Tecnologia de Vacinas Virais

Virus, Raiva, Influenza e Rotavirus



Caracteristicas Gerais dos Virus

* sdo agentes filtrdveis
+ sdo parasitas intracelulares obrigatodrios

* sdo incapazes de produzir energia ou proteinas
independentemente de uma célula hospedeira

* multiplicam dentro de células vivas usando a
maquinaria de sintese das células



Caracteristicas Gerais dos Virus

Tamanho pequeno e varidvel - 10 a 300 nm (ME)

Material genético - DNA ou RNA (ss ou ds)
tamanho varidvel

Capsideo (protéico)

Envelope (lipoprotéico)

Virus complexos



Caracteristicas Gerais dos Virus

Bactérias:
Virus do Mosaico do tabaco
260x18 nm Clamidia 1a3pm
1.000 nm E coli
ﬁ 3000 x 1000 nm
Poxvirus . .
300x200x100 nm Cel. animais:
10 a 20
" 2
ua:gwr'us Adenovirus
nm S0 nm
Virus:

10 a 300 nm



Caracteristicas Gerais dos Virus

&

0,1 m
pélio adenovirus

—.1

bacteriéfago



Caracteristicas Gerais dos Virus

Acido Nucléico:
- DNA ou RNA
v'Fita simples
v'Fita dupla
v'Dupla fita parcial (hepadnaviridae)

Capsideo (protéico)
+ Grupamento de proteinas virais (protémeros)
da a simetria

v’ Tcosaédrica
v’ Helicoidal

Envelope (lipoprotéico)



SIMETRIA ICOSAEDRICA
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Esquema do Adenovirus 2

Micrografia eletrdnica do

Adenovirus 2 (NAO ENVELOPADO)



SIMETRIA HELICOIDAL

Micrografia eletrdnica do virus
do mosaico do tabaco - NAO
ENVELOPADO

"
i-'_l

Esquema de virus com
capsideo de simetria
helicoidal

Micrugmi eletranica do virus
de influenza - ENVELOPADO



SIMETRIA COMPLEXA

Micrografia eletronica virus

da Variola

Esquema do virus da variola



CULTIVO DE VIRUS
ANIMAIS DE LABORATORIO




CULTIVO DE ViRUS
OVOS EMBRIONADOS DE GALINHA

Membrana citoplasmatica

Saco aéreo. Casca Cavidade Inoculagio
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CULTIVO DE ViRUS

CULTURA DE CELULAS
PRIMARIAS OU DE LINHAGEM

't Tratamento de tecidos
COm enzima

I Suspensdo de células
em meio de cultura

» Formacao de monocamadas
e cClulas transformadas



EFEITO CITOPATICO

Cultivo de células de nm de Cultivo de células de rim de
macaco infectadas com virus macaco infectadas com

Cultivo de células de nm de
macaco corado com HE

Cultivo de células de rim de  Cultivo de células de rnm de
macaco infectadas com virus macaco infectadas com virus
Herpesimplex corado com HE ~ Sarampo corado com HE



TIPOS DE VACINAS VIRAIS

VACINAS INATIVADAS
Tratamento por calor ou quimico;
Maior custo e com riscos de efeitos adversos;
Imunidade menos duradoura - maior n¢ de doses.

VACINAS ATENUADAS

+ Passagens consecutivas /n vifrodo tipo selvagem (cél, ovos,
biol. molecular, outros organismos);

Custo menor;

Resposta imune humoral e celular, duradoura;

Possivel reversdo genética;

Ndo recomendado para imunodeprimidos;

Maior labilidade (transporte e armazenamento) - liofiliz.



TIPOS DE VACINAS VIRAIS

VACINAS DE SUBUNIDADES Ex: Peptideos, VLPs
» Fragdes purificadas do patdgeno;
» Proteinas (toxinas destoxificadas quimicamente);
* Polissacarideos (cdpsula de Nersseria meningitides);
+ Sem riscos de patogenicidade;
» Custo mais elevado;
» Resposta imune humoral.

VACINAS DE DNA - Inoculagdo com DNA contendo

genes virais contra os quais se deseja imunidade.



i79¢ 2008

Conhecimentos & Tecnologia
« Novas vacinas:

* Maior eficiéncia (qualidade da vacina, esquemas
de vacinagdo);

* Maior produgdo — < custo por dose, campanhas
de vacinagdo;

* Maior seguranga;
» Novas tecnologias — ex. raiva, hepatite B;

» BPF (6MP), biosseguranga — preocupagdo
¢/ o vacinado, produtor, meio ambiente, etc.



VACINAS ATUAIS

Vacina/ agente Substrato utilizado Tipo de vacina
Raiva Animais (1) Inativada
Cultura de tecidos Tnativada
Febre amarela Ovos embrionados Viva, atenuada
Poliomielite Oral Cultura de tecidos Viva, atenuada
Inativada Cultura de tecidos Inativada
Sarampo (2) Cultura de tecidos Viva, atenuada
Caxumba (2) Cultura de tecidos Viva, atenuada
Rubéola (2) Cultura de tecidos Viva, atenuada
Hepatite B Plasma humano (1) Subunidades
Levedura Recombinante
Varicela Cultura de tecidos Viva, atenuada
Influenza Ovos embrionados Inativada

Hepatite A Cultura de tecidos Inativada

(1) NAO MAIS EM USO
(2) ASSOCTADAS




VACINAS EM DESENVOLVIMENTO

Agente Substrato utilizado Tipo de vacina

Viva, atenuada,

Citomegalia Cultura de tecidos cubunidades
Dengue Cultura de tecidos Viva, atenuada
Rotavirus Cultura de tecidos Viva, atenuada
Parainfluenza 3 Cultura de tecidos Viva, atenuada
ig;iiﬂ;e Cultura de tecidos Viva, atenuada
Hepatite A Cultura de tecidos Viva, atenuada

Febre amarela Cultura de tecidos Viva, atenuada



PRODUCAO DE VACINAS
PRODUCAO — BPF (GMP)

* BPF = Boas Prdticas de Fabricagdo;
* Normas escritas (procedimentos/equipamentos);
* Cada lote € registrado (documentos);

+ Areas de produgdo:

Isolamento (ar), uniformizacdo, circulagdo de
materiais e funciondrios, biossegurancga, etc.

