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RESUMO

TONETTI, F. S. Vacinas recombinantes: vantagens e desafios. 2022. Monografia
(Trabalho de Conclusdo de Curso) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo

Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2022.

A vacinacéo, tendo como objetivo a imunizacdo prévia do individuo de forma eficiente, é o
método de prevencao contra doengas infecciosas mais importante e de bom custo-beneficio
na area da saude. Devido aos programas de vacinagdo pelo mundo, a incidéncia de varias
doencas fatais foram drasticamente diminuidas. A maior parte das vacinas atualmente
administradas séo de primeira geracgdo, utilizando microrganismos inteiros atenuados ou
inativados, que apesar de serem eficazes, apresentam desafios quanto a sua seguranca. A
aplicacdo de ferramentas biotecnoldgicas tém contribuido para o desenvolvimento de
formulagbes mais seguras e eficazes, refletindo na descoberta de novos antigenos,
adjuvantes, vetores e sistemas de entrega. Vacinas recombinantes de segunda geracao e as
vacinas géniccas ou de terceira geracdo vémm ganhando espago na ciéncia, ampliando o
arsenal e possibilidades de vacinas. Varios tipos de vacinas recombinantes estdo hoje em
uso, em estudo ou em fases avancadas de testes contra diferentes agentes infecciosos. Essa
monografia tem como objetivo a discussdo de vantagens e desafios das vacinas de segunda

e terceira geragéo.

Palavras-chave: Proteinas recombinantes. Vacinas. Sistema imune. Imunogenicidade.

Subunidade. Epitopo. Acido nucleico.



ABSTRACT

TONETTI, F. S. Recombinant vaccines: advantagens and challengs. 2022. Monograph
(Final paper) — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto, Universidade de
Sdo Paulo, Ribeiréo Preto, 2022.

Vaccination, with the objective of efficiently immunizing populations, is the most important
and cost-effective method of preventing infectious diseases in the health area. Due to
vaccination programs around the world, the incidence of several fatal diseases has been
drastically reduced. Most vaccines currently administered are first-generation which
employ attenuated or inactivated whole microorganisms. Despite being effective, they
present challenges in terms of safety. The application of biotechnological tools has
contributed to the development of safer and more effective formulations, reflecting on the
discovery of new antigens, adjuvants, vectors, and delivery systems. Second-generation
recombinant vaccines and genetic or third-generation vaccines have been gaining ground in
science, expanding the range and possibilities of vaccines. Several types of recombinant
vaccines are currently in use, under study, or in advanced stages of testing against different
infectious agents. This monograph aims to discuss the advantages and challenges of second

and third-generation vaccines.

Keywords: Recombinant proteins. Vaccines. Immune System. Immunogenicity. Subunit.
Epitopes. Nucleic acid.
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1. INTRODUCAO
1.1 Vacinas

As vacinas sao consideradas um dos maiores avancos da ciéncia na area da saude.
Seu principal objetivo é estimular o organismo humano a uma resposta do sistema imune
de maneira segura em um posterior encontro com o patégeno, sendo eficazes na profilaxia
a futuras infecgdes. As vacinas ativas sao aquelas que estimulam o sistema imune a produzir
anticorpos especificos por meio da resposta humoral e/ou respostas imune celulares. As
vacinas passivas sdo aquelas que causam protecao transitoria contra o antigeno ou a doenca
e sdo preparadas com anticorpos ou células do sistema imunoldgico de um individuo que ja
respondeu a estimulacdo direta através da administracdo do antigeno, sendo administradas
antes, durante ou perto do tempo de infeccdo ou potencial exposi¢cdo. Um exemplo de
imunizacao passiva é pela transfusdo de plasma convalescente. Com a pandemia de Covid-
19, uma das técnicas utilizadas foi a transfusdo do plasma de um paciente curado para
individuos infectados. O plasma de pacientes curados anticorpos produzidos pelo sistema
imunoldgico quando houve a infeccdo (CHAVES E FRANZAO, 2020).

Vacinas sdo a forma mais efetiva e de melhor custo-beneficio para prevenir milhdes
de casos de doencas, deficiéncias ou mortes, sendo uma importante aliada no controle,
combate e erradicacdo de doencas, pois protegem tanto quem recebe a vacina quanto a
comunidade como um todo por protecdo indireta. As vacinas sdo responsaveis por evitar
entre 2 e 3 milhdes de dbitos por ano e, se a cobertura a nivel mundial fosse bem sucedida,

poderiam ser evitadas adicionais 1,5 milhdes de mortes (SOUSA et al., 2019).

Mais de 300 anos se passaram desde que a primeira vacina foi descoberta
empiricamente. A vacina surgiu no final do século 18, em um importante momento histérico
de combate a variola, uma doenca viral extremamente grave, muito transmissivel que figura
como uma das doencas que mais mataram no mundo. Considerada um dos maiores avangos
da ciéncia, a primeira vacina foi desenvolvida pelo médico inglés Edward Jenner (1749-
1823), em 1796, tendo suas primeiras investigacoes publicadas em 1978 (JENNER, 1798).
Em 1796, Jenner realizou uma experiéncia na qual retirou as pustulas de vaccinia das méos
de uma ordenhadora de sua cidade natal que sofria de cowpox (variola bovina), inoculando-
as no braco de uma crianga de 8 anos que contraiu uma infecgé@o benigna e 10 dias depois

estava recuperado, praticando assim a primeira vacinagdo com capacidade protetora contra



a variola humana. Dois meses ap0s, Jenner inoculou o virus da variola humana (small-pox)
na crianca e a doenga nao se manifestou, o que mostrou que estava imune a variola (BAZIN,
2008).

No século XIX, o francés Louis Pasteur, com o objetivo de realizar estudos
laboratoriais para outros patdgenos, conduziu experimentos de maneira mais cientifica e
com maior seguranca, afirmando o uso da vacina como um mecanismo efetivamente
cientifico e baseado em evidéncias. Assim, a primeira vacina concebida e desenvolvida com
base na microbiologia foi a vacina contra a raiva, produzida por Louis Pasteur (1822-1895)
(SILVA, 2015).

Assim como a historia da imunizacdo no geral, a histdria da imunizacdo no Brasil
esta atrelada a criacdo da vacina contra a variola. A vacina desenvolvida pela metodologia
criada por Jenner chegou de Portugal para o Brasil em 1804 trazida pelo Marqués de
Barbacena, sendo colocada em pratica na Bahia (HOMMA et al., 2020). Por influéncia do
médico sanitarista e pioneiro da infectologia, Oswaldo Cruz, a vacinacao obrigatoria por lei
foi instituida em 31 de outubro de 1904, mas nao foi bem aceita pela populacgéo, o que gerou
a Revolta da Vacina no Rio de Janeiro (CRESCENCIO, 2010; ROTELI-MARTINS et al.,
2020). A populacdo sé aderiu em massa a vacinagdo, entendendo a importancia das
campanhas vacinais em 1907, quando Oswaldo Cruz ganhou reconhecimento internacional,
recebendo a medalha de ouro na Exposicdo Internacional de Higiene de Berlim pelo

trabalho de saneamento no Rio de Janeiro.

Na segunda metade da década da década de 1910, o Brasil passou por mudancas no
quadro de saude pablica nacional. Com a gripe espanhola de 1918 que se espalhou durante
a Primeira Guerra Mundial e pelo seus efeitos devastadores, a saude publica passou a ser
destaque nos debates. No Brasil, em 1918, surgiu a Liga Pr6-Saneamento do Brasil, dirigida
por Oswaldo Cruz, implementando uma forte reforma dos servigcos de saude publica e
saneamento no Brasil (GAZETA, 2006).

Em 1930, no periodo Vargas, surgiu a criacdo de um ministério voltado para as areas
da saude e da educacdo, que passou por reformas e reorganizacfes em 1941, quando o
Departamento Nacional de Salde passou a incorporar servigos de combate a endemias e

controle de formagéo de técnicos em sadde pablica (GAZETA, 2006).



Atualmente, a vacinacdo do Brasil é realizada por meio do Programa Nacional de
Imunizacdo (PNI), coordenado pelo Ministério da Saude, formulado em 1973 e instituido
oficialmente pela lei 6.259/75. O programa é citado como referéncia mundial no controle e
erradicagdo de doencas infecciosas. O PNI tem por missao controlar e/ou erradicar doencas
imunopreviniveis no territério nacional, distribuindo vacinas para toda a populagdo por
meio do Sistema Unico de Sadde (SUS). Acbes planejadas e sistematizadas no pais
permitiram a erradicacdo da variola em 1973 e da poliomielite em 1989, além do controle
do sarampo, tétano neonatal, formas graves de tuberculose, difteria, tétano acidental e
coqueluche (DOMINGUES et al., 2020). O PNI é constantemente avaliado e atualizado.

No campo da vacinologia tem sido realizadas pesquisas que culminam no
desenvolvimento de vacinas cada vez mais eficientes e seguras para a prevencdo de diversas
doencas. A maior parte das vacinas atualmente administradas sdo as vacinas de primeira
geracdo, porém, com o0s avancos e a aplicacdo de ferramentas biotecnoldgicas, varias
estratégias tém sido utilizadas para o desenvolvimento de diferentes tipos de vacinas,

chamadas de segunda e terceira geracao.

As vacinas de primeira geragédo, foram introduzidas principalmente no comego do
século XX, empregando em sua constituicdo patdgenos inteiros, podendo ser vivos e
atenuados ou mortos e inativados, sendo assim, incapazes de se multiplicar, mas ainda
apresentando sua estrutura e componentes, preservando a capacidade de estimular o sistema
imunolégico. Alguns exemplos sdo a vacina BCG contra tuberculose (microrganismo
atenuado) e a vacina contra a Bordetella pertussis contra a coqueluche (microrganismo
inativado) (BLOCK et al., 2021; MELO, 2019). As vacinas com microrganismos atenuados
sdo consideradas melhores por simularem o curso natural da infec¢do. As vacinas com
microrgansimos inativados muitas vezes requerem o uso de adjuvantes para aumentar a
imunogenicidade e requerem mais de uma dose, por provocarem uma resposta imune mais

limitada se comparado com as vacinas que utilizam microrganismos atenuados.

