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Vacinas Virais

- As primeiras vacinas e a erradicacio da variola

Os virus da variola (variolas major e minor) pertencem ao género Orthopoxvirus da
familia dos Poxviridae. A variola ¢ de evolucao rapida, apos duas semanas de incubacao
comec¢am os sintomas, culminando com as pustulas na pele, e em 30% dos casos (variola major)
evolugdo para hemorragia grave e morte. Essa doenga assolava a humanidade a milénios, tendo
sido o primeiro método de imunizacao desenvolvido aproximadamente 1000 aC na China. A
técnica chamada de variolagdo consistia em secar o material colhido das pustulas ao sol e
pulveriza-lo. Esse material era aplicado fazendo escarificagdes com objeto pontiagudo na pele de
pessoas que viviam em regides ameagadas pela epidemia.

Apesar de ser observada uma diminuigdo dos casos, esse ¢ um procedimento de altissimo
risco pois os virus contidos no material pustular nem sempre ficavam inativados, levando a
doenca. No entanto essa pratica espalhou-se pelo mundo e por ironia do destino o inglés Edward
Jenner, quando crianga, contraiu a infec¢do ap6s uma variolacao. Felizmente Jenner sobreviveu,
tornou-se médico, e teve sua atencdo voltada para a resisténcia a doenga apresentada por
ordenhadoras portadoras de lesdes similares a variola, presentes nos uberes das vacas (cowpox).
Em 1796 fez um experimento, utilizando como cobaia o menino James Phipps, que apds
variolacdo com as lesdes de cowpox resistiu ao desafio com a variola. Esse novo procedimento
mostrou-se seguro ¢ efetivo, dando inicio a era das vacinas, mas nao havia ainda o conhecimento
do agente infeccioso, o virus da variola.

Vacina ¢ um termo derivado do latim, vacca (vaca) e vaccina (vindo da vaca),
consolidado por Pasteur em referéncia ao trabalho de Jenner, no qual se baseou para desenvolver
uma vacina de carater experimental contra a bactéria Pasteurella multocida, letal para galinhas
(1879).

Louis Pasteur ¢ Emile Roux posteriormente desenvolveram a vacina contra a Raiva (uma
doenca 100% letal), a segunda vacina antiviral da historia, produzida em tecido nervoso de
coelhos e inativada por secagem. Foi testada pela primeira vez em humanos no garoto Joseph
Meister mordido por um cao raivoso, em 1885.

Ao serem descobertos os virus, o nome cientifico do “cowpox virus” ficou sendo
variolae vaccinae. O cultivo desse virus em larga escala, no dorso de bezerros, foi iniciado em
1805. Em algum momento em meados desse século o virus vaccinia substituiu o0 cowpox nesse
processo de cultivo. A vacinagdo massiva com o vaccinia passou a ser aplicada com a
perspectiva de obter uma “imunidade de rebanho” em toda a populagao.



Areas endémicas de variola em 1945

A partir de 1966 a OMS lancou a nivel mundial um programa de contencao para erradicar

a variola, tendo como base o seguinte:

Ser humano ¢ o tinico hospedeiro do virus.

Diagnostico eficiente.

Uma intervengao efetiva para interromper a transmissao era possivel.

Formulag¢ao vacinal liofilizada.

Sistema de inoculacao eficiente.

A 1identifica¢ao dos casos, e a contengdo da transmissdo vacinando os contatos primarios
e seus contatos mostrou-se uma estratégia eficiente (esquema abaixo).

“Contatos dos Contatos

O paciente Ali Maow Maalin foi Gltimo caso registrado de variola, em 1977 na Somalia.

No entanto, o virus continua preservado em freezers nos EUA e Russia, devido a sua potencial
utilizacdo como arma bioldgica.

Fica a perspectiva de se conseguiremos repetir a proeza da erradicagdo para outros virus.

Tentamos erradicar a Poliomielite € o Sarampo mas, até o momento, falhamos.

Porque uma vacina ¢ eficiente na prevengao de doengas causadas por microrganismos?

