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Sumario

As vacinas sdo uma das maiores descobertas da medicina moderna e tém contribuido
para salvar a vida de milhares de milhdes de pessoas em coopera¢do com outras
medidas de saude publica (ao nivel do saneamento basico, antibioticos, etc.). As vacinas
tiveram um forte impacto no combate a muitas doencas, tendo sido a erradicacdo da
variola uma das maiores conquistas. No entanto, esta &rea enfrenta ainda desafios

complexos, como sdo o0s casos do HIV, tuberculose e malaria.

Os beneficios das vacinas sdo elevados quando as mesmas sdo usadas amplamente, no
entanto, os custos de producdo, distribuicdo e preservacdo sdo elevados sendo dos
principais problemas para os paises em desenvolvimento, constituindo desta forma um

dos principais obstaculos para alcancar uma cobertura vacinal global.

Estas limitacGes levam & necessidade de torna-las mais eficazes, seguras, de producédo
mais rapida e eficientes, procurando evitar alguns dos seus maiores problemas como a

refrigeracdo, doses multiplas e injec¢Bes intramusculares.

Nas ultimas décadas foram pesquisadas e estudadas exaustivamente novas tecnologias
associadas as vacinas, assim como, foram optimizadas novas formas de administrar e de

apresentar os antigénios aos diversos componentes do sistema imunitario.

Estas tecnologias incluem mecanismos de producdo em que vacinas produzidas em
culturas de células sdo mais rentaveis em comparagdo com as vacinas que recorrem a
ovos. No entanto tém sido implementadas novas estratégias com o objectivo de
aumentar a eficacia das vacinas, tém sido implementadas, como é o caso dos adjuvantes,
da eletroporacdo, das vias de imunizacdo e do prime-boost. Finalmente, tem-se tentado
encontrar formas diferentes de activar o sistema imunitario através de; vacinas baseadas
em proteinas recombinantes; vacinas de DNA, particulas semelhantes a virus; vacinas

universais; vacinas baseadas em vectores virais e vacinas baseadas em péptidos.

Nesta area estdo constantemente a surgir novas tecnologias de vacinas mais seguras
eficazes e de baixo custo. Apesar de algumas estarem ainda em fase experimental,
existe um enorme potencial para o surgimento de novas vacinas num futuro proximo,

com producdo em larga escala, mais eficazes e seguras.
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Summary

Vaccines are one of the greatest discoveries of modern medicine, they have saved the
lives of billions of people in cooperation with other public health measures (sanitation,
antibiotics, etc.). The vaccines had an impact in reducing many diseases, being the
eradication of smallpox one of it's greatest achievements. However this area still faces

difficult challenges, such as HIV, tuberculosis and malaria.

The benefits of vaccines are high when used widely, however, the costs of
manufacturing, distribution and preservation of vaccines are costly and major
impediments to developing countries themselves, and represents a major obstacle to

achieving global immunization coverage.

These limitations lead to the need of improving vaccines to be more effective, safer,
faster and more efficient production thus avoiding some of their biggest problems, such

as refrigeration, multiple doses and intramuscular injections.

In recent decades there have been exhaustively studied and researched new technologies
associated with vaccines, as well as new forms were optimised to manage and present

the antigens to the various components of the immune system.

These technologies include mechanisms that vaccines produced in cell culture are more
cost effective in comparison with the vaccine produced in eggs. Strategies for the
purpose of increasing the effectiveness of vaccines such as adjuvants, electroporation,
routes of immunisation, and the prime-boost. Finally, find different ways to activate the
immune system such as vaccines based on recombinant proteins; DNA vaccines; virus-
like particles; universal vaccines; vaccines based on viral vectors and vaccines based on

peptide.

In this area, there are constantly arising new technologies of safer vaccines,effective and
inexpensive. Although some of the technologies are still in experimental stages, there is
huge potential for the emergence of new vaccines, with large-scale production, effective

and safe in the near future.
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. Introducao

1. Enquadramento Tedrico

O sucesso das vacinas actuais deve-se a capacidade de atingir os patogéneos que tém
baixa variabilidade antigénica e que dependem da proteccdo da imunidade mediada por
anticorpos. Este é o caso das vacinas contra a poliomielite, tétano, difteria, sarampo e
hepatite B as quais tém sido bem sucedidas. Estas vacinas foram desenvolvidas num
suporte empirico, baseando-se especialmente na atenuacdo ou na inactivacdo de

patogéneos (Nascimento & Leite, 2012).

As vacinas, para serem eficazes, devem induzir imunidade protectora sem que
provoquem patogenicidade. No entanto, a existéncia de microrganismos com elevada
variabilidade antigénica levam a constante alteracdo e a perda da capacidade de induzir

imunidade protectora (Sadanand, 2011).

Avancos nesta area tém sido revolucionarios através dos progressos da imunologia,
biologia molecular, bioquimica, genémica e protedmica, alargando o campo da

vacionologia (Nascimento & Leite, 2012).

Hoje em dia, as vacinas dependem da estabilidade do antigénio, assim como da sua
capacidade de induzir resposta imunitaria (Sadanand, 2011). O ideal seria obter vacinas
capazes de induzir todos os tipos de respostas imunitaria, eficazes em todos os

individuos, de baixo custo e de rapida producéo (Singh et al., 2010).

Um dos problemas a ultrapassar sera o facto da vacinagao nos idosos nédo ser tao eficaz
como nos jovens (Derhovanessian & Pawelec, 2012). No entanto, o envelhecimento
estd associado a uma diminuicdo da imunidade humoral, inata e celular, como
consequéncia disto ha limitagbes, como € o caso de titulos de anticorpos diminuida,
consequentemente a vacinagdo para imunidade dos idosos esta comprometida. Contudo
é possivel melhorar as vacinas para os idosos adicionando adjuvantes e avaliando novas

vias de imunizacdo (McElhaney, 2011).



i.  Historia das vacinas

A historia das vacinas e a sua aplicacdo na prevencdo de doencas infecciosas acumulam
mais de 200 anos. Foi iniciada pelo médico e pesquisador Edward Jenner e Louis
Pasteur (Diniz & Ferreira, 2010).

A vacina contra a variola foi desenvolvida por Edward Jenner, no século XVIII
(Homma et al., 2011). O médico verificou que as ordenhadoras apresentavam pustulas
nas maos, por contagio com bovinos, com lesdes semelhantes a variola humana
(Schatzmayr, 2003). Estas pessoas que desenvolviam esta condi¢do benigna, conhecida
por vaccinia, ndo eram contagiadas com a variola. Desta forma, Jenner inoculou um
rapaz de oito anos saudavel com o pus de uma pustula de uma ordenhadora. O rapaz
apresentou sintomas benignos de vaccinia, tendo sido de seguida inoculado com o virus
da variola humana. Apds a exposicdo da variola o rapaz ndo desenvolveu doenca
apresentando imunidade. Posteriormente, Louis Pasteur identificou a causalidade entre
as doengas infecciosas e microorganismos e demonstrou que era possivel prevenir
doencas através da inoculacdo de microrganismos atenuados, conseguindo desta forma
imunidade de longa duracdo. Pasteur deu 0 nome de vacina as prepara¢des de um agente
patogénico atenuado para imunizacdes de doencas infecciosas, em homenagem a
Edward Jenner (Alves et al., 2007). Pasteur observou que agentes patogénicos podem
ser atenuados pela exposicdo as agressdes ambientais, tais como temperaturas elevadas,
oxigénio e produtos quimicos (Sadanand, 2011). Em 1885, Louis Pasteur desenvolveu
uma nova vacina contra a raiva, confirmando desta forma a hipo6tese de atenuagdo
(Homma et al., 2011).

Gracas a estas descobertas, a vacinacao tem sido usado no controlo de doengas como a

variola, a difteria, o tétano, o sarampo, entre outras (Lee et al., 2014).

ii.  Definicdo de vacina

As vacinas sdo preparagdes farmacologicas constituidas por substancias imunogénicas
capazes de induzir imunidade contra patogéneos (Alves et al., 2007). Dividindo-se em

dois tipos de imunizagdes, a imunizagdo activa (constituida por antigénio capaz de



induzir respostas imunitarias) e a imunizacao passiva (transferéncia ou administragdo de
anticorpos). (Suh et al., 2014).

iii.  Tipos de vacinas profilacticas tradicionais

O desenvolvimento de vacinas profilacticas de virus foi um momento revolucionario
para a saude publica. Ao educar o sistema imunoldgico contra determinados antigénios,
tornou-se possivel modular uma resposta imunitaria que suprime a proliferacéo do virus

no interior do corpo (Suh et al., 2014).

a) Vacinas inactivadas

Vacinas de virus inactivados sdo formulados com os virus inactivos ou mortos, menos
potentes que os atenuados mas mantém a imunogenicidade suficiente para induzir uma
resposta imune (Suh et al., 2014). Estas vacinas consistem na inactivacdo do agente
patogénico com formalina ou B-propiolactona e, posteriormente purifica-lo (Kang et al.,
2012).