A grande questdo das vacinas de primeira geracdo é o fato de que a atenuacéo dos
microrganismos pode, em teoria, ser revertida, trazendo risco para os individuos, uma vez
que ainda ndo se conhece 0s métodos pelos quais isso acontece. Esse tipo de vacina tem seu
uso limitado por pacientes imunocomprometidos por doencas como HIV ou pacientes que

recebem drogas imunodepressivas.



As vacinas de segunda geracdo, ou de subunidades, surgiram com a observacao de
que, para alguns patdgenos, a protecdo poderia ser obtida apds a inducdo de anticorpos
voltados para um unico alvo, podendo ser toxoides, proteinas e polissacarideos purificados.
Essas vacinas que ndo usam microrganismos vivos atenuados ou inativados em sua
composicdo sdo potencialmente mais seguras (SANTOS et al., 2020). Avancos na
biotecnologia e na tecnologia do DNA recombinante permitiram a producéo de peptideos
sintéticos e proteinas recombinantes, propiciando que eles sejam produzidos em grande
quantidade e usados como vacina (BALESTIERI, 2006). A seguranca de uso e o retorno
financeiro desperta interesse acerca da geracdo de vacinas de subunidades que utilizam
antigenos recombinantes, como por exemplo, a vacina para o controle da hepatite B, a
primeira vacina recombinante aprovada, e, mais recentemente, a vacina preventiva contra
infecgdo do virus do papiloma humano (HPV) (RIBEIRO, 2007; DINIZ, 2010).

As vacinas de terceira geracdo, também chamadas de vacinas génicas, sdo as que
mais se diferenciam das outras geracfes vacinais. Essas vacinas foram descobertas
empiricamente na década de 1990. Ao realizar estudos para terapia de reposicdo génica,
obteve-se a expressdo de proteinas em midcitos apds inocular vetores plasmidiais via
intramuscular, e observou-se que DNA plasmidiais podiam transfectar células animais
diretamente (WOLFF et al., 1990). Assim, houve a exploracao do uso de DNA plasmidiais
contendo genes que codificam para proteinas antigénicas do patdgeno para induzir resposta
imune no hospedeiro, as chamadas vacinas de &cido nucleico ou vacinas génicas. Esse
campo da vacinologia génica se estabeleceu com estudos demonstrando a imunizacao de
camundongos a infeccdo do virus influenza A apds injecdo instramuscular de vacinas
baseadas em DNA (ULMER et al., 1993). As vacinas de terceira geracdo empregam em sua
constituicdo informacdo genética do patdgeno responsavel pela codificagdo de proteinas
tipicas que representam antigenos relevantes para a protecdo, passando a expressar a
proteina exogena, estimulando o sistema imune do paciente. Isso é possivel pela introducéo
de genes ou seus fragmentos que codificam antigenos potencialmente imunogénicos, em
vetores virais ou em DNA plasmidial (JUNIOR et al., 2004).

As vacinas de terceira geracdo também englobam as vacinas de RNA que tiveram
grande impacto na pandemia da Covid-19. A Pfizer e BioNTech produziram a vacina
Cominarty® baseada em mRNA (RNA mensageiro) que instrui a célula do hospedeiro a

produzir as proteinas do antigeno S (uma parte da proteina da espicula exclusiva do SARS-
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CoV-2). Foi aprovada pela FDA em 23 de agosto de 2021 (FDA, 2021). A ideia de usar
RNA em vacinas ja existia, 0 que permitiu que os pesquisadores aceleracem muitos estagios

de pesquisa e desenvolvimento das vacinas.

Para todas os tipos de vacinas citados existem requisitos de autoridades regulatérias
como a FDA (Food and Drug Administration), a EMA (European Medicines Agency) e
ANVISA para especificacOes exatas da composicao da vacina e dos mecanismos para obter

imunidade.

Neste trabalho serdo apresentados as vantagens, desafios e alguns exemplos de

vacinas recombinantes sendo estudadas e as ja disponiveis no mercado.
1.2 Tecnologia do DNA recombinante

A tecnologia do DNA recombinante (TDR) data de 1972, quando o pesquisador Paul
Berg, ao utilizar enzimas de restri¢ao, que séo capazes de reconhecer e cortar uma sequéncia
de pares de bases especificas do DNA, obteve sucesso ao ligar posteriormente com ligases,

duas cadeias genéticas diferentes, uma provinda de DNA do fago A contendo o operon da

galactose de E. coli inserindo-os no DNA de um virus SV40 (JACKSON et al., 1972).

Essa tecnologia permite a manipulacdo e a juncdo de dois materiais genéticos ou
sequéncias especificas provindas de diferentes organismos para gerar produtos de diferentes
finalidades. Resumidamente, ha a selecdo e isolamento do gene a ser clonado (o inserto),
depois a selecdo de um elemento transportador apropriado e compativel (o vetor) e a ligacao
do material genético a ele por meio de enzimas ligase. A molécula recombinante é
introduzida em uma célula hospedeira e é capaz de se multiplicar autonomamente, fazendo
com que o material genético recombinante seja transferido de células maes as células filhas.
Posteriormente, faz-se a selecdo de células hospedeiras modificadas e que incorporaram o
vetor (Figura 1). Essa selecéo é feita por meio de antibioticos especificos no meio e isso é
possivel pois o vetor confere resisténcia a esses antibidticos, fazendo com que as bactérias

que o incorporaram, sobrevivam e cresgam no meio seletivo.
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Figura 1 — Tecnologia do DNA recombinante.
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Resumidamente, ha a selecdo e isolamento do gene a ser clonado (o inserto), depois a sele¢do de um
elemento transportador apropriado e compativel (o vetor) e a ligacdo do material genético a ele por meio de
enzimas ligase. A molécula recombinante € introduzida em uma célula hospedeira e é capaz de se multiplicar
autonomamente, fazendo com que o material genético recombinante seja transferido de células mées as células
filhas. Figura retirada de SALSA, 2006.

Com o avanco dessa tecnologia, 0s pesquisadores da empresa Genentech obtiveram
a insulina humana recombinante em quantidades razoaveis por meio de engenharia genética.
(FERRO, 2010). A insulina humana foi a primeira proteina humana recombinante
(aprovada em 1982) feita em bactérias e com sequéncia idéntica a do peptideo pancreatico
humano (STRACHAN et al., 2013). Esse tipo de medicamento apresenta maior seguranca
do que a extraida do pancreas de animais, pois acarreta menos rea¢fes imunologicas pelos

usuarios e diminui os ricos de infecgdes transmitidas pelos animais (zoonoses).

A tecnologia do DNA recombinante surgiu possibilitando isolar genes especificos a
partir do DNA de diferentes fontes, tornando possivel a recombinacéo génica entre espécies
diferentes e abrindo a possibilidade de criacdo de organismos novos. A obtengdo de
proteinas por essa técnica facilitou a obtencao delas, uma vez que é um processo eficiente
e de maior rendimento se comparado com a extracao das proteinas de suas fontes naturais,

possibilitando a producéo em escala industrial. Antes da TDR, as proteinas obtidas de suas
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fontes naturais e apresentavam risco de seguranca e limitagOes de qualidade, como por
exemplo, o hormdnio de crescimento proveniente de glandula pituitaria de cadaveres ou a
insulina provinda do péancreas triturado de porcos. Ainda, qualquer desvio no processo de
obtencdo poderia modificar a forma final da proteina, consequentemente fazendo com que
ela perdesse sua acéo terapéutica (REIS et al., 2009).

Com o crescente avanco e conhecimento dessa técnica, atualmente pode-se aplica-
la em diversos estudos e na area de biotecnologia industrial, englobando areas como 0s
setores da indUstria quimica, ambiental, agroindustria, e principalmente a &rea da salde,

incluindo a producgéo de vacinas recombinantes, foco do presente trabalho.
1.3 Tecnologia do DNA recombinante na area da saude

Além do sucesso da primeira droga recombinante, a insulina humana, na inddstria
farmacéutica e na area da satde como um todo, a TDR abrange atualmente varios setores.
As proteinas recombinantes estdo sendo usadas no suporte a pesquisa e ao desenvolvimento
(P&D) farmacéutico, desenvolvimento de biofarmacos, Kits diagndsticos, vacinas,
anticorpos monoclonais, proteinas terapéuticas com atividade enzimatica ou regulatéria
(aumentado a atividade de algumas vias ou fornecendo uma nova funcdo ou atividade),
proteinas com atividades especificas (podendo interferir em uma molécula ou organismo,
ou transportando outros componentes ou proteinas), entre outros (WALSH, 2018;
GARCIA, 2021; REIS et al., 2009).

Os avangos em biotecnologia permitiram o surgimento de novas ferramentas que
alavancaram o processo de P&D farmacéutico, possibilitando a identificagdo mais precisa

de alvos para o tratamento de doencas complexas (REIS et al., 2009).

Pela tecnologia TDR, sdo produzidos biofarmacos (farmacos produzidos por rota
biotecnologica) de primeira e segunda geracao, e anticorpos monoclonais. Os farmacos de
primeira geracdo sdo copias de proteinas humanas endogenas para reposi¢édo de proteinas.
Os biofarmacos de segunda geracao sao constituidos de proteinas modificadas por meio de
alteracOes relativamente pequenas que alteram suas propriedades terapéuticas, podendo
assim, por exemplo, controlar a duracdo do efeito terapéutico (NUNES, 2014). Os
anticorpos monoclonais podem ser usados para direcionar um medicamento para uma célula
ou tecido especifico, uma vez que podem carregar toxinas para o agente causador da doenga
(REIS et al., 2009).
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Na &rea de kits diagnosticos, visa-se encontrar métodos diagndsticos rapidos e de
baixo custo. Com o emprego da biotecnologia, foi possivel reduzir custos de diagndsticos,
permitindo o surgimento de testes rapidos, de utilizacdo simples e leitura facil, que nao
exigem pessoal qualificado ou equipamento para leitura. Além disso, tornou possivel testes
menos invasivos, podendo até mesmo ser realizada a identificacdo de alguns tipos de cancer

pela amostra sanguinea. (REIS et al., 2009).

