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Anélise do emprego da biotecnologia no desenvolvimento de vacinas
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Resumo

Os programas mundiais vacinais reduziram significativamente o nimero de mortes causadas
por agentes infecciosos. Desde o primeiro uso das vacinas até hoje, o conhecimento sobre
imunologia aumentou substancialmente. Esse conhecimento, combinado com a introducdo da
cultura de células e tecnologias de DNA recombinante, revolucionou a construcdo de
imunizantes. O objetivo consiste em uma analise do uso da biotecnologia no desenvolvimento
de vacinas, bem como na explanacdo das principais técnicas e avaliagdo de sua eficacia.
Trata-se de um estudo de revisao narrativa da literatura que consultou PubMed e Scielo como
bases cientificas e utilizou filtros como “biotecnologia” e “vacinas” para a selegéo dos artigos.
Conclui-se que de fato, as pesquisas de novos tipos de vacinas virais combinadas com 0s
rigorosos requisitos de seguranca sdo essenciais para a contencdo de pandemias e a busca
de tratamentos para doencas que ainda ndo possuem cura.

Palavras-Chave: Vacinas virais; DNA recombinante; SARS-CoV-2: Acidos nucléicos, virus-
like particles.

Analysis of the use of biotechnology in vaccine development and design

Abstract

Worldwide vaccine programs have significantly reduced the number of deaths caused by
infectious agents. From the first use of vaccines to today, knowledge about immunology has
increased substantially. This knowledge, combined with the introduction of cell culture and
recombinant DNA technologies, has revolutionized the construction of immunizers. The aim is
an analysis of the use of biotechnology in vaccine development, as well as an explanation of
the main techniques and evaluation of their effectiveness. This is a study of narrative literature
review that consulted PubMed and Scielo as scientific databases and used filters such as
"biotechnology" and "vaccines" for the selection of articles. We conclude that, in fact, research
into new types of viral vaccines combined with rigorous safety requirements are essential for
the containment of pandemics and the search for treatments for diseases that still have no
cure.

Keywords: Viral vaccines; recombinant DNA; SARS-CoV-2; nucleic acids, virus-like
particles.
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1. Introducéo

Olhando para os ultimos avancos da medicina de prevencao e tratamento de doencas,
a vacinacao é a maior descoberta da medicina moderna. A partir do momento que a vacina
do sarampo foi introduzida em 1968, as evidéncias sugerem que a imunizacdo salvou mais
vidas em todo o mundo do que qualquer outro produto ou procedimento médico (ANDERSON,
2016). Além disso, no século XX, as doencas como poliomielite, sarampo, caxumba e rubéola,
por exemplo, causaram 39 milhGes de infeccbdes apenas nos Estados Unidos da América
(NABEL, 2013). Dentro dessa realidade, as vacinas tornaram essas infecgdes incomuns no
século XXI. Com os avanc¢os no desenvolvimento vacinal, atualmente, as vacinas reduziram
as taxas de mortalidade por doencas infecciosas no mundo todo, sendo aproximadamente 3
milhdes de pessoas por ano (EHRETH, 2003; RODRIGUES et al., 2015).

O primeiro sistema de protecdo usado para imunizar humanos ficou conhecido como
variolizagéo, que se popularizou na Europa por meio do trabalho do médico britanico Edward
Jenner em 1796. Para a protecdo, Jenner introduziu o virus vivo da variola bovina para
inocular em humanos e protegé-los, apds observar que fazendeiros que conviviam com
bovideos néo se infectaram com a variola bovina, procedimento que o médico deu o nome de
Vaccine (MCCOLLUM et al., 2014; RIEDEL, 2017).

Somente no século XX, especificamente na década de 30, que a forma que as vacinas
eram produzidas foi revolucionada. A introdug&o de culturas de células de animais permitiu a
propagacao in vitro de virus e abriu caminho para desenvolver diversos tipos de vacinas. A
técnica de inativagdo ou atenuagéo viral se tornou a pratica padrdo e a forma mais utilizada
para desenvolvimento de novas vacinas nesse século, no qual foi marcado pelo maior estudo
clinico ja realizados para testes vacinais, em que 1.8 milhdes de participantes ajudaram a
testar a eficacia da vacina inativada para a poliomielite que levava o nome de Salk, em
homenagem ao seu criador: Jonas Salk (PLOTKIN, 2005; TAVARES, 2015).

Apesar de todo avanco presente, as vacinas ainda se mostraram muito reativas, e em
alguns casos, pouco ou sem nenhuma eficiéncia. Entdo, a pesquisa vacinal moveu-se para
empregar fracdes cada vez menores desses patdgenos, visando aumentar a seguranca sem
comprometer a eficacia. Assim, 0os grupos ou geracdes vacinais foram classificados em razéo
das suas estratégias ou dos conceitos que foram utilizados na preparacéo do seu principio
ativo, os antigenos virais (DINIZ; FERREIRA, 2010).

As vacinas de primeira geracdo ou tradicionais, empregam em sua COmposi¢cao o
agente patogénico completo, porém, submetido a tratamentos que vao inativa-lo ou atenua-
lo. Ainda nessa categoria, se destacam o0 uso de microrganismos ndo patogénicos oriundos

de outros hospedeiros para serem utilizados como antigenos vacinais no controle de doencas



causadas por patdogenos semelhantes. Tal abordagem pode ser exemplificada pela aplicagdo
da bactéria Mycobacterium bovis (BCG), originalmente obtida de bovinos, na composicéo da
vacina contra a tuberculose (BRAZ; GUIMARAES; VAZ, 2014).

A segunda geracdo usa toxinas, proteinas e polissacarideos purificados como
estratégias imunoldgicas. Porque em alguns patégenos, é possivel neutralizar e eliminar
bactérias ou virus (se ndo houver tal resposta imune) pela inducdo de anticorpos contra um
Unico alvo (neste caso, toxinas ou agUcares de superficie), podendo entdo obter-se protecao
por meio do uso de vacinas. Destacam-se a vacina antitetanica, hepatite B e o controle da
meningite meningocécica (DINIZ; FERREIRA, 2010).

Por fim, a terceira geragéo parte de um conceito inovador e radical com relacdo as
outras categorias vacinais. Essa vacina consiste em introduzir nas células do hospedeiro um
gene que vai codificar uma proteina antigénica de um patdégeno pré-determinado, o qual sera
inserido em um DNA plasmidial com o objetivo de gerar uma resposta imune com memoria
imunoldgica permanente (AZEVEDO et al., 1999). Em geral sdo chamadas de vacinas de DNA
(Acido desoxirribonucleico) ou génicas, foram descobertas de forma experimental na década
de 1990 quando se pesquisava sobre terapias genéticas, na qual se introduzia no hospedeiro
genes que iriam substituir a informacgdo genética defeituosa que ali, originalmente, estava
presente (NARDI; TEIXEIRA; SILVA; 2002);

Com o uso da biotecnologia, isto é, uso de agentes biolégicos, podendo ser
organismos vivos ou seus derivados, que vao ser utilizados com o intuito de fabricar produtos
ou transformar processos visando um uso especifico, modificou o desenvolvimento e a
pesquisa de novas vacinas, seja de primeira, segunda ou terceira geracdo (SOUZA;
MORAES, 2014). Por meio de técnicas de manipulacéo genética, estratégias de clonagem ou
mutagénese é possivel gerar microrganismos atenuados de forma precisa e com muito mais
seguranca bioldgica, por exemplo, podendo reverter um estado de viruléncia nativo que um
patdgeno apresenta (DINIZ; FERREIRA, 2010).