A vantagem destas vacinas prende-se com a sua seguranca uma vez que ndo ha risco de
multiplicacdo do agente patogénico no organismo ndo ocorrendo o risco de regresséo,
contudo, elas induzem uma imunidade menos duradoura levando a repeticdes de
imunizacdes 0 que significa maior custo e menor taxa de adesdo (Schatzmayr, 2003).
Conferindo uma proteccdo essencialmente através da inducéo de células T CD4" e de
mecanismos humorais, nao proporcionando uma resposta imunitaria de longa duragédo
(Ferraro et al., 2011).

b) Vacinas vivas atenuadas

As vacinas de agentes patogénicos vivos atenuados sd@o formas de microorganismos,
geralmente activas, em que a sua viruléncia é comprometida o suficiente para evitar

ocorréncia da doenca, mantendo a imunogenicidade (Suh et al., 2014).



Uma forma de atenuacdo baseia-se na passagem de agentes patogénicos em células de
diversos hospedeiros em condicdes de temperaturas diferentes obtendo desta forma

agentes patogénicos menos virulentos (Schatzmayr, 2003).

Através do método de cultura a base de células foi possivel a seleccdo de mutantes por
isolamento de clones individuais, permitindo também a incubacdo a temperaturas

inferiores a temperatura normal do hospedeiro (Sadanand, 2011).

A vantagem destas vacinas € o envolvimento de todos os componentes do sistema
imunitario, obtendo uma resposta imunitaria completa e de longa duracdo. A
desvantagem destas vacinas ¢ o facto de possibilitar efeitos adversos aquando da
multiplicagdo no hospedeiro, tornando-as mais virulentas (Schatzmayr, 2003) como
também o grau de atenuacdo puder induzir uma resposta imunitéria baixa, quando por
exemplo, o objectivo é atingir multiplos subtipos virais ou patogéneos (Ferraro et al.,
2011).

Ambos os tipos de vacinas reduzem a infeccdo mediada pelo agente patogénico e
limitam a replicacdo através da inducéo de anticorpos e de células de memoria (Kaur et
al., 2011).

Estas vacinas t&ém sido bem sucedidas em casos de infecgdes agudas, pois neste caso
elas imitam mais de perto a infeccdo natural. No entanto, para infeccdes cronicas
provocadas por virus como € o caso do HIV, HCV e HPV a infeccdo natural ndo é
suficiente para eliminar a infecgdo, isto porque para estes virus a resposta tem que ser
mais eficaz tanto a nivel quantitativo como qualitativo exigindo analise de um
paradigma diferente a infeccdo natural. Existe uma preocupacao elevada na utilizacédo
das vacinas atenuadas nestas situacdes devido a possibilidade de regressdo. Contudo, 0
desafio nesta area € crescente, encaixa no desenvolvimento de novas estratégias de
vacinas com capacidade para induzir uma boa resposta imunitaria, talvez até melhor do
que na infeccdo natural, tanto a nivel das doencas infecciosas virais agudas mas

principalmente nas doencas infecciosas virais cronicas (Berzofsky et al., 2004).



Il.  Novas tecnologias de vacinas em desenvolvimento

1. Estratégias de producdo de vacinas

Existem varias estratégias de producdo de vacinas que serdo de seguida descritas

indicando para cada uma as suas potenciais vantagens e desvantagens.

I.  Vacinas produzidas em ovo

As vacinas produzidas em ovos foram introduzidas na década de 1930. Foi iniciada a
producdo com alguns virus como foi o caso do virus da variola e do virus influenza
(Schatzmayr, 2003). Estas vacinas exigem alguns meses de producdo para se obter
quantidades suficientes de antigénio devido a exigéncia de adaptacéo ao crescimento do
virus nos ovos, podendo atrasar a disponibilidade das vacinas (Ferraro et al., 2011).
Para além deste problema (tempo de producdo/disponibilidade), existem outras
limitagdes, como por exemplo, a necessidade de obter aves certificadas e a dificuldade
de adaptacdo da estirpe do virus para replicacdo eficiente no ovo (Singh et al., 2010).
Outra desvantagem consiste na contaminagao dos ovos por outros agentes patogénicos
dificeis de identificar, visto cada ovo ser um biorreactor, podendo desta forma nédo ser
internamente estéril e a contra-indicacdo de administrar vacinas produzidas em ovos em

pessoas alérgicas (Tang et al., 2009).

Esta estratégia € muito vulnerivel devido a escassez de ovos no caso de surtos
zoonOticos de gripe avidria ou de outras doencas que possam afectar as galinhas,

diminuindo desta forma a capacidade de producdo (Lambert & Fauci, 2010).

Contudo, para o virus influenza, sdo conhecidos dois tipos de vacinas contra a gripe
que sdo produzidas em ovos embrionados como é o caso da vacina de influenza viva
atenuada (LAIVs) e da vacina inactiva contra influenza (Singh et al., 2010). S&o
também produzidas em ovos, as vacinas contra a febre amarela, raiva e sarampo (Tabela
1) (Alves et al., 2007).



Tabela 1 — Vacinas produzidas em ovos
(Adaptado de Alves et al., 2007)

Vacinas virais Meio de crescimento

Febre amarela Embrido de galinha

Influenza Liquido extra-embrionario de galinha
Raiva Fibroblastos de embrido de galinha
Sarampo Fibroblastos de embrido de galinha

Parotidite epidémica Fibroblastos de embrido de galinha

ii.  Vacinas independentes do ovo

Devido as limitagdes existentes nas vacinas produzidas em ovos, foram desenvolvidas
novas estratégias de producdo. Um exemplo disso é a producdo a base de cultura de

células que permite o incremento do volume de vacinas produzidas (Singh et al., 2010).

Apresentam um tempo de produgdo mais curto (entre um a trés meses) comparando
com as produzidas a base de ovos. S&o fabricadas em biorreactores fechados para desta

forma reduzir a contaminacédo exdgena (Pandey et al., 2010).

A cultura celular € um método de producéo fiavel e flexivel que permite o crescimento
de uma ampla gama de estirpes de virus (Chua & Chen, 2010). No entanto, apresentam
algumas limitacGes tais como; o risco de contaminacdo da cultura das células por
agentes adventicios; a exigéncia de novas instalagfes para producdo; a instabilidade das
células e, sobretudo, a dificuldade de identificar células adequadas para a producdo de

vacinas (Bernstein, 2010).

iii. Particulas semelhantes a virus

As Particulas Semelhantes a Virus (VLPs) sdo nanoparticulas constituidas por capsides

proteicas desprovidas de material genético que as torna ndo infecciosas, no entanto



capazes de promover a interaccdo ligando-receptor, aumentado assim a resposta

imunitaria (Lopez-Macias, 2012).

Podem ser produzidas a partir de um sistema de expressdo de baculovirus e células de
insectos e permitem a producdo em grande escala (Singh et al., 2010). Outra estratégia
de producdo de VLPs é atraves do sistema de expressdo a base de plantas. Esta
estratégia é bastante segura uma vez que ndo parece haver risco de infeccdes em
humanos por agentes virais das plantas (Kang et al., 2012). Produtos bioldgicos
derivados de plantas permitem a producdo em massa. Esta estratégia é vantajosa porque
fornece medicamentos de baixo custo que ndo necessitam da cadeia a frio ajudando
desta forma os paises em desenvolvimento que tém pouco acesso a medicina moderna.
Outra situacdo favoravel é a remoc¢do de genes que codificam o movimento dos virus
e/ou proteinas que impedem que estas passem de uma planta para a outra, reduzindo as
preocupacdes da transmissdo cruzada. Estdo disponiveis dois métodos de inoculacéo,
um deles € infectar a planta com o vector do virus e o outro é inocular por
agroinfiltracdo as plantas, isto é, através da incorporacdo do vector do virus na bactéria
Agrobacterium tumefaciens e infiltrando-o na folha através da seringa ou em vacuo.
Existem varios vectores para expressdo na planta. Os mais utilizados sdo o Virus do
Mosaico do Tabaco (TMV), Virus Batata X (PVX), potexviruses e 0s Virus Mosaico do
Pepino (CMV) (Hefferon, 2014).

Esta estratégia ndo necessita de sistema de fermentacdo expansiva para geracdo de
biomassa. Véarias VLPs tém sido produzidas em plantas verificando-se resultados
encorajadores (Chen & Lai, 2013).

As VLPs sdo entdo sintetizadas em células produtoras e libertadas onde ocorre a
expressdo simultanea de proteinas estruturais do virus dando desta forma origem a
particulas semelhantes a virus por um processo de automontagem tipico de um ciclo de

vida viral que ocorre mesmo na auséncia de material genémico (Kang et al., 2012).

Em relacdo as vacinas tradicionais, as VLPs sdo extremamente seguras porque ndo ha
risco de erros de inactivacdo ou reversdo de patogenicidade. Sdo de produgdo simples e
em massa, com elevado grau imunogenico, capazes de induzir elevados titulos de
anticorpos neutralizantes. Esta elevada imunogenicidade € possivel porque, uma vez que
que as VLPs permitem a multiplicacdo de epitopos repetitivos, possibilitam uma

activacéo forte das células B e estimulam a imunidade mediada por células (Wang &



Roden, 2013). As VLPs podem ser produzidas tanto com ou sem involucro (Kang et al.,
2012), e com capacidade de induzir uma boa resposta humoral e celular (Singh et al.,
2010).

