Vacinas Virais

Microbiologia Basica para Farmacia — BMM160

Prof. Armando Ventura

As figuras desta apresentacao que tém direitos
autorais, sao aqui utilizadas para ensino

sem fins lucrativos.




Jenner e a variolacao

A variola ¢ uma doenca de evolucao rapida, apos duas
semanas de incubacao comecam os sintomas, culminando
com as pustulas na pele, e em 30% dos casos (variola
major) evolucao para hemorragia grave e morte.




A variolacao (inativacao do patogeno das pustulas por
secagem ao sol e inoculacao na pele) foi desenvolvida na
China

Levada para a Europa

Edward Jenner médico inglés, variolado quando crianca, teve sua
atencao voltada para a protecao supostamente presente em ordenhadoras
portadoras de cowpox (“variola das vacas”).




\ T Cow ook on

Em 1796 fez um experimento, utilizando como cobaia 0 menino James
Phipps, que apos variolacao com as lesoes de cowpox retiradas das mao de
Sarah Nelmes resistiu ao desafio com a variola humana (smallpox).



Vacina é um termo derivado do latim, vacca (vaca) e vaccina (vindo da vaca),
consolidado por Pasteur em referéncia ao trabalho de Jenner.

Isso ocorreu apos o sucesso no desenvolvimento de uma vacina de carater experimental
(a primeira produzida em laboratorio) contra a bactéria
Pasteurella multocida, que causa a letal colera das galinhas (1879).
Essa vacina baseou-se na atenuacao da bactéria.




Louis Pasteur e Emile Roux posteriormente desenvolveram a vacina contra
a Raiva (100% letal), a segunda vacina antiviral da historia,
produzida em tecido nervoso de coelhos e inativado por secagem.

Foi testada pela primeira vez em humanos no garoto Joseph Meister
mordido por um cao raivoso, em 1885.



Erradicacao da variola

Em 1805, foi iniciado cultivo do virus em larga escala no dorso
de bezerros. Ao serem descobertos os virus, 0 nome cientifico
do “cowpox” ficou sendo variolae vaccinae.

Em algum momento em meados desse século o virus vaccinia
substituiu 0 cowpox nesse processo de cultivo, e teve seu uso
adotado globalmente.

A vacinacao massiva passou a ser aplicada com a perspectiva
de obter uma “imunidade de rebanho” a populacio mundial.



Areas endémicas de variola em 1945




A partir de 1966 a OMS lancou a nivel mundial um programa
de contenc¢ao para erradicar a variola.

Ser humano € o Unico hospedeiro do
virus.

Contatos dos Contatos

Diagnostico eficiente.

Uma intervengdo efetiva para interromper
a transmissao era possivel.

Formulagao vacinal liofilizada.

Sistema de inoculacao eficiente.

A 1dentificacao dos casos, € a contencao
da transmissio vacinando os contatos
primarios € seus contatos mostrou-se uma
estratégia eficiente.



o Ali Maow Maalin
Ultimo caso por transmissao natural em 1977 na Somalia.

Sera? ‘
E os estoques nos freezers dos EUA e Russia?

Potencial utilizagdo como arma bioldgica...



Porque uma vacina ¢€ eficiente na prevencao
de doencas causadas por microrganismos?



As respostas vieram com o
desenvolvimento da Imunologia.

Resposta imune

Células, tecidos e moléculas que mediam resisténcia = sistema
imune (SI).

Reacao coordenada destas = resposta imune.

SI se baseia no reconhecimento do proprio x nao proprio (self x
non-self).

O SI é essencial a vida, a falta ou deficiéncia dele levam a doenca
ou morte.