O uso de vacinais com a biotecnologia empregada apresenta uma grande vantagem,
pois vai fornecer ao hospedeiro a informagdo genética necesséaria para que ele préprio
fabrigue o antigeno com as caracteristicas essenciais para que haja uma resposta imune
efetiva, sem os efeitos colaterais vistos quando se utiliza o patégeno inteiro ou mesmo
subunidades dele. Além disso, as vacinas que utilizam o DNA, por exemplo, utilizam uma
metodologia que vai se aproximar da infeccao de forma natural, porém de maneira que ocorra
a inducao da protecdo desejada sem que tenha que usar o patégeno em si, logo, pacientes
imunocomprometidos ou individuos com sistema imunoldgico imaturo ou deficiente (criancas
e idosos, respectivamente), ndo correm o risco de desenvolver efeitos adversos por esse tipo
de imunizacdo (MANCEBO et al., 2016; BOLHASSANI; YAZDI, 2009).



Atualmente, com um conhecimento crescente na rea de imunologia combinado com
avancos significativos na area de biologia molecular e das bioengenharias, foi fornecido
ferramentas para novos projetos vacinais. Como resultado, é possivel visualizar no mercado
vacinas mais complexas e com design mais seguros e eficientes, por exemplo, as VLPs
guiméricas (virus-like particles) e vetorizados, vacinas vetorizadas e hibridas (RODRIGUES
et al., 2015).

As VLPs séo estruturas produzidas por meio da biotecnologia do DNA recombinante,
na qual as proteinas sintetizadas em sistemas de expressdo, tanto procariéticos e
eucaribticos, se unem para formar particulas que mimetizam as estruturas dos virus nativos,
porém, sem conter o material genético que causaria a infec¢cdo (JENNINGS; BACHMANN,
2008; EFFIO; HUBBUCHE, 2015). As VLPs guiméricas sdo compostas por subconjuntos de
VLPs que contém proteinas virais de virions ndo relacionados, porém as VLPs vetorizadas
sdo compostas por pequenas moléculas ou proteinas incorporadas em seus materiais
genéticos que terdo a finalidade de serem vetores de expressédo, isto é, vao levar o gene do
virus incorporado até o hospedeiro (SCHELLENBACHER, 2013; VISCIANO et al., 2011,
WATSON et al., 2002).

As vacinas vetorizadas sao definidas como veiculos ndo patogénicos carreadores de
genes virais, com o objetivo de expressa-lo nas células hospedeiras para induzir uma resposta
imune protetora, sdo altamente exploradas com o uso de virus com replicacdo defeituosa, por
exemplo os adenovirus e poxvirus (MENDEZ, 2014). Por fim, as vacinas hibridas vao
combinar a tecnologia das VLPs com o DNA em um Unico tipo vacinal. Nessa vacina, usam-
se plasmideos administrados como se fossem vacinas de DNA, mas que expressam 0S
componentes necessarios para a formacao das VLPs retrovirais, tal técnica promete combinar
a estabilidade e seguranca das vacinas de VLPs com a grande producdo em escala e com o
baixo custo das vacinas de DNA (BELLIER, 2006).

Sendo assim, a biotecnologia, sendo usada como estratégia de intervencao
imunolégica preventiva, tem contribuido diretamente para ndo s6 aumentar a expectativa de
vida da populacdo, mas também baratear os custos da producéo vacinal e diminuir o tempo
médio para o desenvolvimento de novas vacinas. Além disso, traz a possibilidade do uso de
vacinas como terapias contra canceres e doencas autoimunes (DINIZ; FERREIRA, 2010;
NARDI; TEIXEIRA; SILVA; 2002).

O objetivo deste trabalho consistiu em uma analise do uso da biotecnologia no
desenvolvimento de vacinas, bem como na explanacado das principais técnicas e avaliacdo de

sua eficacia.



2. Métodos

Tratou-se de uma revisdo narrativa da literatura, com uma ampla gama de
caracteristicas, e que visou descrever o desenvolvimento de um determinado assunto por
meio da analise e interpretacdo das realizacBes cientificas existentes sob a perspectiva da
teoria e do contexto. Esta sintese do conhecimento, a partir da descricdo de temas
abrangentes, auxiliou na identificacdo de lacunas de conhecimento para subsidiar a realizacao
de novas pesquisas. (BRUM et al., 2015).

Para a selecéo dos artigos foram utilizadas pesquisas da Biblioteca Virtual em Saude
(BVS) nas base de dados Latino Americana, a plataforma de busca PMC (Pubmed central)
que utiliza a base de dados da MEDLINE (Medical Literature Analysis and Retrieval System
Online) e na biblioteca SciELO - Scientific Electronic Library Online.

Como critério de busca foram utilizados os termos Vacina e Biotecnologia, além de
Técnicas Biotecnoldgicas e Phage Display. Para melhores resultados, filtros com os quais o0s
assuntos principais se resumem a “Biotecnologia” e “Vacinas” foram aplicados. Artigos em
portugués, inglés e espanhol com publicacdes entre o ano de 2011 a 2021 foram usados, no

entanto, em situacdes excepcionais, artigos anteriores ao ano de 2011 foram selecionados.

3. Desenvolvimento

No inicio do século XX, pela primeira vez, o termo “biotecnologia” foi utilizado, ainda
gue o termo seja novo, o principio pode ser considerado antigo. Considerando que diz respeito
a um conceito amplo, pode-se dizer que a biotecnologia se iniciou com a agricultura ou
agropecuaria, isto é, com a capacidade do homem de dominar plantas e animais para o
proprio beneficio. Acompanhado pela evolu¢do cientifica, incontaveis metodologias
biotecnoldgicas foram sistematizadas, aumentando suas vantagens econdmicas, sociais e
ambientais. Com a experimentacdo do uso de microrganismos houve a primeira revolucao
biotecnoldgica, que ocorreu com a producao de vacinas (FALEIRO; ANDRADE; REIS
JUNIOR, 2011).

Com aintroducéo da cultura de células de animais na década de 30 e o uso de técnicas
de DNA recombinante a partir da década de 1970, houve um salto tecnolégico no
desenvolvimento de vacinas (figura 1). O uso da biologia molecular e da engenharia genética
proporcionou ndo apenas novas estratégias para atenuacao viral, mas também novos tipos
de vacinas. A expressao de proteinas antigénicas a partir do seu cDNA era agora possivel,
resultando na producdo de grandes quantidades de antigenos altamente puros e, portanto,

fornecendo mais doses. Os avanc¢os na tecnologia da cultura celular de animais introduziram
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uma nova linha de células, melhorando o bioprocesso de produgéo ao permitir o aumento da
escala em culturas em suspensdo e proporcionando rendimentos mais competitivos
(RODRIGUES et al., 2015).

Figura 1: Desenvolvimento no design de vacinas.
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Fonte: Adaptado de Rodrigues et al. (2015).

Atualmente, as opg¢Oes para o desenvolvimento de vacinas sédo bastante vastas. Junto
com uma compreensao mais profunda do sistema imunoldgico, associado com as notaveis
inovacgdes tecnoldgicas, levou ao projeto de uma miriade de diferentes vacinas virais, por
exemplo, vacinas de DNA, particulas virais quiméricas, vacinais vetoriais ou hibridas. As
vacinas tém evoluido continuamente com a tecnologia a fim de proporcionar meios mais
seguros de protecdo imunoldgica aos pacientes e reduzir possiveis efeitos colaterais. Além
disso, as tecnologias moleculares mais novas podem desempenhar um papel nessa demanda
melhorando o perfil de seguranca de uma vacina, tanto por meio de seu projeto quanto pelo
seu processo de fabricacdo (PLOTKIN, 2005; RODRIGUES et al., 2015).