O uso da tecnologia do DNA recombinante para a producédo de vacinas de segunda
e terceira geragdo é realizado como uma alternativa mais segura em relagdo as vacinas de

primeira geracao.
2 DESENVOLVIMENTO
2.1 Vacinas: tipos, como atuam e exemplos
2.1.1 Vacinas de subunidade

As vacinas de subunidade sdo produzidas apenas com partes especificas
(subunidades) antigénicas do microrganismo causador da doenca e capazes de ativar uma
resposta imune apropriada, ndo recebendo o microrganismo em si. A composicao de vacinas
desse tipo sdo normalmente bem definidas, com o antigeno podendo ser um polissacarideo,
proteina ou toxoide, os quais podem ser por isolamento diretamente de microrganismos
patogénicos, podem ser sintéticos ou obtidos de maneira recombinante. A producdo de
vacinas de subunidades isoladas de microrganismos requer purificacdo do imundgeno de
grandes quantidades do organismo patogénico, 0 que ndo € isento de riscos e custos
significativos, portanto, uma alternativa mais viavel economicamente é a obtencdo de

subunidades pela tecnologia do DNA recombinante.
2.1.1.1 Vacinas com proteinas recombinantes

A primeira vacina de subunidade foi aprovada pelo FDA em 1986, a vacina contra
hepatite B (vacina Recombivax HB), sintetizada em S. cerevisiae. Pesquisadores
observaram que a proteina de superficie do capsideo era a proteina mais imunogénica do
virus, entdo o gene dessa proteina foi isolado e clonado em um plasmideo que
posteriormente foi introduzido na levedura para sua producdo recombinante (Valenzuela et
al., 1982; LILJEQVIST E STAHL, 1999).
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O principio basico dessas vacinas recombinantes é que o gene codificador da
proteina (subunidade) deve ser desenhado e clonado em um vetor de expressdo e
introduzido em um segundo organismo, normalmente ndo patogénico, que ird produzir a

proteina desejada.

O metodo de producéo varia de acordo com o tipo de vacina de subunidade sendo
produzida (GOMEZ E ROBINSON, 2018). Em geral, primeiro é necessario a obtencdo do
gene desejado clonado em um vetor de expressdo para introdugdo em um organismo
hospedeiro com capacidade de expressdo dessa proteina. Portanto, ha a necessidade da
construgdo do gene e sua otimizacao, selecionando a regido minima requerida para induzir
respostas imunes. Apds o design do gene do antigeno com os sitios de restri¢ao flanqueados,
ele deve ser sintetizado usando a tecnologia do DNA recombinante (BURTON, 2017). Um
vetor de expressao especifico deve ser selecionado ou projetado levando em consideragao
0 tipo de sistema de expressdo (célula hospedeira) a ser utilizado. O sistema de expressdo a
ser utilizado depende das caracteristicas do antigeno expresso, considerando também o
nivel de expressdo, a necessidade ou ndo de modificacBes pos-traducionais, a producdo em
larga escala e os custos acerca da produgdo (DERTZBAUGH, 1998). As proteinas podem
ser expressas em culturas de células de bactérias, leveduras, mamiferos, plantas ou insetos,
ou através de plantas e animais transgénicos (DEMAIN E VAISHNAYV, 2009).

Depois de expressa pelo sistema de expressdo, a proteina € entdo purificada e
concebida com outros componentes da vacina, como adjuvantes e conservantes. Ainda,
pode-se utilizar nanocarreadores (entre 100 e 500 nm) como sistemas transportadores para
aumentar a antigenicidade de conjugados, também induzindo respostas imunes adaptativas
e respostas inatas (SILVA, 2016; NETO, 2018).

No geral, os agentes das vacinas de subunidade sdo englobados pelas células
apresentadoras de antigenos (antigen-presenting cells - APCs), onde as proteinas séo
enviadas para processamento no sistema endolisossomal, sendo digeridas gerando
peptideos e entdo se associam as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(major histocompatibility complex — MHC) do tipo Il. O complexo peptideo-MHC 1I
estimula as células T helper (Th) ao invés de células T citotdxicas. Por esse motivo,
respostas de linfocitos T citotoxicos (cytotoxic T lymphocytes — CTLs) ndo ocorrem
(YANKAUCKAS et al., 1993; DAVIS et al., 1993). As células T helper ajudam a ativar

celulas B para a producéo de anticorpos e células de memoria (LI1U, 2003).
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As vacinas de subunidade podem ser administradas por vias intramuscular,

subcutanea, intradermal e intranasal (POLLET et al., 2021).

As vantagens das vacinas de subunidade sdo muitas: sdo mais seguras do que vacinas
inativadas ou atenuadas pois ndo apresentam o microrganismo pat6égeno em sua composi¢do
(DU et. al., 2008); riscos associados a contaminagao por componentes toxicos sdo excluidos
((MOYLE AND TOTH, 2013); pela utilizacdo da tecnologia do DNA recombinante, hd um
controle maior nos processos de producéo e purificacdo, e também um controle maior dos
componentes da vacina (ANDERSSON, 2000); efeitos adversos ndo menores ou
inexistentes, uma vez que os componentes da vacina sdo conhecidos (HANSSON et al.,
2000).

Apesar de suas vantagens, as vacinas de subunidade apresentam algumas
dificuldades. As vacinas de subunidade proteicas podem sofrer degradacdo proteolitica da
proteina heteréloga ou sofrer depuracgdo renal, mas hoje se estudam estratégias que podem
minimizar a protedlise (CROFT E PURCELL, 2011). Em segundo lugar, podem apresentar
baixa imunogenicidade e baixa capacidade de estimular respostas imunes potentes se
comparada com formulagdes tradicionais de células inteiras (PULENDRAN, 2011), uma
vez que essas vacinas contém um ndmero limitado de componentes capazes de estimular o
sistema imune (DEMENTO et al., 2011). Por isso, sdo necessarios adjuvantes e doses de
reforco para eficiéncia da vacina de subunidade. Em terceiro lugar, a producdo de tais

vacinas requer processos produtivos caros em larga escala (LILJEQVIST E STAHL, 1999).

Alguns exemplos de vacinas de subunidade no mercado incluem PedvaxHIB contra
Haemophilus influenzae tipo B e Engerix-B contra hepatite B. Ainda, com a Covid-19, a
vacina NVX-CoV2373 desenvolvida pela Novavax foi aprovada pela Medicines and
Healthcare products Regulatory Agency (MHRA) no Reino Unido e pelo Centers of
Disease Control and Prevencion (CDC) nos Estados Unidos. Essa vacina é formada a partir

de fragmentos da proteina spike do SARS-CoV-2.
2.1.1.2 Vacinas VLPs

As particulas semelhantes a virus (virus-like particles — VLPs) sdo um tipo de vacina
de subunidade, sdo bionanoestruturas multiméricas (de 20 a 200 nm), as vezes
multiproteicas, de ocorréncia natural, que sdo montadas a partir de proteinas estruturais

virais apresentando uma semelhanca morfologica com o virus de origem, mas incapazes de
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causar infecgdes ou replicagdo por ndo possuirem o genoma viral intacto, melhorando
significativamente seu perfil de seguranca em relacédo a outras vacinas vivas ou atenuadas.
Sdo baseadas em uma estrutura de superficie imunogénica altamente repetitiva e de alta
densidade de proteinas de superficie viral e a retencdo de captacdo celular e vias de
processamento imunolégico associadas ao virus de origem (Al-Barwani et. al., 2014). Sua
captacdo pelas células é facilitada pelas proteinas virais funcionais, o que garante uma
entrada celular eficiente, garantindo também o direcionamento especifico do tecido,
determinado pela origem do virus (CHROBOCZEK et al., 2014).

Na década de 1960, foi observada a existéncia natural de VLPs, ao descobrir
algumas particulas virais identificadas como a proteina do capsideo do virus da hepatite B
gue se arranjavam na forma de virus porém sem haver qualquer material genético
(BLUMBERG et al., 1965). Subsequentemente, foram descobertas VLPs do virus da
hepatite B capazes de induzir respostas imunes no hospedeiro (BAYER et al., 1968). Desde
entdo, modelos foram obtidos para entender a montagem de VLPs in vitro (BRADY E
CONSIGLI, 1978; LI et al., 1997) devido ao sucesso da expressao e purificacdo in vitro da
principal proteina do capsideo do papilomavirus humano (HPV) (HAGENSEE et al., 1993;
KIRNBAUER et al., 1992; LI et al., 1997), ganhando mais aten¢é@o dos pesquisadores para
0 uso de VLPs em vacinas (EDMAN et al., 1981; MCALEER et al., 1984).

A primeira vacina recombinante baseada em VLP foi a vacina HBsAg produzida
por levedura (Engerix-B®), aprovada pelo FDA (KEATING E NOBLE, 2003).

As proteinas estruturais de varios virus sdo capazes de automontagem autbnoma em
VLPs. Elas interagem com a formacdo de estruturas globulares, icosaédricas ou semelhantes
a bastonetes. Até agora, as proteinas estruturais de varios virus foram obtidas em sistemas
de expressdo heterélogos procariéticos ou eucariéticos, ou montados sob condicdes livres
de células, e quase todos se mostraram capaz de formar VLPs (SYOMIN e ILYIN, 2019).