As respostas comegaram a vir com o desenvolvimento da Imunologia, cujos principios
comentamos brevemente na apostila “Nog¢oes de Imunologia”.



- Desenvolvimento das vacinas contra a Poliomielite

Os virus da poliomielite pertencem ao género Enterovirus da familia dos Picornaviridae
(pico=pequeno, ou seja, pequenos virus com genoma de RNA). Os Enterovirus infectam o trato
entérico causando meningites, paralisias, diarreias, e outras sintomatologias.

Apesar do grande nimero de géneros e espécies, os membros dessa familia apresentam
estrutura similar: ndo possuem envelope, seu capsideo ¢ de simetria icosaédrica com 27 nm, € o
genoma de RNA positivo tem em média 7.500 bases. O capsideo ¢ constituido pelas proteinas
VP1 a VP4, que se unem para formar os capsdomeros visiveis a microscopia eletronica (Fig 8),
como comentado na aula de replicagdo, sobre o grupo IV de Baltimore.

Os virus da poliomielite, causadores da paralisia infantil, eram um gravissimo problema
até o final da década de 1950. A figura 9 temos uma area de um grande hospital da época
dedicada a manuten¢ao da respiracdo em pacientes em estado grave, com os famosos “pulmdes
de aco”.

Existem trés tipos de poliovirus (polios 1, 2 e 3), para os quais se encontram receptores
apenas em cé€lulas de primatas. Esses virus apresentam, portanto, uma gama de hospedeiros
restrita. Dessa forma, as células de origem humana ou de macacos, sdo as de escolha para o seu
cultivo, a partir de amostras de fezes ou “swabs” de garganta ou reto.

A patogenia provocada pelos poliovirus tem seu inicio quando o virus entra pela boca, a
porta de entrada no organismo. A replicacdo primdria ocorre nos epitélios da faringe e
intestinos, sendo que permanecem detectaveis por algumas semanas. Depois de se multiplicarem
novamente em ganglios linfaticos em dois a cinco dias, ocorre o aparecimento de virus no sangue
(viremia). Em torno de cinco dias ap6s o inicio da infeccdo aparecem os primeiros anticorpos,
quando o virus ja esta instalado nos axonios dos nervos periféricos e comeca sua migragao para o
sistema nervoso central, aonde pode afetar principalmente os neurdnios motores inferiores.
Assim as manifestagdes clinicas, depois desse periodo de incubag¢dao de aproximadamente 14
dias, podem ir da poliomielite abortiva (recuperacdo total, 5% dos casos), passando pela
poliomielite ndo paralitica (com um quadro de meningite asséptica, 1-2% dos casos), e podendo
chegar a poliomielite paralitica (0,1-2% dos casos). O tratamento ¢ feito com analgésicos,
manutengdo da respiracdo e hidratacdo, além de fisioterapia. A imunidade adquirida apos a
infeccdo ¢ permanente e tipo-especifica.

A distribuigdo dos poliovirus ¢ mundial, sendo as criangas mais suscetiveis, a maioria dos
casos ocorre até os cinco anos, € os picos de ocorréncia sdo no verdo e outono. A intensidade
dessa ocorréncia est4 ligada as condicdes sanitarias inadequadas, visto que em torno de 90% dos



casos sdao assintomaticos e a liberacdo dos virus nas fezes pode estender-se por até mais de 30
dias. A prevencao comeca, portanto, pela melhoria dessas condigdes.

Esse quadro comecou a mudar radicalmente quando em meados da década de 50 apos o
estabelecimento das culturas celulares em larga escala, foi possivel obter grandes quantidades de
virus. A primeira vacina aprovada foi a inativada por formol, desenvolvida pelo grupo de Jonas
Salk. Por volta de cinco anos mais tarde, Albert Sabin introduziu a utilizagdo da vacina com
virus vivos atenuados (passaram por um processo de aquisicdo de mutagdes, ver adiante), que
por apresentar varias vantagens passou a ser a mais utilizada.