Existem factores que aumentam a imunogenicidade das VLPs, tais como; a escolha da
via de imunizacdo; o tamanho das particulas; a geometria; a densidade de epitopos
expressos na superficie e a sua farmacocinética e farmacodindmica (LOpez-Macias,
2012).



2. Novos tipos de vacinas
I.  Vacinas de DNA

As vacinas de DNA sdo uma estratégia promissora para imunizacdo contra uma
diversidade de agentes patogénicos. Induzem potentes respostas imunes celulares e
podem ser administradas repetidamente (Greenland & Letvin, 2007). Estas vacinas sao
seguras, estaveis e, relativamente faceis de fabricar e manipular (Hutnick et al., 2011).
N&o necessitam de cadeia frio como 0s outros tipos de vacinas porque estas vacinas sao

relativamente estaveis a temperatura (Sardesai & Weiner, 2011).

Uma vacina de DNA é constituida por um plasmideo que contém uma origem de
replicacdo de Escherichia coli, para amplificacdo do plasmideo; um promotor forte;
multiplos locais de clonagem onde se pode inserir 0 gene a Ser expresso € um
antibiotico (Figura 1) (Nascimento & Leite, 2012).

Figura 1 — Representacdo esquematica do plasmideo de DNA. Contém o promotor
(CMV), adjacente ao gene que codifica o antigénio (Gl), poli-adenilacdo (poli-A),
gene que corresponde a resisténcia de antibidticos (Res) neste caso ampicilina (Amp)

e origem da replicacdo na bactérias (OR)

(Adaptado de Mota-Sanchez, 2009)
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As vacinas de DNA geneticamente modificado e expressos in vivo, tem como objectivo

induzir a resposta imunitaria contra os antigénios recombinantes codificados, imitando
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as infeccdes virais naturais (Flingai et al., 2013). O conceito é muito simples, quando

inoculados com plasmideos que transportam genes que sdo expressos em células
transfectadas, ou seja, quando o DNA é injectado, penetra as membranas
citoplasmaticas e nuclear, utiliza a maquinaria enzimatica da célula necessario a
transcricdo e traducdo, produzem o antigénio, apresentam ao exterior, gerando desta
forma respostas imunoldgicas como é o caso dos anticorpos, que garantem a proteccao
contra patogéneos que circulam na corrente sanguinea; das células citotdxicas, com o
potencial de identificar e destruir células infectadas e das células de memdria, que séo

fundamentais para um efeito profilactico duradouro (Figura 2) (Diniz & Ferreira, 2010).

Figura 2 — Representacdo da preparagéo, entrega e producao de resposta das vacinas

de DNA
(Adaptado de Saade & Petrovsky, 2012)
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Nestas vacinas é possivel a partir do plasmideo incorporar varios genes, como também
moléculas que podem modular ou estimular respostas imunitarias para aumentar a
eficdcia da vacina. Produzem respostas imunitarias humorais e celulares (Singh et al,.
2010). Conduzem a uma resposta imunitaria completa, forte e duradoura (Geels & Ye,
2010).

O desenvolvimento e producdo de plasmideos de DNA € relativamente simples e de
baixo custo. Tém elevada estabilidade e ndo necessitam de refrigeracdo, o que torna
estas vacinas mais adequadas para produgdo em massa e distribuicdo a uma escala
global, tanto ao nivel dos paises em desenvolvimento como dos desenvolvidos
(Abdulhagg & Weiner, 2008). Uma estratégia importante para melhorar a
imunogenicidade da vacina DNA é aumentar a quantidade de entrega de plasmideo as

células para aumentar a expressdo de antigénio (Hutnick et al., 2011).

Para além desta melhoria, existem outros métodos para melhorar a eficacia das vacinas,

como por exemplo; a incluséo de adjuvantes moleculares; a entrega das vacinas com
eletroporacgdo; estratégias prime-boost, melhorando assim a imunogenicidade (Garcia-
Sastre & Mena, 2013).

Outra estratégia € o encapsulamento de DNA em microparticulas ou utilizacdo de
vectores, como por exemplo virus ou bactérias para proteger e facilitar a entrega de
DNA em células especificas (Nascimento & Leite, 2012). Sdo necessarias estas
estratégias porque as vacinas de DNA induziam potentes respostas imunitarias em
animais pequenos de laboratério contudo em humanos elas provaram ser menos
potentes (Greenland & Letvin, 2007).

Outros aspectos importantes sdo; a localizacdo; a duracdo; a magnitude da expressdo de
DNA, porque estas contribuem para uma melhor imunogenicidade, evitando assim a

degradacdo do DNA e reforcando a sua absorcao as células (Greenland & Letvin, 2007).

A adicdo de um adjuvante pode complementar as propriedades imunoestimulantes ou
recrutar células imunitarias importantes para o local da inoculagdo. Pode aumentar a
entrega de DNA e aumentar a duragdo, também pode melhorar a expressdo do
plasmideo e pode proteger contra ADNases e degradacdo endocitica (Greenland &
Letvin, 2007).
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Varios adjuvantes para as vacinas de DNA foram testados, como por exemplo, sais de
aluminio ou monofosforil-lipido A (MPL), mas o mais adequado sdo as citocinas que

apresentam imunidade protectora nos humanos (Greenland & Letvin, 2007).

Estas vacinas sdo utilizadas para expressar antigénios de diferentes agentes
patogénicos, como por exemplo; o virus da gripe; HIV; malaria; tuberculose, entre
outros, originando a inducdo de respostas imunes contra esses agentes patogénicos em
modelos animais e, em alguns casos, foi demonstrada protec¢do (Nascimento & Leite,
2012).

As vacinas de DNA estdo a ser investigadas para usar em vacinas contra gripe pois
podem expressar varias combinacdes de HA ou NA viral, bem como outros genes virais
(Figura 3) (Ellebedy & Webby, 2009).

Figura 3 — Representacdo das vacinas de DNA para o virus influenza (Adaptado de
Lambert & Fauci, 2010)
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Normalmente, sdo construidos plasmideos com o gene de interesse (por exemplo, no
virus influenza o NP) sobre o controlo de um promotor eucariota (por exemplo CMV).
Apos a entrega da vacina, por injeccdo ou eletroporacdo, o gene é expresso em células.
Depois as proteinas sdo sintetizadas no citoplasma das células e, apds o seu
processamento, 0s péptidos sdo gerados e apresentados as moléculas MHC classe I. Em

ratinhos demonstrou induzir forte resposta de CTL (Hillaire et al., 2011).

A seguinte tabela permite observar as diversas fases de desenvolvimento dos diferentes

tipos de vacinas incluindo a vacina de DNA para o virus influenza (Tabela 2).
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Tabela 2 - Novas abordagens de producdo de vacinas contra o virus influenza e seus
estados clinicos
(Adaptado de Lambert & Fauci, 2010)

Vaccine Stage of Development
Preclinical Phase 1 and 2 Phase 3
Development Clinical Testing Clinical Testing Licensed or Approved
Inactivated vaccines
Egg-based Yes Yes Yes Yes
Cell-based Yes Yes Yes In Eurape but not in the
United States
With adjuvant Yes Yes Yes In Europe but not in the
United States
Live attenuated vaccines
Egg-based Yes Yes Yes Yes
Cell-based Yes Yes No Ma
Mext generation
Recombinant proteins Yes Yes Yes MNe
Viruslike particles Yes Yes No Mo
Viral vectors Yes Yes No MNe
DMA-based vaccines Yes Yes No Mo

Universal vaccines Yes Yes No MNe

A vacina de DNA para o HIV demonstrou uma boa capacidade de resposta imunitaria
guando combinada com outras técnicas (EP, adjuvantes, etc.) do que quando
administrada sozinha (Abdulhagq & Weiner, 2008).

il.  Vacinas baseadas em vectores virais

Nas vacinas baseadas em vectores sdo utilizados virus ou bactérias atenuadas néo
patogénicas como vector para genes que codifiquem antigénios, estimulando tanto a

imunidade humoral como a imunidade celular (Silva & Richtmann, 2006).

Estes vectores de virus sdo manipulados para aumentar a seguranca e a
imunogenicidade com eliminagcdo de factores de viruléncia, assim como, alterar o
tropismo, substituindo proteinas do envelope e aumentar a capacidade de codificacdo,

eliminando os genes que nao sdo essenciais (Garcia-Sastre & Mena, 2013).

Vacinas baseadas no vector de virus sdo veiculos utilizados para entrega do gene de

interesse a célula hospedeira para a expressdo (Singh et al., 2010). Envolve a insergédo
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de material genético que codifica antigénios importantes no genoma de um virus
inofensivo resultando desta forma na geracdo de um virus recombinante (Pandey et al.,
2010).

Sdo capazes de entregar antigénios heterdlogos pela introducdo de genes codificadores
de antigénios, utilizando a capacidade de infeccdo e as propriedades imunolégicas do
vector de virus para induzir um resposta imune contra as suas proprias proteinas bem

como para a proteina heterologa apresentada (Nascimento & Leite, 2012).

Estes vectores virais sdo activadores da imunidade inata sem risco associado a
patogenicidade ou infecgdo e exercem um efeito de adjuvante. Podem ser produzidos a

partir de culturas celulares em grandes quantidades (Singh et al., 2010).