As particulas semelhantes a virus sdo diversificadas, levando a uma ampla variedade
de aplicacOes e podem ser classificadas de dois modos: envelopadas, consistindo em
proteinas da matriz envelopadas em uma membrana lipidica derivada do hospedeiro de
expressdao, ou ndo envelopadas, com glicoproteinas embutidas no lipideo, sendo
categorizadas ainda como VLPs de proteina de um ou varios capsideos (Figura 2). O

capsideo pode ser modificado via inser¢do genética ou conjugacdo quimica que facilita a
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exibicdo multivalente de um antigeno de epitopo homologo ou heterogéneo. Suas
caracteristicas nanométricas trazem propriedades que podem ser vantajosas: grande area
superficial, aminoacidos acessiveis na superficie com porgdes reativas (por exemplo,
residuos de lisina e acido glutamico), estrutura espacial previsivel e boa biocompatibilidade
(YAN et al., 2015).

Figura 2 — Classificacdo de diferentes particulas semelhantes a virus com base no

numero de proteinas de superficie viral e na existéncia ou ndo de envelopes lipidicos.
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Para VLPs nédo envelopadas: a) as VLPs ndo envelopadas de camada Gnica montadas por uma proteina [por
exemplo, VLPs de antigeno de nicleo de hepatite B (ROOSE et al., 2013)]; b) As VLPs ndo envelopadas de
camada Unica montadas por duas proteinas [por exemplo, VLPs de coronavirus SARS (MORTOLA E ROY,
2004)]; ¢) VLPs ndo envelopadas de duas camadas montadas por duas proteinas [Por exemplo, VLPs de
papilomavirus L1 e L2 (MCKEE et al., 2015)]; d) VLPs ndo envelopadas de duas camadas montadas por
vérias proteinas [por exemplo, VLPs FMDV (GUO et al., 2013)]; e) VLPs de camada tripla montadas por
varias proteinas [por exemplo, VLPs de rotavirus (PAREZ et al., 2006)]. Para VLPs envelopadas: f) VLPs de
camada Unica consistindo em uma proteina [por exemplo, VVLPs de ectodominio do virus influenza da proteina
de M2e (LEE et al., 2014)] ; g) VLPs de camada Unica consistindo em duas proteinas [por exemplo, VLPs de
hantavirus (ACUNA et al., 2013)]; h) VLPs de duas camadas consistindo em duas proteinas [por exemplo,
VLPs de hepatite C (BELLIER E KLATZMANN, 2013)]; i) VLPs de uma camada consistindo em varias



18

proteinas [por exemplo, VLPs de coronavirus SARS (HO et al., 2004)] e j) VLPs de duas camadas consistindo
em vdrias proteinas. Figura adaptada de LUA et al. (2014).

Tanto as VLPs envelopadas quanto as ndo envelopadas podem ser classificadas
ainda em VLPs de monocamada ou de multicamadas (JEONG E SEONG, 2017). As VLPs
de monocamada geralmente consistem de uma Unica proteina do capsideo do virus,
enquanto VLPs multicamadas sdo formadas a partir de multiplas proteinas de capsideo

expressas simultaneamente.

A multimerizacdo de proteinas do capsideo em uma particula requer a presenca de
acido nucleico, enquanto para a montagem in vitro, um oligonucleotideo curto de 7 a 10
nucleotideos € suficiente (SYOMIN et al., 2012). Portanto, para a producdo de VLPs
formadas por proteinas do capsideo ndo ha necessidade de RNA ou DNA do virus
infeccioso (ZHOU et al., 2017).

As vacinas baseadas em VLP sdo capazes de induzir respostas imunes de células
TCD4+ bem como células T citotdxicas (SAILAJA et al., 2007; ROY E NOAD, 2008;
NADMDARI et al., 2017). Ainda, seu tamanho reduzido e sua semelhanca ao virus de
origem permitem que as VLPs penetrem na linfa e sejam eficientemente aprisionadas pelas
APCs (MOHSEN et al., 2018)

Primeiramente, VLPs de tamanho reduzido, menores que 20 nm, podem drenar
diretamente do local de vacinagdo para tecidos linfaticos secundarios, através dos poros dos
vasos linfaticos (MANOLOVA et al., 2008). As VLPs entre 20 nm e 200 nm s&o
transportadas para os linfonodos ligados a superficie das células imunes mieloides
(CINAMON et al., 2007; CUBAS et al., 2009). Enquanto que as VLPs maiores que 200
nm ndo podem drenar diretamente atraves dos poros para a linfa, portanto, elas requerem
transporte ativo apds a internalizacdo por APCs no local de administracdo, como células
dendriticas, macrofagos e células B (JEGERLEHNER et al., 2002).

Em geral, as vacinas baseadas em VVLPs sdo internalizadas pelas APCs por diferentes
vias, mas as mais identificadas incluem fagocitose (YAN et al., 2004), macropinocitose
dependente de tamanho (WIN et al., 2011) e endocitose mediada por receptor independente
ou depentes de clatrina (CURETON et al., 2010; EWERS et al., 2005; FAUSCH et al.,
2003), incluindo endocitose semelhante ao que acontece com seu virus parental. As VLPs

ainda podem ser modificadas para que expressem ligantes especificos para captacdo
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mediada por receptores correspondentes (MCINTOSH et al., 2014; BANERJEE et al.,
2010).

Ao ser internalizadas pelas APCs por conterem padréo de vias de processamento de
antigenos exogenos, as VLPs sdo digeridas dentro do fagolisossoma, e os peptideos de
antigenos resultantes sdo apresentados por moléculas do MHC Il para células TCD4+
(células T helper) que possuem receptores especificos de células T (TCR) (Figura 3)
(DONALDSON et al., 2018). As VLPs apresentam padroes moleculares associados a
patdégenos (PAMPS) que podem ser reconhecidos e ativam receptores de reconhecimento
de padrdes (PRRs), como os receptores TLRs, receptores semelhantes a nod (NLRs) e
receptores RLRs, cada um reconhecendo PAMPs especificos e padrbes moleculares
associados a danos (DAMPS). A ativacao desses receptores culmina em uma variedade de

sinais estimulatorios e a liberagdo de citocinas (DONALDSON et al., 2018).
Figura 3 — Ativacdo da resposta imune adaptativa induzida por vacinas baseadas

em VLP.
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Apbs a administracdo, a VLP é absorvida por APCs, como células dendriticas, por fagocitose, sendo
direcionadas para fagolisossomas que digerem os peptideos, apresentando-os por MHC-I e |1 para ativagdo de
células TCD4+ e TCD8+, respectivamente. As células TCD4+ (células T helper) interagem com células B
para a ativacdo de respostas imunes humorais, culminando na secrecdo suficiente de anticorpos IgG pelas

células plasmaticas, bem como a geracéo de célula B de memoria. J& as células TCD8+ citotoxicas imaturas
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(CTL) proliferam e se diferencias em CLT efetoras e especificos de memoria, para a inducdo de respostas da
imunidade celular. Células efetoras TCD4+ aumentam a apresentacdo de antigenos por APC secretando
citocinas e auxiliam os CTL ativados. Figura adaptada de NOORAEI et al. (2012).

As citocinas liberadas e receptores coestimuladores das células T helpers continuam
a ativacdo de células B. As células B ativadas se tornam plasmablastos que posteriormente
migram para a regiao folicular dos linfonodos para formar centros germinativos, uma regido
especializada onde proliferam células B ativadas. L4, os plasmablastos sofrem maturagédo
guiados pela sinalizacéo de células T auxiliares foliculates (TFH) (NUTT E TARLINTON,
2011; RADBRUCH et al., 2006) resultando no desenvolvimento de células plasmaticas

produtoras de anticorpos e células B de memdria de longa duracéo.

A ativacdo de respostas imunes mediadas por células pode ocorrer e depende da
apresentacdo cruzada de antigenos derivados de VLP por moléculas do MHC I. Células T
citotoxicas CD8+ reconhecem atraves de seu TCR o complexo de antigeno-MHC | (Figura
3), e tornam-se preparadas para ativa¢do, favorecendo a inducéo de células Thl e CTLs
efetores (QUEIROZ et al., 2021; DONALDSON et al., 2018). Existem varios mecanismos
conhecidos de apresentacdo cruzada em APCs, incluindo escape de antigeno do endossoma
inicial, fusdo do endossoma com o reticulo endoplasmatico e reciclagem de receptores
MHC-1 da superficie celular (RUEDL et al., 2002; BARTH et al., 2005; LECLERC et al.,
2007).

As vacinas baseadas em VLPs aprovadas para uso clinico tém utilizado varias vias
de administracdo, incluindo subcutanea, intradérmica, intramuscular ou superficies

mucosas, porém a via de preferéncia € por injecdo intramuscular (HERZOG, 2014).

As vantagens das vacinas VLP incluem alto nivel de seguranca, sem preocupacdes
com biosseguranca, uma vez que nenhum componente genético viral € introduzido durante
a producdo; a apresentacdo de epitopos conformacionais repetitivos na superficie, sendo
mais semelhantes ao virus nativo, e que desencadeiam respostas imunes eficientes
(RAMQVIST et al., 2007); sdo vacinas de rapida producdo, desde o projeto até a expressao,
para casos de endemias (COX, 2005); sdo faceis de ser produzidas em grandes quantidades
utilizando sistemas de expressao existentes (YAN et al., 2015); séo capazes de direcionar o
transporte celular ao realizar modificacbes para introducdo de ligantes de superficie
(UNGARO et al., 2013); sdo estruturas de grande area superficial e tém boa capacidade de

cargas, sendo também auto-montadas por proteinas de estrutura viral em condi¢des
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adequadas, podendo ainda, encapsular inimeras moléculas bioldgicas (PATEL E
SWARTZ, 2011; WANG et al., 2011; YANG E BURKHARD, 2012).