As duas formulagdes contém os trés sorotipos, que no caso da vacina de Sabin sdo
capazes de se multiplicar no epitélio intestinal sem causar doencga. Destacam-se dentre as
vantagens da vacina atenuada o fato de induzir a produgdo de anticorpos do tipo IgA que dao
protecao ao nivel das mucosa, além de proporcionar uma maior duragdo da imunidade como um
todo. Outros pontos positivos sdo a facilidade de administracao (“gotinha”) e o fato de que os
virus vacinais podem se espalhar na comunidade, aumentando o efeito de imunizagdo. Uma
desvantagem, entretanto ¢ que durante a multiplicacdo pode haver reversao do fendtipo (apesar
disso ocorrer muito raramente), levando o virus vacinal a causar doenca. Isto pode ser
especialmente prejudicial em individuos imunodeprimidos, sendo nesses casos recomendada a
vacina inativada. Outro ponto negativo da vacina atenuada ¢ de que quando ha outros
enterovirus, infectando naturalmente o individuo no momento da administragao, estes interferem
impedindo a multiplicagdo do virus vacinal. Na tabela abaixo temos uma comparagdo entre a
vacina de Salk e a de Sabin.

Caracteristica Inativada (Salk) | Atenuada (Sabin)
Previne a doenca Sim Sim

Induz IgG humoral Sim Sim

Induz IgA ao nivel intestinal Nao Sim

Permite uma protecao secundaria Nao Sim

pela disseminagdo a comunidade

Interfere na replicagdo do virus Nao Sim

selvagem no intestino

Reverte a viruléncia Nao Sim (raramente)
Co-infec¢ao com outros enterovirus | Nao Sim
compromete a imuniza¢ao

Pode causar doenca em individuos | Nao Sim
imunocomprometidos

Via de administragao Injetavel Oral

Requer refrigeracao Nao Sim

Duracao da imunidade Mais curta Mais longa

- Vacinas virais

Conforme comentado, em Nog¢des de Imunologia, quando o organismo esta sendo
invadido por um virus, temos um conjunto de defesas inespecificas que entram em acao:
producdo de interferons, fagocitose, febre e limpeza mucociliar. De especial interesse em
virologia ¢ a indugdo dos interferons que podem fazer com que a célula adquira um estado



antiviral, bloqueando a sintese de proteinas virais ou levando a degradacao dos RNAs virais. As
defesas efetivas, no entanto, sao as especificas, imunidade passiva e imunidade ativa.

Para a prevencdo de infecgdes virais podemos utilizar o principio de imunidade passiva,
administrando imunoglobulinas extraidas do sangue. Um procedimento classico ¢ a
administracao do soro anti-rabico obtido de sangue humano ou animal. Outros exemplos estdo na
tabela a seguir.

Imunoglobulina Virus

Humana normal Sarampo em individuos imunocomprometidos
Para prevencao da hepatite A

Humana para HepatiteB Apos acidentes de risco (agulhas...),
junto com a vacina contra hepatite B

Humana ou animal para Proteger até que a vacina induza

Virus da Raiva imunidade

Humana para Herpes Zoster | Evitar a multiplicagao do Herpes Zoster
em imunocomprometidos

Plasma de convalescentes | Tentativa de evitar a progressao da

de Febre de Lassa ou Ebola | patologia em individuos infectados

A imunidade ativa, estimulada pelas vacinas, compde-se das imunidades humoral e
celular, conforme comentado em Nocdes de Imunologia. O combate aos patdgenos
intracelulares, como € o caso dos virus, tem na imunidade celular a componente mais importante,
sendo que boa parte das doencas virais ndo sdo debeladas quando ha presenca apenas de
anticorpos no soro. Como vimos no caso das vacinas contra a poliomielite, o tipo de vacina pode
determinar respostas mais apropriadas, que dependerdo da interacdo de cada virus com o
hospedeiro.

O controle dos virus animais pela imuniza¢ao pode ser dividido em vacinas de vérias
geragdes, dependendo do método de obtencdo dos antigenos. Esses métodos foram inicialmente
baseados no cultivo em animais, passando aos ovos embrionados, culturas celulares e finalmente
pela utilizagao da tecnologia do DNA recombinante. Na tabela abaixo, temos um resumo dessa
evolucao.