As vacinas comercialmente disponiveis contra patégenos virais podem ser
classificadas em trés tipos gerais: vacinas vivas atenuadas; vacinas inativadas e vacinas
subunitarias. Dentro desta classificacdo geralmente aceita, diferentes abordagens
tecnolégicas podem ser aplicadas, dando origem ao desenho de varios subtipos de vacinas
(STRUGNELL et al., 2011). Os tipos de vacinas que serdo exploradas neste trabalho estédo

listados no quadro 1 e suas vantagens e desvantagens no quadro 2.



Quadro 1: Breve descrigdo dos tipos vacinais e seus exemplos.

Tipo de Vacina
Atenuadas e Inativadas

Subunidades

Virus-like particle (VLP)

VLPs quiméricas

Acidos nucléicos (NAVs)

Vetorizadas

Hibridas

Propriedades terapéuticas

Nano anticorpos

Fonte: Elaborada pela autora.

Descricao
Uso do virus como um todo; de
forma atenuada que possui um nivel
de replicacdo mais baixa que o
normal ou inativada (virus morto).

E uma vacina inativada composta
por um determinado componente do
microorganismo e por nao ser muito
imunoestimuladora, faz necessério o
uso de adjuvantes.

Sao particulas que mimetizam o
virus mas gque ndo causam infecgao
por ndo possuirem o material
genético do virus nativo.

Sao VLPs que em sua composicao
possuem duas proteinas de
diferentes virus.

Uso de DNA ou mRNA para
estimular 0 organismo a sintetizar
uma proteina que induzira uma
resposta do sistema imunoldégico.

Veiculos ndo patogénicos que
transportam genes de virus, com o
objetivo de expressa-los nas células
hospedeiras para induzir uma
resposta imunoprotetora. No caso
de VLPs vetorizadas, usa-se o
ndcleo como sistema de entrega, na
qual pode ser incorporado drogas,
enzimas ou peptideos.

Combinam técnicas diferentes de
design de vacinas no mesmo
sistema.

Sao vacinas que buscam reverter
situacbes nas quais o sistema
imunoldgico do individuo nao foi
capaz de ativar uma resposta imune
efetiva

Sdo estruturas muito pequenas e
que podem ser de varios tipos, como
polimeros, lipidios e proteinas. Essa
estrutura mimetiza as caracteristicas
virais e pode ser desenvolvida com
diferentes propositos

Exemplos
Atenuada: Febre amarela e
Poliomielite oral (VOP)
Inativada: Poliomielite
injetavel (VIP) e Influenza

Hepatite B

Papiloma virus humano
(HPV)

Particulas de HPV e
glicoproteinas de envelope
de HIV (Vacina experimental)
Vacina contra SARS-CoV-2
da Pfizer e BioNTech utiliza o
MRNA

Vacina contra SARS-CoV-2
da AstraZeneca/Oxford

PspA-PLY (Vacina
pneumocdcica experimental)

T-VEC (vacina para
tratamento de cancer)

Vacina contra SARS-CoV-2
em producédo na USP



Quadro 2: Vantagens e desvantagens dos tipos vacinais.

Tipo de Vacina
Atenuadas

Inativadas

Subunidades

Virus-like particle (VLP)

Acidos nucléicos (NAVs)

Vetorizadas

Propriedades terapéuticas

Nano anticorpos

Fonte: Elaborada pela autora.

Vantagens
Alta imunogenicidade; mimetiza a
infeccdo natural; resposta
duradoura.

Baixo risco de efeitos colaterais,
pode ser administrada em
imunodeprimidos e gravidas; ndo
ha risco de reverséao ao estado de
viruléncia.

Baixo risco de efeitos colaterais,
pode ser administrada em
imunodeprimidos e gravidas; nao
ha risco de reverséo ao estado de
viruléncia.

Seguras; podem ser usadas para
virus ndo cultivaveis.

Alta imunogenicidade;

seguranca; termoestaveis.

Alta imunogenicidade.

Capacidade de reverter o quadro
infeccioso ou degenerativo
instalado.

Resposta imune mais especifica
e eficiente.

3.1 Vacinas atenuadas e inativadas

Desvantagens
Possibilidade de reversdo ao
estado nativo de viruléncia;
maiores chances de efeitos
colaterais; nao recomendado
para  imunodeprimidos  ou
pessoas que tenham o sistema
imune deficiente ou imaturo.
Baixa imunogenicidade,
necessario uso de adjuvantes;
uso de doses mudltiplas.

Baixa imunogenicidade,
necessario uso de adjuvantes;
uso de doses mudltiplas.

Alto custo e dificuldade de
producao.

Dificuldade no armazenamento
e transporte (precisam de

refrigeragdo a -80°C); alto
custo.
Sensiveis a  temperatura;

podem reverter ao estado nativo
de viruléncia.

Alto  custo, sdo vacinas
complexas que precisam ser
especificas para as doencas
alvo.
Alto custo e dificuldade de
producéo.

Algumas das chamadas vacinas de primeira geracdo, datadas do século XX, sdo
constituidas por microrganismos inteiros que foram tratados de modo a serem inativados ou
enfraquecidos, para que dessa forma ndo causarem mais a doenca, porém continuem com
sua imunogenicidade, além disso, sdo vantajosas pois induzem todos os tipos de respostas
imunes inatas e adaptativas (humoral ou celular), logo, a forma ideal de inducéo de imunidade
protetora (BRAZ; GUIMARAES; VAZ, 2014; ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019)

Louis Pasteur, no final do ano de 1870, com sua técnica de dessecagdo, conseguiu

demonstrar que os microorganismos ficam menos patogénicos, mas ainda imunogénicos,
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sendo umas das primeiras técnicas de atenuacéo relatada, na qual o cientista deu o nome de
vacinacdo (BONANNI; SANTOS, 2011; DELVES et al., 2018). A atenuacdo é um processo
gue a patogenicidade do agente infeccioso é reduzida para que ndo tenha possibilidade de
causar a doenca, mas, concomitantemente, seja capaz de causar resposta imunolégica. O
causador da patologia € enfraquecido por meio de passagens por um hospedeiro ndao natural
ou por um meio que seja desfavoravel. Assim sendo, quando em contato com o organismo do
individuo (inoculacao), se multiplica sem causar a doen¢a, mas acionando o sistema imune
(BRAZ; GUIMARAES; VAZ, 2014).

Uma preocupacdao relacionada a vacinas atenuadas é a possibilidade de reversao ao
estado nativo de viruléncia, como foi visto em alguns casos para a primeira vacina oral para a
poliomielite. Em muitos casos, ndo se sabe integralmente a natureza da alteragdo genética
gue o microrganismo sofre durante o processo de atenuacao, logo, pode trazer alguns riscos.
Consequentemente, pessoas com algum tipo de imunodepressao, idosos e gestantes, néo é
recomendado o uso desse tipo de vacina para evitar a chance de desenvolver infecgbes
graves (DINIZ; FERREIRA, 2010; RODRIGUES et al., 2015).

Atualmente, como forma de evitar os riscos, € usada a tecnologia do DNA
recombinante (como ilustrado na figura 2) que, com relativa facilidade, obtém-se mutantes
atenuados através de estratégias de clonagem génica. Podem ser elaborados
microrganismos nos quais as mutacdes sdo desejaveis, isto é, genes envolvidos com a
patogenia séo inativados de forma que ndo comprometa a viabilidade do organismo, mas traz
uma seguranga maior para os vacinados (BRAZ; GUIMARAES; VAZ, 2014; MURPHY, 2014).