Os desafios das vacinas baseadas em VLPs giram em torno de sua estabilidade e
purificacdo. As VLPs sdo mais estaveis que as vacinas de subunidade, porém, com a falta
do genoma viral, elas se tornam instaveis quando as condi¢cfes mudam, principalmente em
processos downstream (DA et al., 2018). Ha uma tendéncia natural de proteinas individuais
adotarem estruturas de macromontagem incorretas. Isso apresenta complicagcdes em etapas
downstream, pois € necessario um controle das condi¢des de processo, como concentracoes
de sais, ions e controle do pH, sendo essenciais para evitar a agregacdo aleatéria de
proteinas. A adicdo de mais proteinas na producdo de VLPs necessita controle de qualidade
que sdo inevitavelmente mais complexos porque coexistem uma mistura de proteinas
montadas e ndo montadas. Pode haver degradacdo do produto devido a atividade
proteolitica ou estabilidade diminuida devido a falta de uma determinada proteina estrutural
na VLP. Ha desafios quanto ao rendimento de producdo, que podem ser insatisfatorios
(VICENTE et. al., 2011).

Vacinas comercializadas baseadas em VLP incluem vacinas contra hepatite B como
Elovac B produzida pela Human Biologicals Insitute e Genevac B produzida pela Serum
Institute; vacina contra hepatite E como Hecolin produzida pela Innovax; vacina contra
papilomavirus humano como Gardasil produzida pela Meck. Ainda, existem vacinas em
estagio de fases clinicas como VLP contra Influenza A e VLP contra Chikungunya
(LACHANCE et al., 2016; ACEVEDO-FLORES et al., 2016). Contra Covid-19 ha a vacina
Covifenz da empresa Medicago, em fase clinica II/11l, que foi desenvolvida utilizando
tecnologia baseada em plantas (BELETE, 2021).

2.1.2 Vacinas de DNA

Vacinas de DNA sdo vacinas que carreiam as informacdes necessarias para a
producdo das proteinas antigénicas, e sdo formadas a partir de um DNA plasmidial contendo
0 gene para o0 antigeno que é captado pelas células apds a injegdo, resultando em uma

transfeccao, isto €, a producdo do antigeno pelas células do hospedeiro (LI et al., 2012).

O DNA plasmidial é feito a partir da técnica do DNA recombinante, o gene
codificador da proteina antigénica é inserido dentro de um vetor de expressdo, sob o

controle de um promotor viral forte, reconhecidos pelo hospedeiro mamifero. O plasmideo
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é introduzido em bactérias que séo cultivadas para ser mplificado e depois o plasmideo é
purificado a partir da cultura. A vacina é formulada com adjuvantes necessarios, e entdo

inoculado no paciente a ser vacinado.

A primeira demonstracdo da possibilidade do uso de vacinas de DNA foi realizado
por Ulmer e colegas, quando a imunizacdo de camundongos com plasmideos de DNA
codificando para a nucleoproteina (NP) do virus da influenza A, por injecdes diretas do
gene, resultou na inducdo de anticorpos especificos a NP e a subsequente protecdo a um
desafio com cepa heter6loga do virus da influenza A, com sucesso de 90% de camundongos
protegidos (ULMER et al., 1993). Desde ent&o, estudos tém mostrado que vacinas de DNA
podem gerar tanto respostas imunes humorais quanto celulares (HASSON et al., 2015),
sendo amplamente divulgada pela comunidade cientifica como um método profilatico para

doencas infecciosas.

Quando a vacina de DNA ¢ administrada, o plasmideo recombinante precisa se
translocar ao ndcleo para que ocorra a transcri¢do e posterior traducdo do antigeno no
citoplasma da célula. Geralmente, as células transfectadas sdo APCs ou outras células
residentes em tecidos, apesar dos midcitos também desempenhar um papel crucial
(SILVEIRA et al., 2020).

Pesquisas tém proposto trés diferentes caminhos que levam a apresentacdo do
antigeno (Figura 4). Como descrito por Eusebio e colegas, primeiro, 0 DNA codificante do
antigeno pode ser expresso por células sométicas transfectadas, como midcitos e
queratinoticos, sendo o antigeno apresentado por moléculas do MHC-1 para células T CD8+
citotoxicas, porém, células somaticas ndao apresentam o antigeno com eficiéncia (LI et al.,
2016). Entetanto, um segundo caminho ocorre quando as células somaéticas transfectadas
liberam peptideos via exossomos ou corpos apoptoticos, que sdo endocitados pelas APCs,
como células dendriticas imaturas, e o0 peptideo é processado e ha apresentacdo cruzada
através de moléculas do MHC-11 e para células TCD4+ helper (LI et al., 2012). No caso da
via por MHC 1I, uma resposta humoral ocorre quando células B reconhecem o antigeno
através das células TCD4+ helper, e como resultado, geram anticorpos e células B de
memorias contra a proteina antigénica (COBAN et al., 2013).

Um terceiro caminho, e talvez o mais significante, é a transfeccédo direta de APCs,

gue culmina na expressdo da proteina/peptideo e no processamento enddgeno do antigeno
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por sintese no citoplasma. Os peptideos digeridos séo transportados para o lamen do reticulo
endoplasmatico e subsequentemente apresentados através de moléculas do MHC-II para
células TCD4+ helper, e através de moléculas do MHC-I para células TCD8+ citotoxicas.
Em caso de ativagdo concomitante, tanto do MHC | quanto MHC 11, as APCs migram para
o linfonodo de drenagem e podem iniciar a maturacao de células T auxiliares CD8+ e CD4+
(JOFFRE et al., 2009). Apos a ativacdo de células TCD8+ citotoxicas, estas se diferenciam
em células efetoras (CTLS), as quais tém papel importante nas vacinas pois causam apoptose
de células infectadas. Enquanto que células Th restritas CD4+ fornecem ajuda para a
ativacdo de células B para producdo de anticorpos (LIU, 2003).

Figura 4 — Trés diferentes caminhos que levam a apresentacao do antigeno.
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Trés caminhos diferentes podem levar a apresentacdo de antigeno apés a administracdo da vacina de DNA.
(1) Midcitos ou queratindcitos transfectados tém o gene transcrito no nicleo com subsequente traducdo no
citoplasma. O antigeno la é processado e apresentado por moléculas do MHC-I para ativacdo de CLTs. (2) O

peptideo ou proteina ainda pode ser liberado via exossomos ou corpos apoptoticos e endocitados por células
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dendriticas imaturas que subsequentemente apresentam o material via MHC-II para células TCD4+ (células
T helper) para a ativagdo de células B. (3) APCs podem ser transfectadas diretamente, processando e
apresentando o peptideo via MHC-I e MHC-II. Figura adaptada de EUSEBIO et al. (2021).

A busca por vacinas que induzem respostas de CTLs é importante pois as respostas
de CTLs podem ser dirigidas a epitopos de qualquer proteina do microrganismo patogénico,
independentemente de sua localizacdo, assim, a estratégia principal tem sido desenvolver
respostas de CTLs contra proteinas conservadas do agente patogénico, a fim de desenvolver

vacinas que sejam eficazes para uma gama ampla de cepas/variantes (L1U, 2003).

Além das vias citadas acima, plasmideos recombinantes também induzem ativagédo
da imunidade inata pelo reconhecimento de DNA de dita dupla (dAsSDNA) do esqueleto do
plasmideo bacteriano pela presenca de motivos de dinucleotideos CpG (YANG et al.,
2014). No citosol de células transfectadas, moléculas atuam como sensores de dsSDNA que
ativam as respostas imunes inatas através da cascata de sinalizagdo STING-TBKZ1, levando
a producdo de interferons tipo | (IFNs) e citocinas inflamatérias (ORI et al., 2017;
KOBIYAMA et al., 2013). Ainda, receptores Toll-like 9 (TLR9) sdo receptores para CpG
do DNA, estimulando a expressdo de moléculas que iniciam uma resposta inflamatoria e
ajudam a induzir respostas imunes adaptativas (NIGAR E SHIMOSATO, 2019).

Numerosas abordagens para entrega de genes tém sido reportadas. Administracdo
por injecdo intramuscular € a mais comumente técnica utilizada. Porém, essa técnica
transfecta predominantemente miocitos, que ndo sdo APCs eficientes. Por essa razdo, a
administragdo intradérmica pelo bombardeamento de microparticulas de ouro revestidas de
material genético tém sido explorada (JORRITSMA et al., 2016). Alternativamente,
direcionar a vacina de DNA para 6rgéos linfoides secundarios é uma estratégia adequada
para transfectar o maior nimero possivel de APCs usando vias mucosas (oral, pulmonar,
intrasanal) ou intravenosa. Varios métodos fisicos também foram desenvolvidos e testados
clinicamente atraves da pele, incluindo abordagens sem agulha, como o bombardeamento

génico, eletroporacio, injetores de jato e sistemas de microagulhas (EUSEBIO et al., 2021).

As vacinas de DNA apresentam algumas vantagens quando comparadas com
vacinas tradicionais: sdo mais simples de construir por apresentarem baixo custo de
producdo uma vez que ha simplificagcdo da producdo, uso de cultura de células, fermentacéo
e purificacdo, sendo, portanto, mais econémicas para producdo em larga escala quando

comparado com as vacinas tradicionais (CAl et al., 2009). As vacinas de DNA apresentam
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maior estabilidade térmica em temperatura ambiente, ndo necessitando de cadeias de frio
(EUSEBIO et al., 2021). Devido as mudancas pos-traducionais, promovem sintese de
antigenos de forma similar ao que ocorre durante uma infeccdo natural, além de driblar
dobras incorretas que podem acontecer em vacinas de subunidade proteicas, proteinas
geradas em sistemas de expressdo (YE et al., 2020). Ainda, ndo h& riscos associado a

reversdo a viruléncia, o que ocorre em vacinas vivas atenuadas.

Apesar das vantagens citadas, as vacinas de DNA apresentam alguns desafios a
serem superados, que envolvem consequéncias desconhecidas da persisténcia a longo prazo
do DNA plasmidial e da expressao de genes no hospedeiro. Um desafio que vem sendo
bastante discutido é o risco potencial de integracdo do DNA plasmidial no genoma do
hospedeiro. As consequéncias podem acarretar em inser¢do de um oncogene, ativacdo por
insercdo de um proto-oncogene hospedeiro ou desativagdo por insercdo de um gene
supressor do hospedeiro (KANO et al., 2007). Outras preocupacdes sdo a possibilidade de
induzir tolerancia, autoimunidade, anafilaxia (ou hiperimunidade) bem como a possiblidade
de induzir anticorpos anti-DNA (KHAN, 2009). No entanto, para validar a seguranca das
vacinas de acido nucleico, sdo necessarias mais investigacdes a longo prazo. Apesar dos
avangos na tecnologia de vacinas de DNA desde sua descoberta, a imunogenicidade
inadequada continua sendo a maior limitacdo para o uso delas em humanos
(GHAFFARIFAR, 2018).