Tem a vantagem de ser inerente ao proprio agente patogénico, imitando uma infeccao
natural mas com a capacidade de estimular as células CD4" e as CD8", e com o
beneficio de ser administrada por via oral (Nascimento & Leite, 2012).

Existem algumas caracteristicas que sdo desejaveis para um vector, tais como a
capacidade de receber grandes fragmentos de genes estranhos, ser geneticamente
estavel, ser capaz de crescer em titulos elevados, permitir a purificacdo, a falta de
persisténcia ou de integracdo no genoma do hospedeiro e ndo induzir doenca ou
toxicidade (Nascimento & Leite, 2012).

Ha varios vectores virais que estdo disponiveis para o desenvolvimento de vacina tais
como o virus vaccinia, o virus vaccinia modificado Ankara (MVA), o adenovirus (Ad),
0 virus adeno-associado (AAV), o lentivirus, o alfavirus, entre outros. Classificam-se de
acordo com o tipo do virido (DNA ou RNA), tamanho da particula, capacidade de
transgene e o tropismo celular. Os vectores de virus podem ou ndo replicar o virus,
sendo os de replicagcdo deficiente os mais testados e 0s que conferem maior seguranca.
Contudo, os vectores replicantes sdo 0s mais propensos a induzir umas respostas forte
celulares e de mucosa, assim como anticorpos contra proteinas expressas (Nascimento
& Leite, 2012).

Os adenovirus sdo virus icosaédricos que contém DNA de cadeia dupla, sem invélucro
e podem infectar e replicar em diferente locais do corpo como é o caso do trato
respiratorio e bexiga. Existem varios tipos de adenovirus mas o mais utilizado € o

adenovirus serotipo 5 (Ad5) que é um virus ndo replicante e estavel, sendo considerado
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um virus mais seguro (Nascimento & Leite, 2012). Crescem em titulos elevados em
cultura de células e ndo tém a capacidade de se integrar no genoma do hospedeiro
(Pandey et al., 2010). Os adenovirus recombinantes sdo incapazes de se replicar nas
celulas humanas, codificam um ou mais genes de interesse, como por exemplo no virus
influenza HA, NP e os genes M1 (Figura 4) (Hillaire et al., 2011).

Figura 4 — Representacdo das vacinas de vector viral para o virus influenza

(Adaptado de Lambert & Fauci, 2010)
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Um estudo realizado com 24 individuos saudaveis evidenciou que vacinas de Ad5
baseado H5N1 expressando HA administradas via intranasal no regime de duas doses,
resultou num aumento de quatro vezes 0s anticorpos neutralizantes em 83% dos
sujeitos. Contudo, estas vacinas necessitam de ser exaustivamente testadas em ensaios
clinicos envolvendo individuos de diferentes faixas etarias e estados de salde (Pandey
et al., 2010).

No HCV, os vectores de adenovirus demonstram ser potentes indutores de resposta de

células T no modelo chimpanzé (Halliday et al., 2011).

Outro vector virus utilizado é o virus vaccinia modificado Ankara (MVA), estirpe de
Poxvirus. Estes sdo 0s maiores virus conhecidos e séo membros da familia Poxviridae.
Este vector foi utilizado com sucesso para erradicar a variola, sendo imunogénicos com
capacidade de acomodar varias inser¢des de genes (Pandey et al., 2010). Semelhante ao

Ad5, tem sido testado para o desenvolvimento de vacinas contra o HIV, tuberculose e
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outras infeccbes. O MVA ¢ incapaz de se replicar em células de mamiferos, e estes
vectores tém demonstrado ser imunogénicos e protectores contra varios agentes
infecciosos, como sdo os casos do HIV, tuberculose e maléria. Contudo, esta vacina
sozinha € pouco imunogénica, mas associada a outras estratégias torna-se uma técnica
promissora. Utilizando, por exemplo, a estratégia prime-boost heteréloga, usando
primeiro imunizacdo com vector viral e depois imuniza¢do com proteina recombinante

ou vacinas bacterianas vivas (Nascimento & Leite, 2012).

Para o HPV, os vectores virais que sdo capazes de se replicar nos hospedeiros, sao 0s
vectores que sdo capazes de gerar um resposta humoral e celular fortes e sdo altamente
imunogénicos. Contudo, ha questdes que precisam ser consideradas como € o caso da

seguranga dessas vacinas (Lin et al., 2011).

iii.  Vacinas baseadas em proteinas recombinantes

As proteinas recombinantes sdo produzidas através de sistemas de expressdo de
proteina comum, tais como bactérias, leveduras e baculovirus (Geels & Ye, 2010).
Sendo que, os sistemas de expressdo bacterianos sdo os mais utilizados porque sdo
facilmente manuseados e a sua capacidade de expressdo € alta. Varios genes destes
agentes patogénicos supracitados foram clonados, expressos e purificados para serem
testados como vacinas, sendo estas eficazes. Estas vacinas recombinantes dependem da
aptiddo de um ou vérios antigénios inicialmente definidos para induzir a imunidade
contra o agente patogénico em questdo. Estas vacinas permitem a prevencdo de varias
situacBes provocadas por vacinas com base em macromoléculas purificadas, como por
exemplo o risco de co-purificagdo de contaminantes indesejaveis ou situacdes de

reversao de toxoide as suas formas toxinogénicas (Nascimento & Leite, 2012).

Estas vacinas apresentam algumas vantagens, tais como a ndo manipulacdo do agente
patogénico durante a producdo, evitando desta forma o risco de fuga acidental, e podem
ser produzidas mesmo quando h& pouca informacdo do agente patogénico (Garcia-
Sastre & Mena, 2013). Apresentam também, beneficios de seguranca e custo de

producdo (Nascimento & Leite, 2012).
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Um exemplo actual das vacinas baseadas em proteinas recombinantes € a vacina contra
a hepatite B, que é produzida através da expressao do antigénio de superficie da hepatite
B (HBsAgQ) em células de levedura e o HBsAg retine em VLPs, tornando a vacina mais
eficaz. No sistema de expressdo é segregado o antigénio para o sobrenadante da cultura,
facilitando a purificacdo. Outro exemplo desta estratégia actualmente utilizada é a
vacina contra o HPV. Existem duas vacinas em utilizacdo desenvolvidas com base em
VLPs utilizando as proteinas recombinantes L1 de cada subtipo de HPV, produzidas
quer em leveduras como em sistemas de células de insectos. A proteina L1 € a principal
proteina que se encontra na capside do virus e a sua expressao in vitro resulta da
montagem de VLPs. O sucesso da utilizacdo destas vacinas baseadas em proteinas
recombinantes para a hepatite B, e a actual vacina contra o HPV, deve-se ao uso de sal

de aluminio como adjuvante (Nascimento & Leite, 2012).

Uma vacina de proteina recombinante HA obtida através do sistema de expressdo de
baculovirus foi eficaz contra a gripe (Chua & Chen, 2010). Quando as estirpes do virus
influenza sdo seleccionados, os genes que codificam as proteinas de HA sdo clonados
em vectores de baculovirus, expressam proteinas HA, que posteriormente serdo

purificadas e formuladas numa vacina (Figura 5) (Lambert & Fauci, 2010).

Figura 5 — Representacdo das vacinas de proteinas recombinantes para o virus

influenza

(Adaptado de Lambert & Fauci, 2010)
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Estas vacinas baseadas em proteinas recombinantes tém sido usadas para induzir

anticorpos contra o virus influenza A. Uma vacina de proteina recombinante contendo
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dominio extracelular altamente conservado, M2, demonstrou seguranga e

imunogenicidade num ensaio de Fase | (Garcia-Sastre & Mena, 2013).

iv.  Vacinas baseadas em péptidos

Vacinas a base de péptidos sdo constituidas por fragmentos imunogénicos de proteinas
virais obtidas a partir do laboratério (Silva & Richtmann, 2006). Sdo vacinas bem

toleradas e induzem imunidade de células T (Halliday et al., 2011).

Estas vacinas induzem uma resposta especifica porque o péptido é apresentado pelas
moléculas de MHC as células T CD4" e T CD8", desta forma, é uma das vantagens
destas vacinas relativamente as outras. Contudo, um importante requisito para a inducao
destas células é a existéncia de células T disponiveis para reconhecer o péptido (Huber
et al. 2014).

O MHC representa o conjunto de genes responsaveis por codificar as moléculas HLA
(Fernandes et al. 2003). A afinidade da ligacdo dos péptidos ao MHC ¢é igualmente
importante para a imunogenicidade (Huber et al. 2014). Isto porque as vacinas baseadas
em péptido sdo de MHC limitado, ou seja, 0 péptido pode ndo ser capaz de induzir
imunidade mediada por células em individuos com diferentes moléculas de MHC-I.
(Lin et al., 2011). A limitacdo do MHC resulta na necessidade de identificar epitopos
imunogénicos correspondentes as moléculas de MHC polimorficas na populacéo.
Porém, péptidos longos sobrepostos poderdo contornar esta limitacdo de MHC (Ma et
al. 2012).