Na busca de desenvolver um perfil de vacina mais segura e estavel, foram criadas as
vacinas com microrganismos inativados. Essas vacinas sdo geradas matando e destruindo o
patégeno por agentes quimicos (formaldeido, fenol) ou por agentes fisicos, como o calor ou
irradiagdo. Desse modo, 0 organismo torna-se incapaz de fazer a multiplicagdo, mas continua
com a capacidade de estimular o sistema imunoldgico, pois suas estruturas e componentes
permanecem intactos. Embora as vacinas inativadas possuam alta eficacia para alguns
patdégenos, para outros ndo ha a indugdo de um efeito duradouro, uma vez que ndo dao
origem a T citotoxicos que sdo importantes para combater patégenos intracelulares. Diante
disso, o uso de adjuvantes e doses multiplas sdo usados com frequéncia para melhorar a
efetividade nesses casos (BRAZ; GUIMARAES; VAZ, 2014; MURPHY, 2014; RODRIGUES
et al., 2015).
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Figura 2: Esquema para o entendimento da técnica de DNA recombinante.
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Fonte: Elaborado pela autora.

3.2 Vacinas de subunidades

Durante as décadas de 1950 e 1960 a compreensao dos cientistas sobre a genética
microbiana molecular aumentou. Novos conhecimentos quanto ao papel do DNA na célula, a
natureza dos genes, a funcéo do fago e a descoberta de enzimas de restricao levou a proposta
de que a molécula de DNA poderia ser modificada para incluir um material genético diferente
(BERG; MERTZ, 2010).

Dentro de quinze anos, as técnicas foram desenvolvidas para gerar DNA
recombinante, em que consiste a da para um organismo a capacidade de produzir algo que
essencialmente ele ndo faz, como usar a bactéria Escherichia coli para produzir proteinas.
Esta revolucdo na biologia permitiu que os vacinologistas abordassem o conceito de vacinas
sob um novo prisma, trabalhando sob a hip6tese de que usando antigenos especificos de
varios agentes infecciosos, vacinas candidatas seguras, baratas e eficazes podem ser
produzidas (KARCH; BURKHARD, 2016).

Para construgdo de vacinas inativadas ou atenuadas, exigia que fosse feito uma
cultura de um determinado agente infeccioso antes que pudesse comecar a desenvolver a

vacina candidata. Ao usar a tecnologia de DNA recombinante, antigenos de proteinas de
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organismos que sao de dificil cultura, altamente patogénicos ou extremamente caros,
possuem maior viabilidades para serem gerados (MOYLE; TOTH, 2013).

As vacinas virais de subunidade sdo um desenvolvimento adicional de vacinas virais
inativadas, mas em vez de gerar anticorpos contra todos os antigenos de patégenos, apenas
um ou apenas alguns antigenos sao usados. Essas vacinas usam antigenos
imunodominantes, partes especificas do virus (proteinas completas ou peptideos) conhecidas
por estimular a geracao de anticorpos neutralizantes, além disso, podem incorporar uma série
de diferentes componentes, como um ou mais antigénicos de diferentes espécies e diversos
adjuvantes (PULENDRAN; AHMED, 2011; RODRIGUES et al., 2015)

Essas vacinas, assim como as inativadas, sao estaveis, reduzem os efeitos como as
reversdes espontaneas de vacinas atenuadas e por isso sdo consideradas mais seguras. O
problema resultante é que as vacinas de subunidade em geral ndo sédo tdo
imunoestimuladoras. Este efeito € provavelmente causado por capacidade reduzida de serem
reconhecidas por receptores de células B, bem como reducéo da capacidade de estimular
APCs (células apresentadoras de antigenos). Portanto, € necessario a coadministracéo de
adjuvantes (sais de aluminio sédo os mais comuns) e muitas vezes doses multiplas, além disso,
outros componentes podem ser adicionados para melhorar as caracteristicas da vacina (por
exemplo, estabilidade, poténcia, eficacia protetora e o nUmero de doses necessarias). Estes
incluem sistemas de entrega (por exemplo, emulsdes, lipossomos e polimeros) e fracdes de
direcionamento capazes de sinalizar células especificas do sistema imune, como células
dentriticas (MOSER; LEO, 2010; MURPHY, 2014; KARCH; BURKHARD, 2016).

Projetos de vacinas complexas, como VLPs, vacinas de material genético, vacinas
vetorizadas e vacinas VLPs vetorizadas sao frequentemente classificadas como vacinas de
subunidade, uma vez que elas usam alguns antigenos do patégeno, seja na forma de proteina
ou material genético. Para o propdésito desta revisdo mais detalhes sobre esses tipos de

vacinas serdo dados a seguir.

3.3 Vacinas de Virus-like particle (VLP)

Virus-like particle (VLP) sdo compostas por uma ou varias proteinas que tém a
capacidade de se auto montarem quando expressada de forma recombinante. Sao estruturas,
no geral, idénticas ou altamente relacionadas ao virus nativo correspondente, tanto de forma
antigénica quanto fisica, que ndo possuem em sua montagem o material genético viral,
portanto, ndo ha potencial replicativo. Fazendo com que sejam candidatas efetivas e seguras
para o desenvolvimento vacinal (ZELTINS, 2012; MOHSEN et al., 2017).
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VLPs podem ser sub-categorizadas em envelopadas ou néo-envelopadas. As
particulas sem o envelope sdo compostas por uma ou mais proteinas virais estruturais,
enguanto as envelopadas sdo mais complexas estruturalmente, pois sdo envoltas por uma
membrana lipidica derivada da célula hospedeira, na qual os antigenos virais sdo fixados
(KUSHNIR; STREATFIELD; YUSIBOV, 2012). Além disso, podem ser classificados segundo
a taxonomia do virus derivado ou de acordo com o método de expressao utilizado, as
proteinas virais sdo expressas em sistemas como bactérias, leveduras, mamiferos, insetos
ou células de plantas (VICENTE et al., 2011; LUA et al., 2014).

As VLPs sdo estaveis e versateis e exibem excelentes propriedades adjuvantes
capazes de induzir respostas imunes inatas e adaptativas. Na verdade, VLPs podem montar
uma protecdo imunoldégica eficaz sem o uso de moléculas coadjuvantes e exigindo doses mais
baixas do que os antigenos de proteina soluvel. Além disso, a estrutura de VLPs favorece sua
aceitacdo por células apresentadoras de antigeno (APCs), essenciais para induzir protecéo
imunologica duradoura. APCs exibem antigenos estranhos ao complexo de
histocompatibilidade (MHC) em sua superficie, entdo as células T podem reconhecer esses
complexos por meio de seus receptores de células T (TCRs) iniciando uma resposta imune
que estimula linfocitos TCD8 e linfécitos B, como foi ilustrado na figura 3 (CHROBOCZEK;
SZURGOT; SZOLAJSKA, 2014; RODRIGUES et al., 2015).

O interesse em novas VLPs foi amplamente inspirado pelo desenvolvimento e a
introducdo bem sucedida do virus de hepatite B (HBV) como antigeno de superficie e o
papiloma virus humano (HPV) proteina L1 de seu capsideo viral em vacinas comerciais contra
hepatite B e cancer de colo de utero induzido por HPV, respectivamente. Recentemente,
varias candidatas a vacinas baseadas em VLP entraram em diferentes estagios de
investigacdes clinicas como vacinas para malaria e norovirus (ROLDAO et al., 2010;
ZELTINS, 2012).

3.3.1 Vacinas VLP’s quiméricas

O desenvolvimento de VLPs revelou-se um verdadeiro desafio por muitos virus, como,
rotavirus, virus da hepatite C (HCV) e influenza. Para tentar atingir novos alvos, foi criado um
subconjunto de VLPs que sdo compostas por proteina viral e o seu envelope é derivado de
um segundo virus (heterélogo), conhecido como VLPs quiméricos, no caso de VLPs nédo
envelopados a apresentacao do antigeno heterélogo pode ser alcancada por meio de fuséo
molecular ou conjugacéo quimica (BELLIER; KLATZMANN, 2013; RODRIGUES et al., 2015).