Embora as vacinas de DNA tenha vantagens e comparativos, elas estdo apenas em
estagios iniciais de desenvolvimento clinico, assim, ndo hd exemplos de produtos
licenciados para humanos, somente a aprovada vacina contra Covid-19, ZyCoV-D
(DAUPHIN E ZIENTARA, 2007; ATHERTON et al., 2016). A vacina contra Covid-19,
ZyCoV-D, foi aprovada pelo 6rgéo regulador de medicamentos da india no final de agosto
de 2021 (SAMAL et al., 2021). Outra vacina de DNA contra Covid-19 que esta sendo
estudada é a vacina INO-4800 da empresa Inoviom, que se encontra em fase clinica |
(SMITH et al., 2020). Para o uso em humanos, ha vacinas em testes clinicos avangados,
como a PENNVAX®-B contra HIV, a EP-1300 contra Malaria, INO-1800 contra Hepatite
B, entre outras (LEE et al., 2018).
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2.1.3 Vacinas de RNA

Vacinas de RNA mensageiro (mMRNA) sdo uma classe de vacinas compostas por
uma sequéncia de mRNA que codifica uma proteina antigénica especifica do patogeno.
Uma vez que essas sequéncias sdo captadas pelas células, o antigeno é expresso pelo
organismo e é reconhecido pelo sistema imunoldgico, levando & indugdo de respostas
imunes desejadas (ALAMEH et al., 2020). Assim como nas vacinas de DNA, nenhum
patdgeno vivo ou inativado é utilizado para construgédo, entdo, uma de suas vantagens sobre
as vacinas de primeira geracao € ndo ser possivel a reversdo a forma virulenta do patogeno,

sendo, portanto, mais seguras nesse aspecto.

A primeira prova da eficacia de vacinas de mRNA data de duas décadas atras,
qguando o pesquisador Wolff e colegas realizaram a injecdo intramuscular de mRNA em
camundongos codificando sequéncias de cloranfenicol acetiltransferase, luciferase e B-
galactosidade (BgLucIBgAn) e se obteve expressdo in situ significante de genes reporter nas
células musculares. Nesse trabalho, obteve-se ainda uma comparacdo com a vacina de DNA
plasmidial em doses similares (em massa), observando niveis similares de genes reporter,
sugerindo eficicia equivalente entre os dois tipos de vacinas. (WOLFF et al., 1990).
Indugdo de respostas imunes contra o antigeno codificado foi relatado em outro trabalho
(MARTINON et al., 1993).

As vacinas de RNA podem ser de dois tipos: compostas por fragmentos de sequéncia
de RNA mensageiro que codificam para a proteina antigénica ou ainda, replicons de RNA
autoamplificadores baseados em proteinas ndo estruturais de alfavirus, flavivirus ou virus
de sentido negativo (como virus do sarampo), com genes codificando para a proteina de

interesse, sendo incorporados em lipossomos ou em microparticulas (PARDI et al., 2018).

As vacinas de mRNA levam como vantagem sua simplicidade, auséncia de
quaisquers proteinas codificadas adicionais que possam ser alvos ndo intencionais de
respostas imunes, e tamanho menor, no entanto, as células tendem a limitar a expressao de
RNA presente para tradugdo, fazendo com que haja um nivel transitério e baixo de
expressao, necessitando de mais doses para protecdo completa, além de tempo de meia vida
curta e instabilidade. Esse tipo de vacina consiste no gene de interesse flanqueado pela
extremidade 5’ contendo também um cap terminal 5’ e sequéncias nao codificantes na

extremidade 3’ com uma cauda poli A [Figura 5(A)]. Esses elementos controlam a sintese
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de proteinas, influenciando a estabilidade e acessibilidade aos ribossomos e a circulagéo e
interacdo com a maquinaria de traducdo, e esses elementos podem ser otimizados
(PASCOLO, 2008). Essas sequéncias de elementos UTR 5’ e 3’ reguladores cis controlam
a expressdo génica recrutando uma variedade de proteinas celulares para gerenciar as taxas
de traducdo e degradacdo do mMRNA, respectivamente (BARRETT et al., 2012,
CHATTERJEE E PAL, 2009; PICKERING E WILLIS, 2005).

Figura 5 — Elementos estruturais de vacinas de mRNA e de replicon de RNA

autoamplificador.
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(A)lustracdo de um mRNA eucariético contendo estrutura cap [m’GpsN (n: qualquer nucleotideo)], a regido
ndo traducional 5° (5’UTR), quadro de leitura aberta (open reading frame — ORF), a regido néo traducional 3’
(3°’UTR) e uma cadeia de 100-250 residuos de adenosina (causa poli-A). (B) llustracdo de genoma de alfavirus
de senso positivo contendo estrutura 5’ cap, genes ndo estruturais (nsp1-4), promotor 26S subgendmico (seta
aberta), genes estruturais (capsideo e glicoproteinas E1 e E2) e uma cauda poli A 3°. (C) Ilustragdo de RNA
autoamplificador derivado do genoma de alfavirus, excluindo os genes do capsideo e das glicoproteinas E2/E1

que sdo substituidos pelo gene externo de interesse (GOI). Figura retirada de GEALL et al. (2013).

As vacinas de replicons sdo moléculas maiores que codificam fatores capazes de
promover a amplificacdo, pois produzem RNA subgenémicos ao substituir os genes de
proteinas estruturais pelo gene de interesse [Figura 5(C)], sendo, portanto, mais potentes
que as vacina de mRNA ndo replicadoras. Essas vacinas vém como uma alternativa as
vacinas de mMRNA néo replicador como maneira de melhorar e estabilidade, durabilidade e
niveis de expressao. Apresentam os mesmos elementos basicos do mRNA (um cap, 5’ UTR,

3> UTR e uma cauda poli A de tamanho variavel).
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As moléculas de mRNA auto replicadoras mais bem estudadas sdo derivadas do
genoma de alfavirus [Figura 5(B)], como os virus Sinbis e Semliki Forest (ATKINS et al.,
2008). A estrutura contém ORF grande que codifica quatro proteinas ndo estruturais (nsP1-
4) e um promotor subgendmico, que permiti a replicacdo do mRNA para codificar o
antigeno da vacina. Genes de proteinas estruturais no genoma viral sdo substituidos pelos
genes que codificam proteinas de interesse, tornando assim 0 mMRNA incapaz de produzir
um virus infeccioso (ATKINS et al., 2008).

As vacinas de MRNA sédo obtidas por transcri¢do enzimaética in vitro (Figura 6) a
partir de DNA plamidial ou DNA linear por uma RNA polimerase de bacteriéfago (T7, SP6
ou T3), ou ainda por meio de kits comerciais (YAMAMOTO et al., 2009). As reacdes de
transcricdo in vitro geralmente contém 1) molde de DNA linearizado, 2) trifosfatos de
nucleotideos (NTPs) para as quatro bases de ribonucleotideos necessérias, 3) uma
polimerase, 4) um inibidor de ribonuclease para inativar qualquer RNase, 5) uma
pirofosfatase para degradar o pirofosfato (inibidor da transcricédo), 6) MgClI2 (que fornece
Mg2+, cofator para polimerase) e 7) um tampao de pH contendo antioxidante e poliamina
(GEALL et al., 2013). Quando a reacdo esta completa, 0 molde de DNA é degradado por
tratamento com DNase, a reacdo é purificada e 0o RNA é recuperado usando métodos como

precipitacdo e cromatografia.

Figura 6 — Reacdo de transcricdo enzimatica in vitro de um molde de DNA para a

producgédo do RNA.
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Um molde de DNA linearizado contendo uma sequéncia promotora da polimerase que permite a ligagdo da
RNA polimerase, incorporando NTPs de uma maneira dependente da sequéncia a medida que a enzima Ié da

extremidade 5’ para 3’ e termina quando a enzima sai do molde. Figura adaptada de GEALL et al. (2013).



29

As vacinas de RNA sdo capazes de induzir respostas antigénicas especificas humoral
e respostas celular em modelos de animais contra doencas infecciosas e nédo infecciosas. O
mecanismo de acdo de vacinas de mMRNA nao foi totalmente elucidado, mas acredita-se que
envolve alguns dos mesmos mecanismos utilizados por vacinas de DNA para expressao e

apresentacdo de antigeno aqui citado (ULMER et al., 2012).

Primeiramente, 0 RNA ¢ reconhecido como um potente estimulador da imunidade
inata. 1sso se deve ao fato de que, ao se administrar vacinas de mRNA auto replicadoras,
durante a replicacdo de RNA no citoplasma e durante a transcri¢do in vitro, sdo gerados
intermediarios de dupla fita (dSRNA) que sdo potentes estimuladores da imunidade inata e

normalmente ndo estdo presente nas células (XU et al., 2020).