Para o HPV a administracdo de péptidos derivados de antigénios de HPV, ocorre com a
absorcdo do péptido pelas células dendriticas para o processamento da apresentagédo de
antigénios que posteriormente activa a imunidade das células T especificas do antigénio
(Ma et al., 2012). Estas vacinas demonstraram ser estaveis, seguras e de facil producao.
Contudo, tém fraca imunogenicidade, desta forma necessitam, por exemplo, de
adjuvantes (Lin et al., 2011).

Devido ao sucesso destas vacinas para o HPV, outros grupos de virus estdo sendo
estudados. Por exemplo, para HCV estas vacinas baseadas em péptidos demonstraram

uma diminuicdo de titulos virais (Huber et al. 2014).
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Induziram imunidade das células T atraves da apresentacdo do péptido ao receptor das

células T através da molécula HLA. Contudo devido a limitacdo dos péptidos que sao
especificos de HLA ha a restricdo de um subconjunto de populacdo (Halliday et al.,
2011).

Ao desenvolver estas vacinas tem que se ter em conta; os efeitos colaterais; o local de
resposta; o virus e, 0 hospedeiro. Perante as vacinas preventivas, estas devem
desencadear respostas das células T memoria, para responder rapidamente a infeccédo e
eliminar o virus antes que cause a doenca. Perante as vacinas terapéuticas, a reposta
deve ser vigorosa e alongada. Alguns adjuvantes sdo utilizados para formacdo de um
depdsito no tecido (para obter imunidade de longa duracdo e sustentada), outros sdo
usados para estimular directamente a resposta imune através de sinais adicionais (Huber
et al. 2014).

V.  Vacinas baseadas em VLPs

Existem dois tipos de VLPs, as com involucro e as sem invélucro. No HPV as vacinas
baseadas em VLPs sdo sem invélucro. A expressao da proteina principal da capside L1

resultou na producdo de VLP (Figura 6) (Kang et al. 2009).

Figura 6 — Representacdo da expressdo da proteina da capside L1 na producdo de
VLPs

(Adaptado de Saade & Petrovsky, 2012)
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Ja as VLPs com invélucro lipidico tém um processamento mais dificil devido a sua
complexidade. Um exemplo de VLPs com involucro é a vacina da hepatite B que vem
sendo utilizada ha mais de uma década. O virus influenza também é produzido com
involucro e demonstrou imunidade protectora em estudos animais. Os animais que
foram vacinados com as VLPS contendo HA, ou HA e NA foram protegidos da

morbidade e mortalidade resultantes de infeccGes de gripe (Kang et al. 2009).

As VLPs séo produzidas em células de levedura ou de insecto. No caso do HPV sdo
formadas através da expressdo de L1 isoladamente ou de L1 e L2, onde exibem
similaridade estrutural antigénica no virido e pode induzir titulos elevados de anticorpos
em pessoas vacinadas. Estas vacinas profilacticas sdo extremamente eficazes, no entanto
apresentam algumas limitagdes, tais com a necessidade de refrigeracdo na distribuicéo,
custo elevado e sO sdo eficazes contra o tipo de HPV presente na vacina (Campo &
Roden, 2010).

J& foram licenciadas duas vacinas contra o HPV baseadas em VLP: a Gardasil
produzida a partir de leveduras e a Cervarix produzida a partir de células de insecto.
Estas vacinas sdo eficazes em proteger individuos saudaveis de novas infec¢bes por,
pelo menos, uma década. Em ambas as vacinas a proteina da capside L1 é capaz de se
auto-montar e de formar VLPs imunogénicas, capazes de induzir elevados titulos de
anticorpos neutralizantes. Oferecem protecgdo limitada de acordo com o tipo. Novas
estratégias estdo em desenvolvimento para a producdo de vacinas contra o HPV, mais
acessiveis e que abrangem uma cobertura mais ampla, abordando varios tipos de HPV.
A préxima geragdo de vacinas contra o HPV ira ter em conta os custos de producéo, a
duracdo, eficicia e proteccdo, procurando uma proteccdo mais ampla contra este virus
(Figura 7) (Ma et al., 2012).
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Figura 7 — Representacdo da proxima geracao de vacinas contra o0 HPV

(Adaptado de Ma et al., 2012)
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As vacinas multivalentes tém como intuito gerar uma proteccdo mais ampla. Contudo,
h& varios pardmetros que ainda tém que ser analisados e estudados. Sera necessario
encontrar uma dose certa de cada tipo HPV para a vacina. As vacinas capsideo L1 sdo
vacinas mais rentaveis e uma alternativa das VLPS L1 uma vez que as actuais precisam
de 360 copias de proteina L1 enquanto para a nova vacina apenas Sao necessarios cinco
monomeros de L1, permitindo uma elevada redugdo de custos. As vacinas L2 sdo
promissoras. A L2 é uma proteina altamente conservada entre os diferentes tipos de
HPV protegendo contra um alto espectro dos varios tipos HPV e de baixo custo pois a
producdo de L2 pode ser feita a partir a E. coli. Porém, tem fraca imunogenicidade. No
entanto estdo a ser estudados varios tipos de adjuvantes a adicionar a vacina para testar
em novos ensaios clinicos. Nas vacinas VLP quiméricas a vantagem é a ampla
proteccdo cruzada da combinacdo de L1 com L2 gerando uma resposta mais

imunogénica (Ma et al., 2012).

No HCV a produgdo de particulas é realizada em células de insecto e envolve a
utilizacdo de um baculovirus recombinante contendo uma cadeia de DNA (cDNA) que
codifica as proteinas estruturais do HCV (Walker & Burton, 2010).
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No virus da gripe, as VLPs também podem ser produzidas com proteinas do virus pelo

processo de auto-montagem incorporando proteinas estruturais relevantes. Sao
produzidas em células de insectos infectados com baculovirus recombinantes que
transportam HA, NA e M1 produzindo desta forma VLP (L6pez-Macias, 2012). VLPs
do virus influenza expressam simultaneamente HA e NA, juntamente com a proteina
M1, sdo imunogénicas e protectoras relativamente ao virus da gripe (Figura 8) (Chua &
Chen, 2010).

Figura 8 — Representacdo das vacinas de VLPs para o virus influenza
(Adaptado de Lambert & Fauci, 2010)
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vi.  Vacina Universal

O objectivo da vacina universal é fornecer proteccdo estavel, ampla e duradoura contra
todas as estirpes do virus da gripe, reduzindo a necessidade de vacinagdo anual (Chua &
Chen, 2010).

Enumeras estratégias de desenvolvimento baseiam-se no aumento da resposta imune
contra proteinas que sdao altamente conservadas em todas as estirpes do virus influenza
(Gomez Lorenzo & Fenton, 2013) uma vez que estes virus estdo sempre em constante
mutacgdo (particularmente na glicoproteina de superficie HA - proteina de superficie
responsavel pela ligacdo do virus aos receptores), que advém de mutacdes pontuais no
genoma de RNA viral e que sdo responsaveis pelo surgimento de novas estirpes
responsaveis pelas epidemias sazonais. O que se pretende com a nova tecnologia é
utilizar como alvos, os antigénios altamente conservados de forma a produzir uma

imunidade duradoura e estavel (Lee et al., 2014).
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Estas vacinas incluem a proteina de matriz 2 (M2), a base da glicoproteina HA e

antigénios multivalentes baseados em células T (Tabela 3) (Lee et al., 2014).

Tabela 3 — Alvos antigénicos para as vacinas contra gripe universal
(Adaptado de Lee et al., 2014)

Viral protein Targeted site Proposed mechanism(s) of protection

Hemagglutinin (HA1) Receptor binding globular head Strain specific neutralizing antibodies block the virus entry; weak cellular immunity

domain

Hemagglutinin (HAZ) Stalk domain with fusion (MNon-neutralizing) antibodies, inhibition of fusion, maturation of the HA, and antibody dependent

activity cell-mediated cytotoxicity
Matrix 2 ion channel Ectodomain of M2 (M2e) Non-neutralizing antibodies, alveolar macrophages, Fe receptor, antibody dependent natural killer cell activity,
(M2) complement mediated lysis, antibody dependent cell-mediated cytotoxicity, CD4 and CD8 T cell mediated protection
Nucleoprotein (NP)  T-cell epitopes Cell lysis by CDB* cytotoxic T-lymphocytes (CTL), CD4* T lymphocyte mediated cytolysis
Neuraminidase (NA) Conserved sialidase active site Non-neutralizing antibodies, Inhibition of virus release, virus spread
Matrix (M1) Tcell epitopes Cell tysis by COB* CTL, CD4* T lymphocyte mediated cytolysis

O dominio extracelular de M2 ¢ altamente conservada entre os varios virus influenza
A, o0 que indica que é um alvo atraente para o desenvolvimento da vacina universal
(Kang et al. 2011).

A proteina (M2) é um canal de ides transmembranar e estudos demonstram que em

configurac@es apropriadas ela demonstra ser protectora (Ellebedy & Webby, 2009).

