPL e ¢ adsorvida em fosfato de aluminio (21).

No caso de ISCOMs® e Algammulin®, sdo dois exemplos de formulagdes de adjuvantes

também desenvolvidos consoante as abordagens acima referidas. Outras formulacdes foram
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concebidas para otimizar sistemas de entrega de antigénios e o seu efeito estimulante, tais como
CpG-ODN e MDP encapsulados em lipossomas (3).

Novas formulagdes de adjuvantes podem ser criticamente relevantes para o
desenvolvimento de novas vacinas contra agentes infeciosos causadores de condigdes
patologicas caracterizadas por imunodeficiéncia e grupos de alto risco (20).

Tabela 3 Exemplos de vacinas com co-adjuvantes

Vacina Nome comercial | Adjuvante

Gripe Fluad MF59C.1 (esqualeno, polissorbato 80,
trioleato de sorbitano)

Papilomavirus Humano Cervarix AS04 (MPL + hidroxido de aluminio)

Pneumocdcica conjugada Prevenar 13 Polissacaridos conjugados com
CRM197 e adsorvidos em fosfato de
aluminio

Pneumocdcica conjugada Synflorix Polissacaridos adsorvidos em fosfato

de aluminio e conjugados com
proteinas transportadoras

4 CONCLUSAO

As estratégias mais modernas de conce¢do e desenvolvimento de vacinas procuram
integrar o conhecimento da composi¢cdo da formulacdo e a compreensdo dos mecanismos
imunoestimuladores para gerar respostas imunologicas que de outra forma seriam inatingiveis
nas populagdes alvo. Estes potenciais avangos podem ser fundamentais para vacinas
customizadas capazes de corresponder as caracteristicas unicas do sistema imunitario em
desenvolvimento durante o periodo neonatal, de infincia e orientada a grupos de risco.

Para isso ¢ importante continuar a investigar o desenvolvimento de novos adjuvantes para
diferentes vacinas: (1) elementos que influenciam a resposta imunitaria (tipo de antigénio,
conjunto de células alvo e fendtipo apropriado); (2) Mecanismo de reconhecimento e prote¢ao
(vias de sinalizacdo e geracdo de resposta por parte das CTLs); (3) A nivel de producdo (mais
robusta com menos doses de vacina e consequente boa relacdo de custo); e (4) quanto ao sistema
de entrega (capacidade de contornar resisténcias imunitarias e um antigénio capaz de gerar uma
protecdo de longa duracao).

Resumindo, sdo varios os campos em investigacdo intensiva: candidatos de vacinas que
prometem ser impactantes no futuro clinico de doencas infeciosas, a utilizagdo de estratégias

de vacinas combinadas, novos adjuvantes, possivel erradicacdo de doengas infeciosas, avangos
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na imunoengenharia dos novos sistemas de administragdo nomeadamente de novas plataformas

de vacinas com grande potencial para progredir na inovagdo em vacinologia.
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