Apds a entrada na célula, os sensores de RNA endossomal e citosélico sdo ativados,
sendo eles: familia de receptores endossomais semelhantes a toll (TLRs) e familia de
receptores semelhantes ao gene-1 induzivel por &cido retindico (RIG-1) presente
particularmente em APCs, ativando subsequentemente o interferon tipo 1. TLR-3 e RIG-I
reconhecem intermediarios de replicacéo viral, como os dsRNA, enquanto que TLR-7 induz
a regulacdo positiva de quimiocinas e interferon | que recrutam células da imunidade inata
para o local de administracdo (KALLEN et al., 2013) e estimulam a resposta das células B
através do aumento da apresentacdo do antigeno (ABLASSER et al., 2009). A questdo do
MRNA ser auto-adjuvante pode ser uma faca de dois gumes, uma vez que a estimulagéo
excessiva dos sensores e das respotas imunes estimuladas pelo mRNA no citoplasma pode
induzir a degradacdo do RNA de fita simples ou silenciar sua expressdo (CHAKRABARTI
etal., 2011; PARDI et al., 2018), devido a presenca de dsRNA que sdo reconhecidos como
intermediarios de replicacdo viral. Zhong et al., demonstraram métodos de purificacdo para
eliminar subprodutos de RNA de fita dupla durante a producao, reduzindo a imunidade inata
e melhorando a eficicia de uma vacina contra o virus Zika, resultando em nivel de

anticorpos altos e respostas de células T CD4+ e CD8+ contra antigeno-alvo do Zika.

Outras vias de ativacdo da resposta imune envolvem a apresentacdo de peptideos
por moléculas de MHC, que seguem a mesma via das vacinas de DNA. A vacinagdo de
MRNA leva a imunidade adaptativa em diferentes vias: 1) trasfeccdo de células somaticas,
2) transfeccéo de células imunes nos tecidos nos locais da injecéo e 3) transfeccédo de células

imunes nos tecidos linfoides secundarios, como linfonodos (LNSs) e bago.
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Apos a transfeccdo de células sométicas (como midcitos) ou de células nos tecidos
locais de injecdo, principalmente APCs, 0 mMRNA ¢ transcrirto e o antigeno produzido é
degradado por proteassomas (Figura 6-2), os epitopos derivados do antigeno podem formar
um complexo com as moléculas do MHC | para apresentacdo as células TCD8+ que se
maturam em CLTs. Os midcitos também s&o capazes de ativar e transferir antigeno para as
células dendriticas culminando também na apresentacdo por MHC | (LAZZARO et al.,
2015).

Igualmente desejavel, acontece a ativacao de células TCD4+. O mecanismo ndo é
totalmente elucidado mas acredita-se que a apresentacdo do antigeno enddégeno no MHC Il
pode ser mediada pela autofagia que esta associada a degradacdo lisossomal de antigenos
citosdlicos (MUNZ et al., 2015) (Figura 7-3 e 5). Do mesmo modo, o antigeno pode ser
degradado por proteassomas ou lisossomas, subsequentemente apresentado via MHC I,
fazendo com que o antigeno seja secretado ou seja expresso de forma transmembrana por
acdo de peptideos sinais codificados (RICHNER et al., 2017; WALSH et al., 2020;
ESPESETH et al., 2020).

Nos linfonodos (LNs) residem mondcitos e células T e B virgens que sdo ativados e
maturados. Os antigenos sollveis sdo capazes de alcancar os LNs e sdo reconhecidos
diretamente por células B virgens levando a um reconhecimento mais eficiente dos
antigenos (CARRASCO E BATISTA, 2006), enquanto que antigenos pequenos sao
carregados por mondcitos e células dendriticas migratorias até os LNs, fornecendo os
antigenos as células B virgens de maneira menos eficiente (LINDSAY et al., 2019). Quando
0s antigenos se ligam aos receptores das células B (BCR) sdo internalizados por endocitose
e apresentados no MHC classe Il. Subsequentemente, as células B seguem para centros
germinativos onde sofrem hipermaturacdo somatica e maturagdo por afinidade, e com a
coestimulacgéo de células T auxiliares, se proliferam e aprimoram a especificidade do BCR
contra o antigeno. As células B de alta afinidade saem dos centros germinativos como
células plasmaticas de vida longa ou células B de meméria (DE SILVA E KLEIN, 2015;
HEESTERS et al., 2016)
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Figura 7 - Mecanismos de respostas imunes induzidas por vacinas de mRNA.
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(1) Escape endossomal de mRNA para o citosol ap6s internalizagdo mediada por endocitose. (2) A proteina do
antigeno traduzida do mRNA exdgeno é degradada em fragmentos no proteassoma, seguida pela apresentacéo do
MHC-1. (3) A proteina do antigeno pode sofrer degradacéo lisossomal por meio de varios mecanismos, como
autofagia e peptideo sinal, seguido pela apresentacdo do MHC-I1. (4) A proteina do antigeno pode ser destinada a
se expressar extracelularmentena forma secretada ou ancorada na membrana. (5) O antigeno expresso
extracelularmente pode ser retomado pelas APCs, direcionado a degradagdo lisossomal. (6) Em vez disso, o
antigeno extracelular pode ser reconhecido pelo receptor de células B nas células B, levando & maturagdo das
células B. (7) MHC-I apresenta o epitopo para células TCD8+ enquanto (8) MHC-II apresenta o epitopo para
células TCD4+. Figura adaptada de KIM et al. (2021).

As vacinas de mRNA podem ser administradas para indugdo de respostas imunes
contra antigenos especificos por vaérias rotas: intramuscular (PERCHE et al., 2019;
HASSETT etal., 2019; ), intradérmica (GOSWANI et al., 2019), subcutanea (MARTINON
etal., 1993; OBERLI et al., 2017), intranasal (MAI et al., 2020; L1 et al., 2016), intravenosa
(VERBEKE et al., 2019), intraesplénico (BROOS et al., 2016) e intranodal (BOL et al.,
2015), bem como entrega pela pele por gene gun (QIU et al., 1996; ABERLE et al., 2011).
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As vacinas de mRNA podem ser entregues nu, simplesmente purificadas em tampéo,
mas pode-se utilizar outras técnicas para aumentar a poténcia da vacina como entrega por
particulas virais, formulacdes ndo virais envolvendo lipideos, polimeros catidnicos (para
driblar a hidrofilicidade e a forte carga liquida negativa do RNA que impede a captacao
pelas células), emulsGes ou outros sintéticos, e também tecnologias de entregas fisicas como
gene gun e eletroporacdo in situ. Sistemas de entrega de vacinas de mRNA ao invés de usar
0 mRNA nu evitam que 0 RNA seja degradado por RNases nos tecidos quando exposto, o

que pode limitar a captacdo de RNA funcional pelas células (PROBST et al., 2007).

Apesar de as vacinas serem o melhor meio para se controlar doencas infecciosas
com potencial pandémico, o desenvolvimento de novas estratégias de vacinas podem levar
mais de 10 anos para serem produzidas e disponibilizadas, desde a fase pré clinica até seu
licenciamento (PRONKER et al, 2013). As vacinas de RNA surgem como uma proposta
que promete rapida producéo, desenvolvimento e aprovacao clinica. Isso se deve ao fato de
poderem codificar qualquer sequéncia viral, precisando de processo minimo para combater
novas variantes e serem produzidas por transcri¢do in vitro, 0 que barateia 0 processo pois
ndo necessita de custos com células e meio de cultura (ARMBRUSTER et al., 2019). Ap6s
0 sequenciamento do patégeno alvo, os candidatos de mRNA podem ser projetados e
sintetizados muito rapidamente, gerando plataformas para préximas vacinas, uma vez que
uma nova vacina diferira apenas na sequéncia codificada do gene de interesse, enquanto sua

formulacdo e método de entrega terdo sido otimizados e licenciados no passado.

Além disso, ambos os tipos de vacina de mRNA, auto-amplificadores ou nao,
possuem outras vantagens como ndo possuir nenhum contaminante bioldgico e serem de
facil producdo. Uma vez que ndo necessitam de alto custo devido a ndo necessidade de
culturas de células, é uma plataforma genérica viavel e de resposta rapida para possiveis
patogenos emergentes em pandemias futuras (IAVARONE et al., 2017). Tém como
vantagem a néo integragdo do RNA ao genoma do hospedeiro (WU E LI, 2021), e ainda,
sdo traduzidas diretamente no plasma, ndo necessitando atravessar duas barreiras e chegar
ao nucleo para transcri¢cdo, como é necessario com o DNA (MARUGGI et al., 2019). E,
diferente de vacinas de subunidade, a producdo do antigeno in situ oferece grande
versatilidade, garantindo localizacdo intracelular, associacdo de membrana, modificacGes
pos-traducionais, montagem supramolecular ou otimizagdo estrutural direcionada do
antigeno produzido (HOERR et al., 2000).
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Uma dificuldade expressa pela utilizacdo de vacinas de mRNA é que as vacinas
atuais requerem armazenamento em cadeia fria a -80 °C ou -20 °C, 0 que torna a
distribuicdo generalizada para climas mais quentes ou destinos rurais mais desafiadora.
Pesquisas estdo sendo realizadas para estabilizacdo de formulagdes de mRNA em um estado
liquido ou liofilizado (BLAKNEY, 2021; WU E LI, 2021). Outra dificuldade expressa por
vacinas de mRNA que impedem a traducdo bem sucedida dessas moléculas em antigenos é
0 seu tamanho muito grande e por ser intrinsicamente instavel, sendo propenso a degradacao
por exonucleases como RNases nos tecidos alvos. Porém alguns desafios foram
parcialmente resolvidos por modificacdo quimica do mRNA, e por diferentes estratégias de
emtrega, mas o delivery intracelular ainda apresenta um desafio (WADHWA et al., 2020;
ROSA et al., 2021).

Exemplos de vacinas que estdo em fase clinica 1 sdo: W_oval vaccine contra cancer
de ovario, mMRNA-1893 contra Zika Virus, mRNA-1944 contra Chikungunya virus. As
vacinas que estdo em fase clinica 2 sdo: mMRNA-4157 contra melanoma cutaneo, Human
CMV pp65-LAMP mRNA contra glioblastoma, entre outros exemplos (WADHWA et al.,
2020). Aprovadas para uso em humanos h4 a vacina Cominarty® contra Covid-19 e da
Moderna (a mMRNA-1273) (SMEDLEY, 2021).