A imunidade baseada em M2 é permissiva para a infeccdo por influenza, contudo,
podem reduzir mas ndo eliminar os sintomas da doenca, podendo diminuir a
morbilidade e mortalidade. Todavia, a vacina com proteina M2 combinada com um
adjuvante (IFA) demonstrou proteccdo cruzada nos ratinhos, diminuindo os titulos
virais nos pulmdes e a morbidade. Vacinas baseadas em péptidos (M2) combinados com
adjuvantes apresentaram proteccdo contra a infeccdo letal. Estas vacinas candidatas a
vacina universal estudadas em modelos animais ainda ndo atingiram o nivel de
proteccdo oferecido pelas vacinas inactivas actuais. Contudo, sdo potenciais candidatas
para infeccdo e podem diminuir (mas nao eliminar) os sintomas da doenca. Vacinas com
VLP M2 foram utilizados em ratos e demonstraram proteccdo contra a infeccdo letal
com diferentes subtipos do virus influenza A. Permitiram uma boa resposta imunoldgica
assim como aumentaram a imunogenicidade e a sua estabilidade. Recentemente
demonstrou-se que a combinacdo de uma vacina inactivada contra o virus influenza com
VLPs M2 evita sintomas da doenca sem a perda de peso, conferindo protecc¢do. Logo, a
combinagdo das vacinas da gripe com VLPs M2 supera a limitagdo da proteccdo
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especifica das vacinas actuais. S&0 necessarias ensaios clinicos da eficacia M2 e/ou
outras potenciais vacinas universais para ser possivel desenvolver uma vacina universal

eficaz para uso humano (Kang et al. 2011).

Outra proteina potencial para vacina universal é a proteina HA. E uma molécula que
consiste em glicoproteinas ligadas por ligagcdes dissulfureto, com uma cabeca globular
HAL e um dominio haste composta por parte de HAL1 e HA2. A clivagem mediada por
proteases é necessaria para a fusdo e replicacdo do virus. Contudo, o sitio da clivagem
HA ¢ altamente conservada na maioria dos virus influenza A, sendo acessivel ao
anticorpo. Os potenciais anticorpos protectores dirigidos para a regido de juncao
HAL1/HA2 foi explorada utilizando péptidos sintéticos, e demonstrou-se que 0s ratos
vacinados apresentavam menos doencas e diminuicao das taxas de morte, protegendo-os
num largo espectro de estirpes do virus. A subunidade HA2 do virus influenza é mais
conservada comparativamente com HAL1. Contudo, as respostas imunitarias para o
dominio HA2 sdo mais fracas, provavelmente devido a cabeca globular volumosa do
dominio HAL. No entanto, ensaios clinicos da hemaglutinina sem uma porcao da cabeca
globular demonstraram protec¢do conferida em ratos. Contudo, ainda sdo necessarios
mais estudos para ser possivel suportar um novo conceito de vacina universal com base
no dominio HA2, uma vez que estas vacinas sdo susceptiveis de mostrar proteccao
cruzada. A proteina M2 e o dominio HA2 tém sido amplamente estudados como

potenciais alvos para o desenvolvimento da vacina universal (Lee et al. 2014).
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3. Incremento de eficacia das vacinas

A capacidade de produgdo pode ser aumentada com o método baseado em cultura de
células ou VLPs. No entanto, a disponibilidade da vacina pode ser melhorada
aumentando a sua eficacia (Lambert & Fauci, 2010). Contudo, para obter vacinas
eficazes € necessario a combinacgdes de diversas estratégias como é o caso de diferentes
sistemas de entrega ou adjuvantes (entre outras) de forma a apresentar o antigénio de
modo a que possa desencadear uma resposta imunitaria mais eficaz e adequada
(Nascimento & Leite 2012).

i.  Adjuvantes

O objectivo da vacinacdo é gerar um aumento da resposta imunitaria contra o antigénio
administrado, capaz de proporcionar uma proteccdo de longo prazo (Petrovsky &
Aguilar 2004). No entanto, a baixa imunogenicidade das vacinas & um grande obstaculo
na resposta rapida a um virus. Por vezes sdo necessarias doses mais elevadas de
antigénio, o que significa que quanto maior a quantidade maior é o tempo de producao
(Ellebedy & Webby, 2009).

Os adjuvantes sdo entdo utilizados para aumentar a imunogenicidade das vacinas,
amplificar a resposta imune a um antigénio, aumentar a entrega e sua apresentacao, bem

como recrutar as células inflamatdrias e imunocompetentes (Lambert & Fauci, 2010).

A selecgdo de adjuvantes esté relacionada com os antigénios envolvidos na espécie a
ser vacinada, na via de administracdo e, na probabilidade dos efeitos adversos. As
caracteristicas dos adjuvantes devem ser; estaveis; biodegradaveis; de baixo custo; ndo
induzir respostas imunes contra si; promover uma resposta imune adequado (Petrovsky
& Aguilar, 2004). Tém sido utilizados como adjuvantes; emulsfes sintéticas (emulsdes
6leo em &gua); aluminio; formulacdes lipidicas; adjuvantes moleculares (citocinas e
quimiocinas) (Geels & Ye, 2010).

O aluminio tem sido usado ha mais de 70 anos e é o adjuvante mais utilizado devido a
sua seguranga uma vez que é bem tolerado pelo organismo (Lee et al., 2014). Este

adjuvante aumenta a eficacia das vacinas, permitindo o aumento da exposicdo do
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antigénio devido a sua libertacdo longa no local da injecgdo (Geels & Ye 2010). Isto
ocorre porgue o aluminio adsorve o antigénio da vacina e faz com que o antigénio fique
mais tempo no local da injeccdo, desta forma a imunogenicidade do antigénio aumenta
(Lee et al., 2014).

MF59 ou emulsdo Oleo em 4agua permite aumentar a absorcdo pelas células
apresentadoras antigénios (APCs) (Geels & Ye, 2010). E constituido por esqualeno,
polissorbato 80, trioleato de sorbitano, citrato trisédico desidratado, &cido citrico mono-
hidratado e agua (Lee et al., 2014). Permite a formacdo de um depdsito no local da
injeccdo, que possibilita a lenta libertacdo de antigénio e a estimulacdo de células

produtoras de anticorpos (Petrovsky & Aguilar, 2004).

ASO3 (uma forma modificada de MF59) é uma emulsdo 6leo em agua com tocoferol
(Lee et al., 2014).

As formulagdes lipidicas, isto €, os lipossomas sdo constituidas por esferas lipidicas
que encapsulam antigénios e funcionam como veiculos de entrega das vacinas. Os
lipossomas dependem do numero de camadas lipidicas, da carga eléctrica, da
composicdo e do método de preparacdo. Asseguram uma maior exposi¢ao do antigénio
as células apresentadoras de antigénios, melhorando a imunidade humoral e celular
(Petrovsky & Aguilar, 2004). Por exemplo, nas vacinas de DNA faz-se a encapsulagéo
do DNA nos lipossomas, facilitando desta forma a entrada de DNA nas células,
penetrando a bicamada lipidica da membrana celular de forma a que ndo ocorra

degradacdo DNA pelas proteinas do soro (Saade & Petrovsky, 2012).

Os adjuvantes moleculares centram-se nas moléculas de citocinas e quimiocinas
(Hutnick et al., 2013). O Interferdo (IFN-y) € uma citocina pleiotropica capaz de
aumentar as respostas imunes celulares através de uma variedade de mecanismos. O
factor estimulante de col6nias granulocitos e macrofagos (GM-CSF) aumentam a
resposta imunitaria primaria gerando a activacdo e recrutamento das células
apresentadoras de antigénios. As citocinas sdo especialmente utilizadas nas vacinas de
DNA pois podem ser expressos pelo mesmo vector que o antigénio (Petrovsky &
Aguilar, 2004). Posto isto, os adjuvantes moleculares de citocinas podem ser
classificados através do Thl e Th2. Os adjuvantes Thl incluem IL-2, IFN-y, IL-12 e IL-

15, estas aumentam a resposta da imunidade celular. Enquanto os adjuvantes Th2
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incluem GM-CSF, IL-1, IL-4 levam ao aumento da imunidade humoral (Tabela 4)
(Hutnick et al., 2013).

Tabela 4 — Varios tipos de adjuvantes moleculares e as respostas que induzem
(Adaptado de Abdulhagq & Weiner, 2008)

Molecular adjuvant  Type Animal model(s) Adjuvant effect
RANTES Chemokine Mice Cellular

MIP-1a Chemokine Mice Humoral

IL-8 Chemokine Mice Cellular/humoral
SDF-1 Chemokine Mice Cellular

MCP-1 Chemokine Mice Humoral

IL-2 Cytokine Mice Cellular/humoral
IL-4 Cytokine Mice, nonhuman primates Humoral

IL-7 Cytokine Mice Cellular/humoral
IL-10 Cytokine Mice Cellular

IL-12 Cytokine Mice, nonhuman primates  Cellular

IL-15 Cytokine Mice, nonhuman primates Cellular

IL-18 Cytokine Mice, nonhuman primates  Cellular

M-CSF Cytokine Mice Cellular
GM-CSF Cytokine Mice Humoral

IFN-g Cytokine Mice, nonhuman primates Cellular
ICAM-1 Co-Stimulatory Mice Cellular

CD40L Co-Stimulatory Mice Cellular
CD3(/E6 Co-Stimulatory Mice, nonhuman primates Cellular

Os adjuvantes de quimiocinas sdo moléculas que controlam os linfocitos e encaminha-
os para locais de inflamacéo. Através destes adjuvantes € possivel modular a magnitude
e caracteristicas de DNA a imunidade da mucosa induzida pela vacina (Hutnick et al.,
2013).