Como j& existe uma vacina para HBV comercial, as VLP's quiméricas baseadas em

HBV sdo um dos suportes mais utilizados para a exibicdo de outras proteinas e peptideos.
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Ainda, como forma de manter a estabilidade das particulas, € possivel combinar duas
proteinas diferentes usando VLP hibridas, por exemplo, particulas compostas por proteinas
L1 e L2 de HPV e glicoproteinas de HIV, que foram comprovadas que geram respostas imunes
fortes e amplas (VISCIANO, 2011; RODRIGUES et al., 2015). Por engenharia genética, as
VLP’s quiméricas permitem o desenvolvimento de vacinas bivalentes ou multivalentes que
poderiam transmitir protecao contra coinfeccées de multiplos virus tal como virus da doenca
de Newcastle e o virus influenza A ou virus da raiva e o virus ebola (SHEN et al., 2013;
BLANEY et al., 2013; LEI; CAI; YANG; 2020).

Figura 3: Estimulo imunolégico das VLPs.
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Fonte: Elaborada pela autora.

3.3.2 Vacinas VLP’s vetorizadas

As VLP’s também podem ser desenvolvidas como um sistema de entrega in vivo
devido ao nucleo ser “vazio”, pois ndo € usado gene viral, por isso o nucleo poderia incorporar
enzimas, drogas, materiais genéticos, macromoléculas ou reagentes de imagem, fazendo
com que essas particulas pseudo virais tenha novas aplicacées como na entrega de drogas,
nas terapias génicas e tratamento de cancer. O desenvolvimento dessas estratégias criou-se
uma classe de vacinas baseadas em VLP, conhecidas como vacinas VLPs vetorizadas (YAN
et al., 2015; RODRIGUES et al., 2015; LEI; CAl; YANG; 2020).

Proteinas ou peptideos completos podem ser fundidos com proteinas do capsideo,

com ou sem ligantes clivveis para serem liberados apo0s a entrada na célula. Isso pode ser

15



aplicado a proteinas soluveis, epitopos de antigenos especificos entregues como peptideos
ou para entregar proteinas imunomoduladoras funcionais como fatores de transcrigcéo,
citocinas, ligantes de TLR ou adjuvantes. A modificacdo da superficie de VLPs pode ser usada
para diversos fins; polimeros como a polietilenimina agem como adjuvantes, enquanto o
polietilenoglicol (PEG) pode aumentar a estabilidade das VLPs (WU; ROTH, 2014;
SHEPPARD, 2014; RODRIGUES et al., 2015).

3.4 Vacinas de acidos nucléicos (NAVSs)

O uso terapéutico de A&cidos nucléicos surgiu como alternativa promissora as
abordagens convencionais de vacinas. O primeiro relato do uso bem-sucedido de transcritos
in vitro foi publicado em 1990. O primeiro passo crucial para o sucesso das NAVs é a sua
internalizacdo no citoplasma e nucleo (se necessario) das células hospedeiras, especialmente
as células dendriticas (DCs), que séo o tipo mais importante de células apresentadoras de
antigenos (APCs) (PARDI et al., 2018; JAHANAFROOZ et al., 2020)

Um estudo publicado na Science por Wolff et al. (1990), demonstrou que os chamados
"naked DNA", ou seja, o DNA de plasmideo que nao foi formulado em agentes de transfeccéo,
poderia ser injetado diretamente no musculo resultando em expressédo de antigenos nos
miocitos. A observacao foi importante porque até entdo, um esforco significativo tinha sido
dedicado as formulagdes para entregar DNA in vivo, e muitos desses compostos eram usados
para transfecc¢édo in vitro (QIN et al., 2021). A surpreendente simplicidade da abordagem gerou
interesse significativo, e quando foi logo demonstrado (em 1993) que o DNA plasmidial que
codifica uma proteina de influenza interna poderia gerar protecdo em um modelo de
camundongo pré-clinico contra influenza, muitos grupos comegaram a desenvolver DNA de
plasmideo para vacinas, imunoterapias de céncer e intervencdes imunes para doencas
autoimunes e alérgicas (KOCH; FATHI; ADDO, 2021; LIU, 2019)

As vacinas de DNA tém muitas vantagens sobre as vacinas tradicionais, sendo o
projeto da vacina simples, geralmente exigindo apenas uma clonagem de uma etapa no vetor
plasmideo, reduzindo assim o custo e o tempo de producgdo. Além disso, a expressao in vivo
de um gene de antigeno conduzido por um promotor eucariético e a modificacédo pés-traducao
enddgena resulta em estruturas de proteinas nativas, garantindo o processamento apropriado
e a apresentacao imune. Do ponto de vista da seguranca, a clonagem ou sintese de acidos
nucléicos em vez de ter que purificar proteinas de patégenos evita a necessidade de uso de
microorganismos patogénicos na fabricagédo de vacinas. A tecnologia de DNA recombinante
permite quase qualquer tipo de manipulacdo molecular no DNA de plasmideo, incluindo

mutacao in vitro, permitindo um redesenho rapido de antigenos para patégenos, como a gripe,
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gue exibe uma deriva antigénica constante. O DNA de plasmideo tem um bom histérico de
seguranca em humanos, sendo os efeitos colaterais mais comuns uma inflamacéo leve no
local da injecdo. O DNA plasmidial é estavel a temperatura ambiente, evitando a necessidade
de rede de frio durante o transporte. As vacinas de DNA permitem que 0s antigenos expressos
sejam apresentados pelos complexos MHC classe | e classe Il, permitindo assim a
estimulacéo de células TCD8 e TCD4, respectivamente (LIU, 2011; LI; PETROVSKY, 2016).

O RNA mensageiro (mMRNA) é a etapa intermediaria entre a traducdo de DNA que
codifica proteinas e a producdo de proteinas pelos ribossomos no citoplasma. Dois tipos
principais de RNA sdo atualmente estudados como vacinas: nao replicantes mRNA e RNA
auto-amplificador derivado de virus. As vacinas convencionais baseadas em mRNA codifica
0 antigeno de interesse e contém regides 5 'e 3' ndo traduzidas (UTRs), enquanto os RNAs
de auto amplificacdo codificam ndo apenas o antigeno, mas também a maquinaria de
replicacdo viral que permite a amplificacdo de RNA intracelular e abundante expresséo de
proteina (PARDI et al., 2018).

Como base tecnoldgica de terapéutica e vacinas, 0 mMRNA, caracteriza-se por uma
grande flexibilidade quanto a producédo e aplicagdo. Qualquer proteina pode ser codificada e
expressa por mRNA, em principio permitindo o desenvolvimento de vacinas profilaticas e
terapéuticas que combatem doencas tdo diversas como infec¢cbes e cancer, bem como
terapias de substituicdo de proteinas. Como as mudancas da proteina codificada apenas
alteram a sequéncia da molécula de RNA, deixando suas caracteristicas fisico-quimicas
amplamente inalteradas, diversos produtos podem ser fabricados usando o mesmo processo
de producéo estabelecido sem qualquer ajuste, economizando tempo e reduzindo custos em
comparagdo com outras plataformas de vacinas. Em termos de eficacia, as terapéuticas
baseadas em mRNA lucram com o fato de que nao precisam cruzar o envelope nuclear, ao
contrario do DNA. Em contraste com os peptideos, as vacinas de mRNA carecem de restricdo
do haplétipo MHC. Além disso, 0 mRNA se liga a receptores de reconhecimento de padrdes
e as vacinas de mRNA podem ser projetadas para serem auto-adjuvantes, uma propriedade
gue falta as vacinas baseadas em peptideos e proteinas (MLECZEK et al., 2011; SCHLAKE

et al., 2012). A figura 4 exemplifica o funcionamento dos dois tipos vacinais, DNA e RNA.
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Figura 4: Funcionamento das vacinas de acidos nucléicos.
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Fonte: Adaptado de Callaway (2020).
3.5 Vacinas vetorizadas

As vacinas vetorizadas (figura 5) sdo definidas como veiculos ndo patogénicos que
transportam genes de virus, com o objetivo de expressa-los nas células hospedeiras para
induzir uma resposta imunoprotetora. Sua capacidade de infectar células e expressar
antigenos codificados que podem ser eliminados no meio extracelular ou direcionados para
as vias de processamento intracelular do hospedeiro garantem inducéo altamente eficiente
da resposta humoral e celular (RODRIGUES et al., 2015; EWER, 2016).