Imunidade Inata

Barreiras epiteliais

O muco, 0 suco gastrico, a lisozima presente na saliva e lagrimas, e a
microbiota normal

Se 0s microrganismos quebram essas barreiras e entram nos tecidos
ou circulacao, temos ainda:

— Natural Killer (NK)/Macrofagos (fagocitose)

— Proteinas do plasma e sistema de complemento (ataque ao
envoltorio).
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Imunidade Adaptativa

O sistema imune adaptativo consiste de leucacitos e seus produtos,
anticorpos e citocinas.

— Reconhece substancias diferentes, microbianas ou nao, estas
substancias sao chamadas antigenos.

— Os antigenos sao ativos se atravessam as barreiras inatas e sao
reconhecidos.

— Esse reconhecimento ativa mecanismos que sao especializados
para combater tipos diferentes de infeccoes.

| Adaptive immunity |

ZB lymphocytes L Antibodies
,'_‘/7 i P \.,”v or
%z 3 X Y u¢

Effctor T cells

B

T lymphocytes

Time after infection ey



Imunidade Humoral

* Os anticorpos produzidos por linfocitos B
— Sao secretados na circulacao e mucosas

— Neutralizam e eliminam microrganismos e toxinas microbianas
no sangue e no lumen de 0rgaos mucosos, assim impedem que
microbios presentes na mucosa ganhem acesso para colonizar
células e tecidos.

» Previnem infeccoes de se estabelecer.



Imunidade Celular

Anticorpos nao tém acesso a microrganismeos que vivem e se
dividem dentro de células infectadas.

A defesa contra tais microrganismos ¢ chamada imunidade celular.
Mediada por linfocitos T.
« Ativam fagocitos para destruir microbios.

* Os citotoxicos matam células que estao abrigando
microrganismos no citoplasma.



Propriedades da Resposta Imune Adaptativa

« Especificidade (anticorpos e receptores de células T
efetoras especificos sao gerados para cada epitopo
dentro de um antigeno)

« Discriminaciao entre o proprio e o0 nao-proprio

e Memoria
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Memoria Imunologica

E a capacidade de recordar um contato prévio com uma molécula e
responder a este novo contato de forma mais rapida e ampla.

— Aperfeicoa a habilidade do SI para combater infeccoes
persistentes e reincidentes

e Ativa células de memoria previamente geradas.

e Cada encontro gera + cé¢lulas de memoria.

— Essas sido0 as razoes porque vacinas e/ou infec¢oes conferem
protecao longa e duradoura.



O virus da poliomielite, causador da paralisia infantil, era
um gravissimo problema até o final da década de 1950




Desenvolvimento das vacinas contra a
Poliomielite

Familia Picornaviridae

Enterovirus Rinovirus Hepatovirus
Poliomielite Mais de 100 sorotipos Hepatite A
Coxsakie Causam resfriados.

Echovirus

Causam principalmente

meningites e paralisias.
Propriedades dos picornavirus
Virion icosaédrico, com 27nm.

Genoma ¢ um RNA+, infectante com aproximadamente 7.500 bases.



Patogenia dos poliovirus.

A boca ¢é a porta de entrada, e a transmissao fecal-oral.

Replicacao primaria no epitélio da faringe e do intestino.
Particulas no intestino continuam detectaveis por semanas.
Anticorpos surgem rapidamente, em torno de cinco dias.
Viremia (virus no sangue) ocorre entre dois e cinco dias.
Multiplica¢cao nos ganglios linfaticos, infeccio dos nervos periféricos.

Migracao para o SNC, sendo os nervos motores inferiores o primeiro alvo.



Apos um periodo de incubacao de 7 a 14 dias, as manifestacoes clinicas podem
ser:

Poliomielite abortiva
Poliomielite nao paralitica (meningite asséptica, com rigidez e dor na nuca).

Poliomielite paralitica (paralisia resultante da lesio dos neuronios motores
inferiores, pode progredir e atingir os centros de controle respiratorio, e levar a
obito).

Existem trés tipos, os polios 1, 2 e 3.

A imunidade ¢é tipo-especifica.