1" geracdo | 2" geragio 3" geragio 4" geracgio

animais | ovos embrionados | cultura celular | DNA recombinante

Variola Febre amarela Poliomielite Hepatite B

Raiva Influenza Sarampo Papiloma
Caxumba “Rotavirus”
Rubéola

Até 1900 | Até 1950 Até 1970 Hoje

Atualmente temos uma série de vacinas virais disponiveis, € na tabela a seguir temos as
mais conhecidas.



Vacina Fonte Tipo Rota OBS.
Variola Linfa de animais | Atenuada |Escarifica¢do |Erradicada
no brago
Febre amarela | Ovos embrionados | Atenuada | Intramuscular | Imunizagao
prolongada
Influenza Ovos embrionados | Inativada | Intramuscular | Em torno de 70% de
eficiéncia (variagdo)
Poélio Células diploides | Atenuada |Oral Alta eficacia
Humanas/macacos
Polio Células diploides |Inativada |Intramuscular | Alta eficacia
Humanas/macacos
Sarampo Células de embrido | Atenuada | Intramuscular | MMR (vacina triplice)
de galinha Imunizagdo prolongada
90% de eficiéncia
Rubéola Células diploides | Atenuada | Intramuscular | MMR
Humanas (idem)
Caxumba Células de embrido | Atenuada | Intramuscular | MMR
de galinha (idem)
Raiva Células diploides |Inativada |Intramuscular | Administrada pré e
Humanas pos-infeccao
Hepatite B Levedura Subunidade | Intramuscular | Recombinante
Papilomavirus | Levedura Subunidade | Intramuscular | Recombinante
(6,11, 16, 18)
Rotavirus Células diploides | Atenuada |Oral “Rearranjo de
Humanas genomas”

Vdrias iniciativas para disseminacdo de vacinas a populacdes menos favorecidas surgem
e podem ser acompanhadas no site da Organizacdo Mundial da Satide (WHO), e de organizagdes
como a PATH (http://www.path.org).

No Brasil temos um programa publico de vacinagdo bem organizado, com calendarios
para atender a populacdo por faixas etarias (criangas, adolescentes, adultos e idosos), além de um
calendario especial para populagdes indigenas, que podem ser consultados no portal da saude
(http://portal.saude.gov.br).

A semelhanca do sucesso na erradicacdo da variola na década de 1970, foram
estabelecidos novos objetivos. Assim, levando-se em conta a eficidcia das vacinas contra o
Sarampo e a Poliomielite e as caracteristicas dessas doencas, a Organizagdo Mundial da Satde
havia proposto como meta a erradicacao desses virus até o ano 2000. Esse objetivo nao foi
atingido, sendo que tivemos aqui em S3o Paulo uma forte epidemia de Sarampo nesse mesmo
ano, ¢ outros surtos mais recentes no pais incluindo o deste ano (2019), contrariando as
expectativas otimistas. Assim € necessario um maior investimento nao s6 no aperfeicoamento
das vacinas ja utilizadas, testes clinicos das recém desenvolvidas, bem como no desenvolvimento
de novas vacinas para virus como o HIV e o virus da dengue.



- Manipulando os virus para obter novas vacinas

Métodos classicos

Atenuacao

- Procura-se isolar novas cepas com menor potencial patogénico.

- Induzir mutagdes em laboratério e selecionar mutantes.

- Quando o genoma viral inteiro esta clonado e manipulavel, pode ser feita uma atenuacao “nao
classica” pela insercao planejada de mutagdes.

Inativacao

- Pode ser obtida por tratamento com agentes quimicos (Ex.: formalina), fisicos (Ex.: irradiacao)
ou mistos (Ex.: inativagao por foto-adutos como psoralenos).

- Ou fracionamento, obtendo proteinas purificadas a partir de uma cultura do virus.