Novas formulagdes de adjuvantes tém sido testadas para misturar dois ou mais
adjuvantes, ou seja, combinar os mecanismos de acc¢do, aumentando desta forma a

poténcia e a resposta imunitaria (Petrovsky & Aguilar, 2004).
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Vérios adjuvantes foram aprovados, sendo que, para a vacina da gripe 0s mais
utilizados sdo as emulsbes de Oleo em agua, que estimulam niveis elevados de

anticorpos contra os virus (Lambert & Fauci, 2010).

As principais dificuldades no desenvolvimento de novos adjuvantes para uso humano
operam no que concerne a compreensdo da sua complexidade molecular e os
mecanismos pelos quais estimulam ou induzem a resposta imune (Nascimento & Leite,
2012).

ii.  Vias de imunizacédo

As vias de imunizacgdo sdo estratégias importantes, pois aumentam a imunogenicidade
das vacinas no acto da entrega. Cada via de administragdo tem as suas vantagens e
limitacOes (Geels & Ye, 2010).

a) Viatransdérmica

A administragdo pela via transdérmica é vantajosa, isto € devido aos beneficios da pele
porque abaixo do estrato cérneo hd uma rede densa de células apresentadoras de
antigénios representadas de forma mais significativa pelas células de Langerhans como
também apresentando células dendriticas. As microagulhas tém sido uma estratégia
utilizada para aumentar a eficacia da vacinacdo, porque estas atingem as células
apresentadoras de antigénios na derme e na epiderme, as camadas inferiores da pele
(Figura 9) (Suh et al., 2014).

Figura 9 — Comparagéo entre uma injec¢do intramuscular e entre microagulhas
(Adaptado de Suh et al., 2014)
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Esta tecnologia é constituida por agulhas microscopicas e por formulagdes
farmacéuticas adequadas que penetram no estrato corneo, numa direccao perpendicular
a pele e sdo isentas de dor. O surgimento das vacinas microagulhas ndo estardo
dependentes da cadeia de frio e ndo requer a administracdo por pessoal qualificado (Suh
etal., 2014).

Existem quatro tipos de microagulhas em desenvolvimento; as continuas; revestidas; de

dissolugdo; ocas. As microagulhas continuas (ou sélidas) levam a formacdo de um
orificio no estrato corneo e quando se da a remogéo é colocado um adesivo que contém
a formulacdo farmacéutica facilitando a passagem. As microagulhas revestidas
encontram-se revestidas por formulagdes farmacéuticas que apds a sua penetracdo na
pele se dissolvem. Microagulhas de dissolugdo sdo constituidas por polimeros contendo
as formulagdes farmacéuticas encapsuladas que se dissolvem permitindo a libertacéo
dos antigénios na pele. Por ultimo, as microagulhas ocas permitem a injeccdo de
solucdo contendo a formulacdo desejavel ap0s a sua penetragdo no estrato corneo
(Figura 10) (Kim et al., 2012).

Figura 10 — Diferentes tipos de microagulhas
(Adaptado de Kim et al., 2012)
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b) Via nasal

A via nasal é uma via de administracdo muito atractiva por varias razfes. Esta via de
imunizacdo ndo requer a utilizacdo de agulhas o que de facto é uma vantagem para
aquelas pessoas que tém fobia de agulhas, e também pelo facto de que a reutilizacdo de
agulhas pode levar a transmisséo de doengas. Outra vantagem é que a imunizacdo nasal
tem a capacidade de induzir imunidade especifica para o antigénio tanto a nivel
sisttmico como a nivel da mucosa. A indugdo da imunidade pela mucosa para o
antigénio especifico proporciona proteccdo contra organismos patogénicos que o0
primeiro contacto seja a superficie da mucosa, como por exemplo o virus influenza,
HPV, entre outros (Staats & Thompson, 2011).

c) Viaoral

A imunizacdo por via oral a partir de plantas comestiveis secas ou frescas que nédo
necessitam de refrigeracdo continua, podendo estar a temperatura ambiente, sdo optimas
para o transporte, distribuicdo e armazenamento, servindo como um bom veiculo de
entrega para as vacinas. A aplicacdo desta estratégia para vacinas baseadas em VLPs
produzidas a partir de plantas comestiveis € muito promissora para estabelecer
imunidade na mucosa do intestino que podera ser utilizada, por exemplo, para o
rotavirus causador da diarreia na infancia. Este tipo de estratégia tanto podera ser
utilizado para producdo como para vacinas de plantas comestiveis, estratégia muito
promissora e flexivel, para desta forma reduzir o tempo de producéo e de custo (Chen &
Lai, 2013).

Ha evidéncias que a vacinacao através da mucosa oral, intranasal, intra-rectal ou intra-
vaginal sdo vias de administracdo mais eficazes que as vacinas sistémicas. Isto porque
sdo esperadas respostas imunitarias locais rapidas necessarias para inibir e limitar o
acesso de agente patogenico para o interior do hospedeiro atraves das superficies da
mucosa. Actualmente, as vacinas aprovadas para uso humano administradas por via
mucosa sdo as vacinas contra a poliomielite, cllera, febre tiféide, rotavirus e a vacina

contra a gripe (Yu & Vajdy, 2010). A administracdo de vacinas de DNA via oral
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demonstrou protecgdo contra degradacdo e provocou respostas imunitérias (Greenland
& Letvin, 2007).

Nas vacinas baseadas em VLPs, por exemplo no caso do virus da influenza, foram
demonstrados imunidade protectora quer por via intranasal quer por via intramuscular.
A imunizacdo intranasal é conhecida por induzir respostas imunes nas mucosas onde a
maioria dos patogéneos sdo introduzidos no corpo. Na imunizagdo intramuscular é
tradicionalmente a via mais utilizada induz resposta imunitéria sistémica ocorrendo

ocasionalmente niveis mais baixos da imunidade na mucosa (Kang et al., 2012).

No caso do HPV, a administracdo da vacina via nasal induziu titulos elevados de
anticorpos na vagina. Na administracdo da vacina via vaginal, em tempos especificos
durante o ciclo menstrual, sdo também induzidos elevados titulos de anticorpos no colo
do dtero. Logo, a combinacdo de ambas as vias de administracdo podera ser um método
utilizado para prevenir tanto a infeccédo inicial como a disseminacéo do virus (Gersch et
al., 2012).

iii.  Eletroporagéo (EP)

Avancos tecnoldgicos na area das vacinas de DNA tém sido notorios para o surgimento
de vacinas mais viaveis. Para além das técnicas j& mencionadas, a técnica de
eletroporagdo amplia a entrega das vacinas aumentando desta forma a imunogenicidade
(Sardesai & Weiner, 2011).

A eletroporacdo é utilizada para aumentar a eficiéncia de transfec¢do de vacinas de
DNA in vivo. Envolve a aplicacdo de um pequeno campo eléctrico através do local de
injeccdo para causar instabilidade na membrana temporariamente e, produzir um
gradiente eléctrico para desta forma aumentar a absorcdo celular de macromoléculas

entregues localmente (Figura 11) (Hutnick et al., 2011).
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Figura 11 - Representacédo do processo de eletroporacéo

(Adaptado de Sardesai & Weiner, 2011)
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Quando um volume pequeno de DNA de plasmideo € entregue por eletroporagdo as
respostas imunogénicas sdo comparaveis quando ha entrega de um grande volume de
DNA de plasmideo. E mais vantajoso entregar um pequeno volume com esta estratégia
pois é possivel aumentar a expressdo do plasmideo e induzir respostas inflamatorias
devido a perturbagdo do tecido local contribuindo desta forma para o aumento da
imunogenicidade (Greenland & Letvin, 2007).

As vantagens da técnica de aplicacdo da EP demonstra aumentar as respostas imunes
humoral e celular, como também reduz o volume de injecgdo, minimiza o nimero de
aplicacdes e prolonga o efeito terapéutico da vacina (Figura 12) (Bodles-Brakhop et al.,
2009).
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Figura 12 — Representacdo do aumento da imunogenicidade que pode ser alcancado

com a entrega da vacina de DNA através da injeccao intramuscular com EP

(Adaptado de Ferraro et al., 2011)
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Esta técnica aumenta a captacdo do plasmideo e também aumenta a distribuicdo do
DNA atraveés do tecido para além de provocar reaccdo inflamatdria local, contribuindo
desta forma para uma resposta imune mais forte (Flingai et al., 2013).

Contudo, a aplicacdo de eletroporacao requer um equilibrio exacto de tensdo e corrente,
para desta forma evitar danos no tecido. Dependem de uma tensdo constante,
independentemente da resisténcia do tecido durante o impulso (Abdulhagq & Weiner,
2008).
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iv. Prime-Boost

O Prime-boost € um método para melhorar a qualidade e intensidade da resposta tanto a
nivel de vacinas DNA, como vectores virais ou proteinas recombinantes (Hutnick et al.,
2011).