Prevencao

A prevenciao da polio mudou radicalmente nas décadas de 50 e 60 com o
aparecimento de vacinas efetivas, a partir do cultivo desses virus em células.

Salk - inativada por formol (polios 1, 2 e 3).
Estimula imunidade sérica.
Sabin — viva, atenuada (mutantes dos polios 1, 2 e 3).
Estabilizada por MgCl, por até um ano a 4°C.

Estimula abs IgA de mucosa, além da imunidade sérica pois replica-se no
epitélio intestinal.

A versao trivalente oral ¢ a mais utilizada mundialmente.

No processo de atenuac¢ao os virus foram cultivados em linhagens celulares nao
humanas e a temperatura mais baixa.

A adaptacao leva ao acimulo de mutagoes e a perda da viruléncia.



Caracteristica

Previne a doenca
Induz IgG humoral
Induz IgA ao nivel intestinal

Permite uma protecao secundaria
pela disseminacio a comunidade

Interfere na replicacao do virus
selvagem no intestino

Reverte a viruléncia

Coinfeccao com outros enterovirus
compromete a imuniza¢ao

Pode causar doenca em individuos
imunocomprometidos

Via de administracao
Requer refrigeracao

Duraciao da imunidade

Inativada (Salk)

Injetavel
Nao

Mais curta

Atenuada (Sabin)

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim (raramente)
Sim

Sim

Oral

Sim

Mais longa



As “geracoes” de vacinas virais

12 geracao 22 geracao 32 geracao 42 geracao
animais ovos embrionados cultura celular | DNA recombinante
Variola Febre amarela Poliomielite Hepatite B

Raiva Influenza Sarampo Palilomavirus
Caxumba Rotavirus
Rubéola
Até 1900 Até 1950 Até 1970 Hoje




Principais vacinas virais em uso



Vacina

Variola

Febre amarela

Influenza

Poélio

Poélio

Sarampo

Rubéola

Caxumba

Raiva

Raiva

Hepatite B

Hepatite B

Fonte

Linfa de animais

Ovos embrionados

Ovos embrionados

Células diploides
Humanas/macacos

Células diploides
Humanas/macacos

Células de embriso
de galinha
Células diploides

Humanas

Células de embriao
de galinha

Células diploides
Humanas
Cérebro de roedores

Soro humano

Levedura

Tipo

Atenuada

Atenuada

Inativada

Atenuada

Inativada

Atenuada

Atenuada
Atenuada
Inativada
Inativada
Inativada

(subunidade)

subunidade

Rota
Escarificagao
no braco
Intramuscular
Intramuscular
Oral

Intramuscular

Intramuscular

Intramuscular

Intramuscular

Intramuscular

Intramuscular

Intramuscular

Intramuscular

OBS.

Erradicada

Imunizacio
prolongada

Em torno de 70% de
eficiéncia (variacao)

Alta eficacia

Alta eficacia

MMR (vacina triplice)
Imunizac¢io prolongada
90% de eficiéncia
MMR
(idem)

MMR
(idem)

Administrada
pos-infeccio
Nao é mais utilizada

Nao é mais utilizada

Recombinante



Vacina Fonte Tipo Rota OBS.
Varicela Zoster Células diploides Atenuada Subcutinea Contra catapora
(Herpes 3) Humanas e Herpes Zoster
Hepatite A Células diploides Inativada Intramuscular Ha outras versoes
Humanas Atenuada, etc
Papilomavirus Levedura Subunidade Intramuscular Recombinante
(6,11, 16, 18)
Rotavirus Células diploides Atenuada Oral “Rearranjo de
Humanas genomas”
SARS-Cov-2 Células diploides Inativada Intramuscular Serao comentadas
Outras fontes Atenuada em detalhes
Outras na aula especifica




Calendarios de imunizacao

http://portal.saude.gov.br/portal/saude

Programa Nacional de Imunizacao

https://sbim.org.br/calendarios-de-vacinacao


http://portal.saude.gov.br/portal/saude
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Vacinar os ndo vacinados Vacinar os
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para meninas Para menores de 15 anos: anteriormente, a
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diante: trés doses. (trés doses)
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De 50 a 59 anos:
I

Recomendada para pessoas soropositivas para dengue, A
de 9 a 45 anos: trés doses: 0 — 6 — 12 meses CONTRAINDICADA

Uengue



Conseguiremos repetir a proeza da erradicacdo para outros virus além
da Variola?