Novos Métodos

Vacinas baseadas em proteinas recombinantes

A estratégia consiste em clonar genes de proteinas virais em sistemas de expressao para
obter essas proteinas em grande quantidade. Os sistemas de bactérias, leveduras e baculovirus
sdo os mais utilizados.

Hé4 uma grande quantidade em teste, ¢ os exemplos das vacinas contra hepatite B e
papilomavirus em uso, mencionados anteriormente. Essas proteinas purificadas, além de serem
administradas isoladamente, também podem ser incorporadas em diferentes formulagdes
vacinais.

Vacinas baseadas em peptideos sintéticos

Peptideos que contém epitopos de células B ou T sdo capazes de induzir resposta humoral
ou celular. Esses peptideos podem ser obtidos por sintese quimica em grandes quantidades. Em
geral, devido a baixa imunogenicidade, devem ser conjugados a moléculas maiores, com
propriedades adjuvantes (estimulam a resposta imunoldgica).

Vacinas de DNA

Consistem em clonar genes de proteinas virais em plasmideos bacterianos sob o controle
de cassetes de expressdo eucarioticos (entre um promotor € um sinal de poli-adenilagdo). Esses
plasmideos amplificados em bactérias e purificados podem ser entdo administrados. Os métodos
de administracdo desse DNA podem ser fisicos, como a inje¢do de uma solugdo, ou o “Gene
gun” (canhdo de genes, Fig 10) em que o DNA ¢ disparado por pressao contra as células ou
tecido, adsorvido a particulas de um metal neutro (ex.: ouro). Ap6s incorporagdo pelas células do
tecido inoculado esse antigeno € expresso e apresentado ao sistema imune.

Também podem ser métodos quimicos que t€m como principio a neutralizacdo das cargas
do DNA para que a célula o incorpore através da membrana citoplasmatica. Isso pode ser obtido
por co-precipitacdo com fosfato de calcio, formagao de complexos com polimeros como DEAE-
dextran e polilisina, ou através da complexagdo com lipideos cationicos formando lipossomos.



Fig 10.

As vacinas de DNA tém sido extensivamente testadas em modelos animais com
resultados promissores para uso humano, havendo também testes clinicos em andamento em
humanos. Sao capazes de induzir resposta humoral, mas sdo mais eficientes na indugdo de
resposta de celular. Regimes mistos de imunizacdo DNA-proteina frequentemente levam a
efeitos sinérgicos de protecao contra desafio pelo virus em questao.

Exemplos de virus alvos de estudos com vacinas de DNA sao HIV, papiloma, influenza,
entre outros. Para uso veterinario ja ha vacinas de DNA aprovadas (Ex.: virus West Nile).

Manipulando os virus para obter vetores vacinais

Alguns virus como vaccinia e outros pox virus, adenovirus humanos e animais, e virus
adeno-associados, t€ém sido manipulados para utilizagdo como vetores vacinais, e testes clinicos
demonstram que sdo seguros. A estratégia ¢ clonar genes de proteinas dos virus patogénicos
(antigenos selecionados) nos genomas desses virus. Apds infeccdo das células do tecido alvo
escolhido, esse antigeno ¢ expresso e apresentado ao sistema imune. Muitos vetores vacinais
foram desenvolvidos, e estao sendo testados, para o HIV entre outros.

Imunogenicidade e adjuvantes

Nem sempre um antigeno ou microrganismo, que se pretende utilizar como vacina ¢
imunogénico (provoca resposta imune). Nesse caso, ¢ necessario elaborar uma formulacao
vacinal cuja imunogenicidade pode ser aumentada pela associagdo de um adjuvante (estimulante
da resposta imunoldgica). Depois de comprovada a imunogenicidade e seguranca da formulacao
vacinal em modelos animais sdo feitos testes em humanos.

Os adjuvantes mais comuns em vacinas utilizadas em humanos sdo os sais de aluminio
(hidroxido e fosfato). O desenvolvimento de novos adjuvantes, mais potentes e seguros, ¢ uma
area importante em vacinologia. Podemos exemplificar com testes em andamento: saponinas,
proteinas bacterianas e formulagdes de lipossomos.