2.1.5 Vacinas de vetores virais

Vetores virais recombinantes (VVR) sdo constituidos por virus ndo patogénicos,
altamente atenuados, capazes de carregar informacGes genéticas para a producdo de
antigenos de outros patégenos quando inoculados em individuos vacinados. As vacinas que
incluem vetores virais se baseiam na capacidade dos virus de entrar nas células e utilizar a
maquinaria celular para a expressdo de antigenos proprios ou exogenos. Esse virus ndo
patogénico, portanto, atua como um veiculo para levar a mensagem genética e inseri-la na

célula hospedeira.

A primeira descricao publicada do uso de virus recombinante como vetor viral foi o
virus vaccinia recombinante, projetado para expressar antigeno de superficie da hepatite B
em células animais, induzindo uma resposta imune protetora contra desafio posterior
(MQOSS et al., 1984). Desde entdo, varios virus tém sido estudados e usados como

carreadores de vacinas, como adenovirus, alfavirus, poxvirus, lentivirus, vaccinia virus,
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virus do sarampo, virus da estomatite vesicular, entre outros, e cada vetor tem suas
vantagens e desvantagens (BRAVE et al., 2007; LUNDSTROM, 2021).

Os vetores virais se apresentam em diferentes formas, podendo transportar acidos
nucleicos (RNA ou DNA) de fita simples ou dupla, ter orientagéo positiva ou negativa, ser
envelopados ou nédo envelopados. Alguns vetores podem se replicar no hospedeiro enquanto

outros vetores sdo deficientes em replicacdo (HANKE, 2022).

Figura 8 — Resposta imune adaptativa em resposta a vacina de vetor viral.
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A apresentacdo cruzada de antigeno ocorre em células apresentadoras de antigeno, por exemplo, células
dendriticas ap6s fagocitose de células infectadas. O antigeno é apresentado via moléculas do MHC as células
T, estimulando a proliferagdo e diferenciagdo das células TCD4+ e CD8 +. As células B sdo ativadas para
células B de memoria especificas de antigeno e células B plasmaticas por meio de mecanismos T-dependentes
e T-independentes. A ligacdo do antigeno nativo ao BCR fornece sinais bioquimicos que iniciam a ativacao
da célula B independente das células T. A ativacdo dependente de células T ocorre quando o BCR internaliza
0 antigeno que é endocitado e processado em peptideos apresentados pelas moléculas do MHC de classe II.
As células T auxiliares as reconhecem e estimulam a ativacdo das células B. Figura modificada e baseada em
MCCANN et al., 2022.



35

O mecanismo para ativacdo da resposta imune pode variar dependendo do vetor
utilizado, mas no geral, 0 mecanismo se comporta da seguinte maneira (Figura 8): depois
que a vacina foi administrada, o vetor viral ou células infectadas com o vetor viral séo
fagocitadas por APCs, como células dendriticas. O gene é transcrito e traduzido em
proteinas que sdo degradas em peptideos e se ligam a moléculas do MHC I, que sdo
apresentados para células TCD8+, assim, tornando-os CTLs com a ajuda de citocinas. As
células TCD8+ expandidas e diferenciadas (que se tornaram CTLs) facilitam respostas
efetoras citotdxicas e podem causar apoptose em células infectadas (ERTL, 2016). Apesar
de a via mais comum ser a apresentacdo de antigenos por moléculas do MHC I, uma vez
que o virus entra na célula e expressa antigenos intracelularmente, a apoptose é importante
para transferir os antigenos para outras células, realizando assim a apresentacdo cruzada
para moléculas do MHC Il que apresenta o antigeno para células TCD4+, ativando-as
(ALBERT et al., 1998). Antigenos capturados por células B sdo apresentados em forma de
peptideos por moléculas do MHC Il para células T helper foliculares (TFH) promovendo a
diferenciacdo de células B para a producdo de anticorpos e células de memoria (SU et al.,
2013). Ainda, a resposta imune inata € ativada pelo reconhecimento de estruturas virais,
como o capsideo, culminando na producdo de interferon o/p e respostas inflamatorias,

ligando a imunidade inata a imunidade adaptativa (SHIRLEY et al., 2020).

As vacinas de vetores virais podem ser administradas por diferentes vias:
intramuscular (EWER et al., 2016), intranasal (ROBERT-GUROFF, 2007), oral
(LIEBOWITZ et al., 2020), intradermal (DE GRUIJL et al., 2006) e via aerossol (XU et
al., 2022).

No geral, as vacinas que utilizam vetores virais apresentam algumas vantagens
como: transducdo génica de alta eficiéncia, entrega altamente especifica de genes para
células alvo, inducdo de respostas imunes robustas e aumento da imunidade celular,
geralmente atingem alta imunogenicidade sem a necessidade de adjuvantes e apenas com
uma dose e podem ser engenheirados para entregar antigenos para células ou tecidos
especificos (URA et al., 2014; TRAVIESO et al., 2022).

Algumas limitacdes desse tipo de vacina incluem a limitacdo da resposta imune se
houver imunidade pré-existente devido exposicdo prévia contra o virus utilizado como
vetor, sintomas adversos devido a viremia, preocupagdes de seguranca devido a origem do

virus, risco de patogénese em individuos especificos (mais comum em vetores de
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citomegalovirus), possivel integracdo ao genoma do hospedeiro, necessidade de cadeias
frias para armazenamento e obstaculos para producdo (URA et al., 2014; TRAVIESO et
al., 2022; SAMARANAYAKE et al., 2021; WOOSLEY E GEISBERT, 2021).

As vacinas de vetores virais j& em uso ou em ensaios clinicos incluem protegédo
contra virus zika (ABBINK et al., 2016), HIV (BAROUCH et al., 2018), malaria
(RODRIGUES, 1998) e ebola (ZHU et al., 2015; LI et al., 2017; KENNEDY et al., 2017).
Recentemente, a vacina Vaxzevria (ChAdOx1) da AstraZeneca baseada em vetor viral de
adenovirus simio que expressa a proteina spike SARS-CoV-2 S foi aprovado para uso em
humanos no Reino Unido e em outros paises. A vacina Sputnik V da Moscow’s Gamaleya
Institute baseada em vetor viral de adenovirus ndo replicante contendo genes especificos
para proteina spike também foi aprovada na Russia e em outros paises (PRITCHARD et
al., 2021; COVID-19 VACCINE TRACKER, 2022).

CONCLUSAO

Néo ¢ dificil imaginar o impacto que as vacinas tém desde os seus primordios, uma
vez que estimadamente 300 a 500 milhGes de pessoas morreram devido a endemia de
smallpox e hoje ndo ha uma morte porque o virus foi erradicado devido a vacinacdo em
1978 (MUHLEMANN et al., 2020). Desde entdo, outras doengas como a poliomielite e a
rubéola foram erradicadas em alguns paises, além do controle de outras doengas como
sarampo, tétano neonatal, formas graves de tuberculose, entre outras, e a qualidade e
expectativa de vida dos seres humanos foram aumentadas DOMINGUES et al., 2020). A
vacinacdo é uma seguranca coletiva, ndo apenas individual, pois também protege individuos
ndo vacinados indiretamente, contribuindo para reduzir a transmissibilidade por meio de

uma menor carga viral.

Apesar da evidente importancia das vacinas, atualmente muitas pessoas questionam
sua eficacia e chegam a ser contra seu uso com o movimento “antivax”, um movimento
contra 0 uso de vacinas. Esse movimento cresce também as custas da disseminacdo de
informagdes falsas nos veiculos de comunicacdo ndo oficiais, que os individuos ndo se
certificam da veracidade antes de compartilha-las e segui-las. Isso é preocupante uma vez
que pode acarretar no retorno de doengas que se tornaram raras ou inexistentes devido ao
uso de vacinas, como o retorno do sarampo que o Brasil presenciou em 2018 e 2019,
resultando em mortes, incluindo bebés (PEREIRA et al., 2019).
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Muito se discute acerca da seguranga no uso de vacinas, tanto na comunidade
cientifica e de profissionais de saude, quanto pela populacdo em geral, devido a ocorréncia
de eventos adversos pds-vacina. Porém, cabe ressaltar que as vacinas passam por processos
rigorosos de testes em varias etapas, incluindo ensaios clinicos com milhares de pessoas, e
esses ensaios sdo justamente para identificar quaisquer preocupacdes de seguranca.
Ademais, uma das maiores prioridades da OMS é desenvolver e implementar padrdes para
garantir que as vacinas sejam seguras e eficazes. Portanto, as vacinas aprovadas foram
rigorosamente avaliadas por seguranca, e 0s ensaios clinicos mostraram que sao seguras e

eficazes para seu uso.

Da mesma forma que a vacinacdo foi fundamental para erradicacdo e controle de
varias doencas, foi também fundamental da pandemia de Covid-19, uma vez que reduziu o
nlmero de pessoas com sintomas graves, internacdes em hospitais e mortes pelo doenca.
Plataformas de vacinas ja existentes como vacinas de DNA, mRNA e de vetores virais
voltaram a ser foco, sendo estudadas e pesquisadas com mais afinco. Porém, como todas as
plataformas de vacina citadas aqui ja foram estudadas e apresentam avancos durante anos,
a ideia de usa-las e os conceitos e métodos necessarios para isso ja existiam, o que permitiu
que os pesquisadores acelerassem muitos estagios de pesquisa e desenvolvimento para as

vacinas contra o Covid-19.

E necessario reforcar que nenhuma plataforma de vacinas citadas é melhor que a
outra, todas apresentam vantagens, desvantagens e limitagdes, e podem ser melhor
escolhidas e aplicadas dependendo de cada situacio. E um fato que as vacinas modernas de
segunda e terceira geracdo sdo um avanco na forma como as vacinas sdo utilizadas,
apresentando varias vantagens se comparadas com as vacinas de primeira geracdo: de virus
inteiros inativados ou atenuados. Vantagens como maior seguranca, melhor custo-
beneficio, reducdo de efeitos adversos e versatilidade sdo pontos importantes. Porém, ainda
h& uma grande carga de trabalho e estudo a ser desenvolvido para aprovacao e uso eficiente

dessas vacinas.
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