A delecdo de genes selecionados é uma estratégia amplamente utilizada para reduzir
ou eliminar a capacidade replicativa de vetores virais, 0 que garante seguranca para uso
humano sem perda de poténcia. No entanto, alguns vetores virais competentes para
replicacdo também podem ser administrados com seguranca e podem fornecer poténcia
equivalente em doses mais baixas. A principal desvantagem das vacinas de vetor viral é que
a resposta especifica do gene transportado pode ser atenuada ou por respostas imunes
adaptativas a alvos antigénicos dentro do proprio vetor. As estratégias para superar iSSO
incluem o uso de doses mais altas, permitindo a tolerabilidade, e regimes de vacinas
heterodlogas de refor¢o. (EWER, 2016).
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Uma abundéancia de vetores virais esta disponivel com base em adenovirus, poliovirus,
virus herpes simplex, citomegalovirus, alfavirus ou virus adeno associado. Os adenovirus tém
sido o vetor de vacina mais utilizado. Os adenovirus séo facilmente produzidos em células
comerciais para cultura celular e em altos titulos e expressam o0s transgenes em niveis
elevados, ativando o sistema imunolégico inato e estimulando a maturacdo das células
dendriticas (RODRIGUES et al., 2015).

3.6 Vacinas hibridas

Um novo conceito que também esta surgindo é a expressao in vivo de VLPs, ou
plasmoVLPs, usando a tecnologia de vacinacdo de DNA. PlasmoVLPs combinam vacinas do
tipo DNA e VLP em uma, por isso sdo consideradas vacinas hibridas, pois combinam técnicas
diferentes no mesmo sistema. Os plasmo-retro VLPs sdo plasmideos administrados como
vacinas de DNA que expressam todos 0s componentes necessarios para a formacao de VLPs
baseada em retrovirus (retroVLPS) estas sdo baseadas no virus da leucemia murina (MLV)
(BELLIER et al., 2006). Plasmo-retroVLPs combinam a simplicidade, a estabilidade, a
producdo em larga escala e baixo custo de vacinas de DNA com as propriedades
imunoestimuladoras das vacinas VLP, porém contornando-os seus processos trabalhosos de
producao, purificacdo e formulagéo da vacina VLP (BELLIER et al., 2009).

Esta tecnologia induziu niveis mais precoces e significativamente mais elevados de
anticorpos neutralizantes do que simplesmente expressar as proteinas do envelope viral em
um DNA de plasmideo. Também esses anticorpos circulantes foram mantidos por um longo
periodo e podem ser aumentados por uma dose de reforgco desse tipo vacinal. Estudos
posteriores, usando modelos animais, mostraram que plasmoVLPs foram capazes de
preparar APCs e gerar resposta imune protetora para HCV, HIV e aparecem como uma
estratégia promissora para o tratamento de canceres induzidos por HPV (BELLIER et al.,
2009; GARRONE et al., 2011; RODRIGUES et al., 2015)

Outros projetos hibridos de vacinas séo os casos de vacinas vetorizadas combinadas
com VLPs vetorizadas, isto €, a exibicdo dos antigenos na forma de proteina é combinada
com a entrega do antigeno na forma de material genético, em DNA ou RNA. Este é o caso de
alphavirus e flavivirus que podem ser produzidos sem uma por¢cdo de seu genoma e
posteriormente modificados para codificar um antigeno viral estranho de interesse
(LJUNGBERG et al., 2007).
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Figura 5: Agao das vacinas vetorizadas.
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3.7 Outras vacinas
3.7.1 Vacinas com propriedades terapéuticas

Vacinas terapéuticas tém como objetivo controlar infec¢cbes crénicas ou doencas
degenerativas instaladas no individuo a ser tratado. Nesse aspecto, a definicdo de vacina
terapéutica se confunde com o conceito de terapia génica, particularmente quando se lanca
mao de vacinas de DNA ou vetores vivos que, em Ultima instancia, introduzem informacgéo
genética nas células do hospedeiro que se encarrega de produzir as proteinas que irdo
desencadear uma resposta imunolégica capaz de reverter o quadro infeccioso ou
degenerativo instalado. A base de qualquer vacina terapéutica é, portanto, reverter situagcoes
nas quais o sistema imunolégico do individuo néo foi capaz de ativar uma resposta imune na
intensidade ou na qualidade adequada, o que, em geral, resulta na instalagdo de um quadro
de tolerancia imunoldgica. Evidentemente, a relevancia do conceito vacinal terapéutico traz
sentido apenas nos casos em que ndo existam opg¢les terapéuticas disponiveis mais
eficientes. Além disso, para que uma vacina terapéutica possa ter sucesso, deve haver
evidéncias de que a doenca e, consequentemente, o patégeno que a causou possam ser
controlados pelo sistema imunolégico do individuo, uma vez que ativado corretamente, como

no caso de doencas crbnicas como aquelas causadas pelos virus da imunodeficiéncia
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adquirida (HIV), herpes humano (HSV), da hepatite B (HBV) e do papiloma humano (HPV)
(DINIZ; FERREIRA, 2010).

A principal caracteristica deste tipo de abordagem é a geracdo de linfécitos T
citotoxicos responsaveis pela destruicdo de células infectadas ou transformadas. Enquanto
anticorpos exercem papel chave na neutralizacdo do patégeno, os linfécitos TCD8 + podem
destruir células infectadas e impedir a progressao da doenca. Diversas abordagens foram
empregadas para o desenvolvimento de uma vacina com tal caracteristica, como aquelas
baseadas em peptideos sintéticos, proteinas purificadas, vetores virais ou bacterianos, e
mesmo células dendriticas ou tumorais, entre outras. Nesse contexto, as vacinas de DNA
surgem como uma estratégia interessante para a geracdo de respostas imunes antigeno-
especificas que, por sua capacidade de inducéo de respostas citotoxicas, atuariam somente
sobre as células tumorais, evitando efeitos colaterais como os observados nos tratamentos
de radio e quimioterapia atualmente empregados (DINIZ; FERREIRA, 2010; BRAGA, 2011;).

3.7.2 Vacinas com uso de nano anticorpos com técnica de Phage Display

Uma série de coincidéncias nos anos 90, levou a descoberta de um grupo distinto de
anticorpos na familia Camelidae (Camelus dromedarius, Camelus bactriamus, Llama glama,
Lhama guanaco, Lhama alpaca e Lhama vicugna), compostos unicamente por duas cadeias
pesadas idénticas que passaram a ser conhecidos por anticorpos de cadeia pesada (HCAbs).
Estes tém recebido consideravel atencdo pelas suas caracteristicas, tais como, estabilidade
conformacional, alta solubilidade, produgdo econdmica, tamanho reduzido e facilidade de
clonagem; ainda ha uma grande diversidade de genes, caracteristica essa que faz com que
0S nano anticorpos tenham uma grande capacidade de ligacdo ao antigeno. Além disso,
devido a sua reduzida massa molecular (~16 kDa), permite aos fragmentos uma melhor
farmacocinética e penetracéo ao nivel dos tecidos, reconhecimento de tecidos pouco comuns
ou escondidos e uma baixa resposta imunolégica (ROCHA, 2012).