Tentamos erradicar a Poliomielite € 0 Sarampo mas falhamos.

E fundamental 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, os virus da

dengue € 0 SARS-CoV-2.



Estratégias para obter novas vacinas



Meétodos classicos

Inativacao
Como por agentes quimicos (Ex.: formalina) ou fisicos (Ex.: irradiacao).
Atenuacao
Isolar novas cepas com menor potencial patogénico.

Ex.: Induzir mutacoes em laboratorio e selecionar mutantes.



Vacinas baseadas em proteinas recombinantes

Consistem em clonar genes de proteinas virais em sistemas de expressao
para obter proteinas em grande quantidade:

Bactérias Leveduras

Vacinas baseadas em peptideos sintéticos

Peptideos que contém epitopos de células B ou T sao
capazes de induzir resposta humoral ou celular.



Vacinas de DNA

Consistem em clonar genes de proteinas virais em plasmideos bacterianos
sob o controle de cassetes de expressao eucarioticos (entre um promotor e
um sinal de poli-adenilacao).

Vacinas de mRNA

Consistem em clonar genes de proteinas virais em plasmideos bacterianos
sob o controle de cassetes de expressao procarioticos para producao de
RNA in-vitro (em grande quantidade).

Apos incorporacao pelas células do tecido inoculado esse antigeno é
expresso e apresentado ao sistema imune.
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Manipulando os virus para obter vetores vacinais

Mais usados:
Vaccinia e pox virus animais
Adenovirus humanos e animais

A estratégia € clonar genes de proteinas dos virus
patogénicos (antigenos selecionados) nos genomas dos
vetores virais.

Apos infecgdo das células do tecido alvo escolhido, com
0s vetores vacinais, esse antigeno € expresso €
apresentado ao sistema imune.

Vetores vacinais foram desenvolvidos para o HIV, SARS-
Cov-2, entre outros.



Imunogenicidade e adjuvantes

Nem sempre um antigeno ou microrganismo, que se pretende utilizar
como vacina é imunogeénico e seguro.

E necessario elaborar uma formulacao vacinal cuja imunogenicidade
pode ser aumentada pela associacao de um adjuvante.

Depois de comprovada a imunogenicidade e seguranca da formulacao
vacinal em modelos animais sao feitos testes em humanos.

Os adjuvantes mais comuns em vacinas utilizadas em humanos sao os
sais de aluminio (hidroxido e fosfato).

O desenvolvimento de novos adjuvantes, mais potentes e seguros, ¢ uma
area importante em vacinologia (ex.: saponinas, proteinas, lipossomos)



Guia de estudos

Como Jenner construiu a hipotese que levou ao desenvolvimento da primeira vacina segura
da histéria?

Qual a estratégia da OMS, e que caracteristicas da doenca e da vacina, tornaram possivel a
erradicagao da variola?

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

Considerando as vacinas Salk e Sabin contra a poliomielite, quais as vantagens e
desvantagens que apresentam as vacinas obtidas por inativacao e atenuacao?

Quais metodologias causaram impactos significativos na obten¢ao de vacinas virais e
porqué?

Qual das abordagens atualmente utilizadas no desenvolvimento de vacinas virais atrai mais a
sua curiosidade? Faca um comentério do porqué.

Qual a importancia dos adjuvantes nas formulagdes vacinais? Faca uma pesquisa e indique
trés adjuvantes utilizados em formulacdes vacinais modernas.