Esta estratégia tem demonstrado ser capaz de induzir respostas imunitarias adequadas e
eficazes contra agentes patogénicos intracelulares. Tem o intuito de combinar a
imunidade celular com a humoral, provocada por cada sistema de entrega de forma
individual, melhorando e modificando a resposta imune induzida contra o antigénio
especifico. Consiste na imuniza¢do de um individuo com duas ou mais doses. Uma
vacina com a mesma formulacdo é chamada de prime-boost homologa, enquanto
envolvendo diferentes formulacdes é denominada de prime-boost heteréloga. Estudos
demonstram que a imunizacdo heterdloga ¢ mais eficaz que imunizacdo homologa,

especialmente contra patogéneos intracelulares (Nascimento & Leite, 2012).

O principio do prime-boost heter6logo baseia-se no mesmo antigénio ser apresentado
de forma diferente para o sistema imune durante a dose inicial e a de reforgo. A
formulacéo utilizada na dose inicial tem que ter a capacidade de induzir a resposta com
0 padréo requerido para conceder proteccdo ao individuo, ja o reforgo tem como fungéo
a manutencdo e a expansao da resposta que inicialmente tinha sido estimulada. Posto
isto, a estratégia do prime-boost envolve o uso de duas vacinas com formulacGes
diferentes, cada uma codificando 0 mesmo antigénio mas administrado em intervalos de

algumas semanas (Junior et al., 2004).

Assim sendo, a combinacgéo de vacinas servira para que a primeira induza a imunidade
celular (memodria) e a segunda para induzir a formacéo de anticorpos (Tabela 5) (Silva
& Richtmann, 2006).
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Tabela 5 - Estratégias de vacinacdo prime-boost heterdlogos e propriedades das vacinas
para contribuicdo da eficacia
(Adaptado de Nascimento & Leite, 2012)

Vaclor Propartias Immune consequance Most used vaccination References
Prime Boost

DMA vaccine Encoded antigens delivered CD4* Thi and CD&* T cells DA Viral 59 61,63,
o MHC class | and class I B4, 70
processing pathways
Low level and constant Prolonged immune stimulation and BCG 59 63,64
ovpraszion of pratain induction of high-affinity T calls
Presancea of CpG motifs Adjuvant for CMI RP/Ad| 59 63,64
Exprasses only vaccing Focused response on antigen
antigan

iral Efficlent delivery to MHC Expansion of T-cell responses inducad iral RPIAd| 59 60,63,
class | and class Il process by DNA vaccination B4
pathways
Highar levels of encoded Expansion of high-affinity T cells
antigan primed by DNA vaccine
Presanca of CpG motifs Adjuvant for CMI and strong production
and other TLR agonists of pro-inflammatory cylokines
Mon-preductive replication  Immune response largely focusad on
in mammalian cells encoded antigen and safe for human use

Bacterial (BCG) Encoded antigens delivered Induction of CD4* Th1/Th2 calls Bacterial Viral 59 63,64, 70
1o MHC class |l processing
pathways

Recombinant protein Reguires adjuvant and CD4 T cell and humoral responses RP/Ad) RPIAd| 59 63,64

multiple immunizations

Requires strong adjuvant Poor induction of cellular responses,
particularly of CD8* T cells

BCG = bacillus Calmette-Guérin; MHC = major histocompatibility complex; CpG = cylosine-phosphodiester bond-guanine; TLR = Toll-
like receptor; Th1/Th2 = T helper calls 1 or 2; CMI = cell-mediated immunity; RP/Ad] = recombinant proteinfadjuvant.

Estas estratégias foram aplicadas para o desenvolvimento de vacinas contra doencas
infecciosas tais como o HIV, tuberculose e maléria, demonstrando resultados
promissores. No caso do HIV usando a combinacdo de duas vacinas anteriores (que
falharam no passado) reduziu cerca de 31% o risco de contrair o HIV, sendo que a
proteccdo foi limitada a um ano, no entanto sdo resultados encorajadores para o

desenvolvimento de novas vacinas para o HIV (Nascimento & Leite, 2012).

A estratégia de prime-boost heteréloga para a vacina contra a gripe implica que um
individuo seja inicialmente imunizado com uma estirpe e depois um reforgo com uma
outra estirpe, para enriquecer a resposta humoral com anticorpos para 0s epitopos mais

conservados do virus da gripe (Kaur et al., 2011).

Regra geral, as vacinas de DNA mostram melhores resultados quando combinadas com

outras plataformas, tendo um efeito sinérgico na producéo da resposta imune. Enquanto
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as combinagOes das vacinas baseadas em vector com o reforgo da mesma modalidade
ou, vacinas baseadas em vector com o refor¢co das vacinas baseadas em proteinas,

exigem menos imunizagdes para conseguir respostas adequadas (Koup & Douek, 2011).

Na seguinte tabela observa-se algumas combinagdes de vacinas possiveis de agrupar

com estratégias prime-boost heterélogas.

Tabela 6 — Vacinas com Prime-Boost heterélogos comuns
(Adaptado de Lu, 2013)

Prime immunization Boost immunization

DNA Recombinant protein

Inactivated Vaccine

Viral vectors

BCG
Viral vector Recombinant Protein
BCG Viral vector

A imunogenicidade desta estratégia heteréloga pode ainda ser melhorada através da
inclusdo de outros factores que possam facilitar ou intensificar o efeito da vacina, como
por exemplo factores estimuladores, citocinas entre outros. Esta estratégia oferece
oportunidades de obter respostas imunoldgicas Unicas para permitir uma melhor

proteccdo e imunogenicidade (Lu, 2013).
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I1l. Conclusao

A vacinacdo € um dos maiores sucessos na historia da satde publica. Sdo ferramentas
rentaveis e eficazes para a prevencdo de infeccdes virais, principalmente contra virus
que causam infecgdes agudas. Nas infec¢des virais agudas, quando se trata por exemplo
de uma constipacéo, o virus normalmente é eliminado do organismo no periodo de uma
semana. Contudo, em alguns casos as infeccdes virais agudas tornam-se persistentes no
hospedeiro, levando a sua intervencdo. Nas infecgdes virais cronicas, o tipo de infecgdo
é persistente, o que significa que os sintomas sdo de longa duracdo, tornando mais
dificil e complexa a producdo e obtencdo das vacinas. Posto isto, a diversidade de
doengas infecciosas apresentam um grande desafio para o desenvolvimento de novas

estratégias vacinais.

Nos dias que correm sdo utilizadas muitas vacinas em todo mundo para prevenir
doencas fatais. A inducdo do sistema imune atraves da vacinagao pode ser um meio Util
para evitar preocupagdes no que concerne a proteccdo da populagdo em situacGes de

risco.

A vacina ideal seria aquela que fosse altamente imunogénica provocando todos os tipos
de resposta com apenas a entrega de uma dose baixa de antigénios, que oferecesse
proteccdo, que fosse eficaz em individuos de diferentes faixas etarias e estados de
saude, que tivesse um metodo de administracdo adequada para se obter uma vacinagéo
em massa, que fosse favoravel e eficaz em termos de custos e tivesse uma vida duravel

de preferéncia a temperatura ambiente para evitar uma cadeia de frio.

Avancos significativos estdo a ser feitos nesta area, focando essencialmente no que diz
respeito a reducdo de custos para poder ser possivel tornar as vacinas mais acessiveis as
populacdes susceptiveis nos paises em desenvolvimento. Desta forma o custo-beneficio
impede a mortalidade e reduz a morbidade por agentes infecciosos. Tais avancos tém
resultado na descoberta de novos antigénios, adjuvantes, vectores ou sistemas de
entrega. Da mesma forma, tém permitido introduzir novas estratégias de obtencdo e
producdo de vacinas, assim como a introducdo de novas maneiras de administragéo e
apresentacdo de antigénios as células do sistema imunitario. Através desta inovacgédo de

estratégias vacinais tém surgido vacinas mais seguras, eficazes e polivalentes.
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Conclui-se que o processo de producdo a base de ovo é limitada e pouco rentavel o que
levou a que fossem implementadas novas estratégias tais como a producdo em culturas

de células ou através das VLPs.

No que concerne as vacinas até hoje desenvolvidas, algumas demonstraram um sucesso
inigualavel como foi o caso das vacinas recentes contra o0 HPV. No entanto, ainda
apresentam algumas limitagdes que estdo a ser analisadas com o objectivo de serem

ultrapassadas na proxima geracao de vacinas.

Outras tecnologias foram aqui descritas, como por exemplo as vacinas de DNA que séo
muito eficazes. Porém, foram formuladas tentativas para melhorar a entrega destas de
forma a evitar, por exemplo o excesso de dose, recorrendo a adjuvantes ou 0 método de

entrega das vacinas de DNA por eletroporacgéo.

Como resultado final desta dissertacdo, podemos afirmar que os actuais estudos sobre
novas técnicas para criagcao/producdo de vacinas apresentam-nos um horizonte optimista
e promissor para o futuro. No entanto, € importante reter que, sendo esta area de
investigacdo um campo muito abrangente e com muitas areas de estudo, novos
desafios/doencas irdo surgir nos proximos tempos o que podera levar a necessidade de

novas abordagens ao nivel da criacdo e aplicacdo de vacinas.
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