A técnica de phage display (figura 6) é uma tecnologia molecular emergente com mais
de duas décadas e que, em juncdo com a nanotecnologia, nos ultimos anos tem provado o
seu potencial na investigacdo cientifica. O phage display é baseado em clonagem de
fragmentos de DNA codificantes de milhares de ligantes (ex: peptideos, proteinas ou
fragmentos de anticorpos) no genoma viral, fusionando o gene codificante a uma das
proteinas do capsideo viral (geralmente a plll, podendo ser ainda a plV, pVI ou pVIIl). A fusédo
com a proteina do capsideo é incorporada as novas particulas do fago que sdo montadas no
espaco periplasmatico da bactéria. A expressao do produto génico fusionado e sua

subsequente incorporacédo a proteina do capsideo ja madura resultam na exposi¢ao do ligante
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na superficie do fago, enquanto o DNA esta encapsulado em seu interior (ROCHA, 2012;
RESENDE, 2016).

A sequéncia do DNA exdgeno inserida entre dois dominios proteicos da plll ndo
perturba sua funcao e permite a exibicdo da sequéncia peptidica de forma imunologicamente
acessivel na particula infecciosa. A purificacdo por afinidade desses fagos com a fusdo
peptidica pode proporcionar a identificacdo de alvos em uma biblioteca de insercbes
aleatédrias, quando um anticorpo especifico reconhece e se associa ao peptideo exdégeno na
fusdo. Os fagos ligantes sdo amplificados, purificados e entdo sequenciados para que seus
peptideos em fusdo sejam caracterizados. Sua utilizacdo compreende tanto a selecdo de
bibliotecas combinatérias de peptideos para identificar ligantes de receptores celulares,
mapear epitopos de anticorpos monoclonais e selecionar substratos enzimaticos quanto a
selecdo do repertério de fragmentos de anticorpos para identificar antigenos protéicos ou néo
proteicos sem a necessidade de imunizagédo e producdo de hibridomas (RESENDE, 2016).
Diante disso, os nano anticorpos sao selecionados via técnica de phage display sendo
possivel aumentar qualitativamente suas bibliotecas, logo, ha desenvolvimento de vacinas
mais eficazes, com maior seguranca e com uma perspectiva terapéutica mais eficiente face a

doencgas cronicas que tanto afeta as pessoas atualmente (ROCHA, 2012).

Figura 6: Ciclo de selecéao por phage display.
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Fonte: Resende (2016).
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3.8 Fases do desenvolvimento vacinal

Os ensaios clinicos sdo indicados para avaliar a seguranca e eficacia de: 1. um novo
produto; 2. uma nova formulagdo de um mesmo produto ou associacao de produtos ja em uso
e 3. uma nova indicacao clinica de um produto ja aprovado. Os ensaios podem avaliar o efeito
terapéutico (drogas) ou profilatico (vacinas). Toda substancia para uso médico deve ter uma
indicacdo especifica, em funcéo de seu efeito bioldégico desejado para o qual se elabora um
ensaio clinico (OLIVEIRA; PARENTE, 2010; BRASIL, 2015)

O desenho do protocolo e documentacdo clinica dos estudos devem seguir as
recomendacdes dos 6rgaos normativos e de vigilancia de medicamentos do pais, para que 0s
resultados possam ser considerados validos para aprovacao do produto. Um novo produto so
é levado a experimentacdo em seres humanos depois de conhecido seus aspectos quimicos,
farmacoldgicos, mecanismos de acdo e toxicidade em provas pré-clinicas, in vitro ou em
modelos experimentais quando disponiveis (CAMACHO, 2013; BRASIL, 2015).

O processo de pesquisa e desenvolvimento (P&D) de uma nova vacina € constituido
de diversas etapas, tratando-se, portanto, de um processo demorado, de alto investimento e
associado a riscos elevados, particularmente quando se trata das doencas negligenciadas. A
primeira etapa corresponde a pesquisa basica e € onde novas propostas de vacinas sdo
identificadas. Segunda etapa: realizagcéo dos testes pré-clinicos (in vitro e/ou in vivo) que tém
por objetivo demonstrar a seguranca e o potencial imunogénico da vacina. Terceira etapa:
ensaios clinicos, que é a mais longa e a mais cara do processo de P&D, na qual se divide em
fases I, Il, lll e IV, como esta ilustrado na figura 7 (BUTANTAN, 2020; FIOCRUZ, 2020a).

A fase | é o primeiro estudo a ser realizado em seres humanos e tem como objetivo
principal demonstrar a seguran¢a da vacina. Esta € administrada a um pequeno namero de
pessoas (frequentemente varia de 10 a 100 participantes de pesquisa) além da seguranga, se
avalia a dose e a capacidade inicial de estimular o sistema imunoldgico (FIOCRUZ, 2020a;
FIOCRUZ, 2020b). A fase Il tem por objetivo estabelecer a imunogenicidade (capacidade que
a vacina tem de estimular o sistema imunolégico a produzir anticorpos). A imunogenicidade,
constantemente, € medida por meio de coletas de sangue, utilizando metodologias de analise
adequadas para avaliar a resposta imunoldgica a vacina administrada (FIOCRUZ, 2020a).

Na fase Il a vacina candidata é administrada a milhares de pessoas (de 5 a 10 mil
voluntérios), visando confirmar a sua eficacia, isto €, a prevencéo da infec¢édo, e conhecer
mais dados sobre reacdes adversas em grupos variados de individuos, por exemplo, criancas
e idosos. O objetivo desta fase de estudo é a comparacdo de grupos (placebo e vacina) e
estabelecer a eficacia vacinal. Os testes de fase Ill devem fornecer todas as informacdes

necessarias para a elaboracao do rétulo e da bula da vacina. A analise dos dados obtidos
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nessa fase pode levar ao registro e aprovacao para uso comercial do novo imunizante, pelas
autoridades sanitarias (UNICAMP, 2020; BUTANTAN, 2020).

Por fim, a fase IV é conhecida como “estudo pds-comercializagdo”, apds a vacina ser
aprovada e levada ao mercado, testes de acompanhamento de seu uso sdo elaborados e
implementados em milhares de pessoas, possibilitando o conhecimento de detalhes
adicionais sobre a eficacia e seguranca da vacina. Um dos objetivos importantes dos estudos
de fase IV é detectar e definir efeitos colaterais previamente desconhecidos ou
incompletamente qualificados, assim como os fatores de risco relacionados (UNICAMP, 2020;
FIOCRUZ, 2020a).

Figura 7: Fases do desenvolvimento de vacinas.
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Fonte: Elaborada pela autora.
3.9 Vacinas para SARS-CoV-2

A pandemia causada pelo coronavirus SARS-CoV-2 trouxe nas vacinas a esperanca
de controle da doenca que ja matou mais de 3 milh6es de pessoas e ja acometeu cerca de
156 milhdes de individuos no mundo todo (WHO, 2021). A imunidade garantida de toda a
populacdo permitira a volta da normalidade e diminuird todas as grandes implicagfes sociais
e econObmicas que a enfermidade trouxe (YAMEY et al., 2020). No geral, as vacinas
pesquisadas contra a COVID-19 visa introduzir anticorpos neutralizantes contra subunidades
especificas do virus, a maioria delas tem como alvo a regido conhecida como RBD (dominio

de ligacao do receptor) da proteina viral mais estavel, a proteina S (Spike), dessa forma, os
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anticorpos induzidos pela vacina irdo impedir a captacdo do SARS-CoV-2 pelo receptor ECA2
humano (enzima conversora de angiotensina 2) (LE et al., 2020). Na figura 8 podem ser vistas

os diferentes tipos de vacina contra a COVID-19 que estdo em desenvolvimento.

Figura 8: Diferentes tipos de vacinas contra SARS-CoV-2 em desenvolvimento.

Virus Vetor viral Acido nucléico Baseado em proteina
Inativado Replicante I DNA M Subunidade protéica
Atenuado N&o replicante RNA Particula semelhante

ao virus
Virus :
Vetor viral
Acido nucléico | ’ :
HEt o —
proteina . ' ' '
Outros : : 2 ; -
0 5 10 15 20 25 30 35

Numero de vacinas em desenvolvimento

Fonte: Adaptado de Callaway (2020).

As vacinas contra a COVID-19 fazem uso de varias técnicas que usam a biotecnologia,
além disso, trouxeram novos tipos vacinais, por exemplo, o uso da tecnologia de &cidos
nucléicos para inducao de anticorpos que estd presente na vacina da fabricante Pfizer-
Biontech e Moderna, ambas utiizam um RNA mensageiro modificado com sistema de
entregas em lipideos para o organismo sintetizar a proteina S do SARS-CoV-2 que sera
reconhecida por células imunitarias e desencadeara respostas de células B e T. Por isso que
essas vacinas conseguem chegar a quase 95% de eficacia, pois induzem respostas
imunoldgicas diferentes que auxiliam no combate viral. (ZHANG et al., 2020; EMA, 2021a;
PFIZER, 2021).

As vacinas baseadas em vetores virais também estdo sendo muito usadas no combate
da doenca, essa técnica pode ser vista nos imunizantes desenvolvidos pela
Oxford/Astrazeneca e pela Russia, a chamada Sputnik V (LIMA; ALMEIDA; KFOURI, 2021).
As duas usam um adenovirus como vetor, sendo que a primeira faz uso de um adenovirus de
chimpanzé e a segunda, dois adenovirus humanos, ndo sao vetores replicantes e expressam
a proteina spike. Ao entrar na célula a glicoproteina S do SARS-CoV-2 é expressa localmente
estimulando anticorpos neutralizantes e resposta imune celular, no caso da Sputnik V, a
segunda dose é composta por um segundo adenovirus (diferente do primeiro), que na teoria
induzira uma resposta imunoldgica maior e a longo prazo (ANVISA, 2021a; LOGUNOV, 2021;
SPUTNIK, 2021).
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Recentemente, o proprio Instituto Butantan anunciou que ird comecar a produzir uma
vacina totalmente brasileira, a Butanvac, que contara com a mesma plataforma de producao
e tecnologia da vacina da Influenza, que é produzida a partir da inoculagcéo do virus em ovos
embrionados de galinhas. Ap6s um periodo de incubacao, o liquido alantéico que envolve o
embrido é colhido, centrifugado, concentrado, fragmentado e inativado. Além disso, a vacina
sera baseada em vetores virais, por meio do virus de Newcastle modificado para expressar
uma super proteina S, que promete imunizar de forma mais efetiva que as proteinas S que

estdo sendo usadas por outras vacinas (figura 9) (BUTANTAN, 2021a).

Figura 9: Esquema funcional da Butanvac.
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Fonte: Elaborada pela autora.

As técnicas tradicionais de fabricacdo de vacinas também estdo sendo usadas para
tentar conter essa pandemia, a Coronavac, produzida pelo Instituto Butantan em parceria com
o laboratério Chinés, Sinovac, faz uso da plataforma de virus inativado, com cultivo celular do
virus em células vero com posterior inativagdo, além disso, é a vacina mais utilizada no Brasil
para imunizagdo da populacdo (LIMA; ALMEIDA; KFOURI, 2021; BUTANTAN, 2021b). As
vacinas de subunidade ou de particulas semelhantes ao virus (VLP) também aparecem como
candidatas, por exemplo, a vacina do laboratério Novavax faz uso da proteina S recombinante

desenvolvida com nanoparticulas e associada com um adjuvante (KRAMMER, 2020).
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A Anvisa (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria), 6rgdo regulatério que faz
aprovacao do uso das vacinas no Brasil, ja registrou no pais as vacinas da Pfizer e da
Oxford/Astrazeneca para uso definitivo, a Coronavac também tem seu registro, porém, para
uso emergencial, ainda, a vacina da Jassen, que utiliza o vetor viral como tecnologia e é uma
das Unicas vacinas no mercado que necessita somente de uma dose para imunizacao, no dia
31 de marco conseguiu sua aprovacdo para uso emergencial, sendo uma validacdo
importante para aumentar a as vacinas no pais (ANVISA, 2021b; ANVISA, 2021c; EMA,
2021b). A Sputnik V, vacina da Russia, foi aprovada pelo érgdo para importacdo, mas com
alguns limitantes, pois ha uma quantidade de doses especifica para alguns estados e nem
toda a populacdo poderéa fazer uso dessa vacina, somente pessoas saudaveis, entre 18 e 60
anos, que nao possuam hipersensibilidade a nenhum componente do imunizante. Além disso,
gravidas, lactantes, mulheres em idade fértil que queiram engravidar nos meses seguintes,
pessoas com comorbidades e soropositivas ndo sdo candidatas a tomar a vacina. Ainda
precisa passar pelos aspectos de qualidade laboratorial do Instituto Nacional de Controle de
Qualidade em Saude (INCQS) da Fiocruz (ANVISA, 2021d).

Por fim, a vacina da Covaxin, produzida pela india, que faz uso do SARS-CoV-2
inativado, foi aprovada da mesma forma que a vacina russa, além das mesmas restricoes,
ainda h& condicbes especiais para o modo de fabricacdo da vacina, que devem,
obrigatoriamente, seguir as adequac¢fes de Boas Préticas de Fabricacdo (BPF), com isso, ha
uma garantia maior da seguranca da populacdo, pois independente da urgéncia que o
momento atual pede, os rigores metodoldgicos e cientificos devem sempre ser seguidos para
assegurar a integridade da populacéo brasileira (ANVISA, 2021e; ANVISA, 2021f).
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4. Consideracgdes Finais

Diante do apresentado, fica evidente como o0 uso da biotecnologia esta presente na
construcao de vacinas, além de contribuir para um desenvolvimento mais seguro e eficaz
desses imunizantes.

A introducdo de novos designs de vacinas se mostra mais explicita nos casos de
doencas para que nenhuma vacina ou tratamento esteja disponivel, especificamente para
aguelas que sdao fatais ou muito debilitantes, como foi evidenciado na pandemia causada pelo
SARS-CoV-2. Essa situacdo gerou uma pressao e uma corrida na comunidade cientifica para
gue imunizantes ou tratamentos fossem desenvolvidos mais rapidamente, nesse caso, a
existéncia de tecnologias mais modernas que ja estavam sendo pesquisadas e testadas foram
essenciais para que em 10 meses a primeira vacina contra a COVID-19 fosse aprovada no
mundo, sendo um recorde na criagdo vacinal.

Além disso, o conhecimento cientifico e o desenvolvimento tecnolégico é enorme,
sendo assim, € esperado que continue a crescer de forma exponencial, oferecendo uma gama
de novas ferramentas e ideias diferentes para o design de vacinas. Dessa maneira, quando

se trata de vacina viral, é certo que o mundo entrou na era da vacinologia moderna.
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