= Garantia do Produto



VACINAS VIRAIS- PRODUCAO

Cepa usada
na produgdo
da vacina

|

Banco Estoque Ampolas/Frascos

| liofilizados ou
congelados

Banco Trabalho

|

Lote de Produgao



CONTROLE de QUALIDADE

CULTIVO &
PROCESSAMENTO

/Produto C;ncen’rmda
\_ Acabado a Granel /

g
.

Produto ';u Granel

FORMULACAO

ENVASE
|

Produto Fina

SERVICO DE CONTROLE DE
QUALIDADE (TESTES)

_« ESTERILIDADE
+ INOCUIDADE
- POTENCIA
+ PIROGENIO
. PH )
.+ CONTEUDO PROTEICO

* PUREZA
*ASPECTO VISUAL
* outros



VACINA CONTRA RAIVA
EM CELULAS VERO
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DEFINICAO E AGENTE ETIOLOGICO

Definigdo
Doenga infecciosa causada por um virus que atinge o sistema
nervoso central — encefalite viral aguda

Virus rdbico
RNA de fita simples, ndo segmentado, polaridade negativa
Forma: projétil ou bastonete de 75 x 180 nm

Ordem: Mononegavirales Familia: Rhabdoviridae
Género: Lyssavirus

Composigdo: nucleocapsideo helicoidal
envelope protéico
projegdes em forma de espiculas (10 nm comp.)



DEFINICAO E AGENTE ETIOLOGICO

Virus rdbico

envelope

i ﬁI G glycopratgin am M2 malriz protain

L

: 100 nm
Fibanucleocapsia

) N nucleopratein b M1 phosphoprotein ‘ L proiein
aumentos dei156 000 x

Composicdo: nucleocapsideo helicoidal
envelope protéico
projecdes em forma de espiculas (10 nm comp)



RAIVA

+ Zoonose de grande importdncia, com prevaléncia mundial. Grande nimero
de mamiferos sdo reservatdrios e fransmissores;

* Encefalite viral aguda fatal (100% em individuos nde vacinados);

* Raiva animal 40.000 a 60.000 casos/ano e raiva humana - 35000 e 50000
mortes/ano (diminui¢do ?);

» 10.000.000 de pessoas/ano recebem tratamento;

* Brasil - predominio da raiva urbana - cdo. Silvestre - morcegos;

* Municipio Sdo Paulo - raiva controlada - dltimos casos de raiva humana 1981.

Periodo de incubagdo: ~20 a 60 dias, podendo
chegar até anos

+ Sintomas iniciais envolvendo sistema respiratadrio

: e gastrointestinal

e + Infeccdo aguda - formas paralitica ou furiosa
(hiperatividade) com paralisi 2ssiva

* Coma e morte

Virus Rébice PV (156.000 x)
ME: I Butantan



RAIVA

Virus inativado

12 Vacina Fuenzalida & Paldcios modificada, preparada em animais:
*Camundongos recém nascidos

2°Vacina preparada em cultura de células primdrias:
+ Dipléides humanas (HDCV)

* Cultura de células de embrido de galinha, purificada (PCEV)

3¢ Vacina purificada preparada em cultura de células dipldides ou
heteropldides:
* Células WI-38, MRC-5

+ BHK-21 - animais
*+ VERO (PVCV) - rim de macaco Verde Africano Cercopithecus
aethipos)



TRANSMISSAO

Vias
- saliva com virus rdbico, pele ou mucosa
- mordedura, arranhadura e lambedura da pele ou mucosa
- outras formas (mais raras)
cavernas com morcegos
laboratério
transplante de cdrnea ou outros drgdos

Periodo

cdes e gatos = 2- 4 dias antes dos sintomas (morte até 5 dias
apds o aparecimento dos sinfomas)

outros animais — ndo hd comprovag¢do do periodo

Periodo de incubag¢do no homem
Média de 20- 60 dias
Australian bat lyssavirus = 7dias a 6 anos



CONTROLE

Vacinagdo dos animais

- cdes e gatos - anual - 1% vacinagdo 4 meses de idade
- bovinos e eqiiinos - semestral
1% vacinagdo 3 meses de idade (D, e Dy,)

Recolhimento de cdes e gatos abandonados
Vacinagdo humana
Esquemas de pré- exposigdo: dias O, 7 e 28

pds exposigdo: dias 0, 3,7, 14 e 28

Vacina + soro: casos mais graves



VACINAS DE USO HUMANO

Vacinas para humanos aprovadas e utilizadas atualmente

Em paises desenvolvidos
vacinas em culfura de células e purificadas

Em paises sub-desenvolvidos
Vacinas de tecido nervoso de lactentes ou animais
adultos

Brasil
Vacina em cultura de células VERO (Instituto Butantan)



VACINA CONTRA RAIVA EM CELULAS VERO
INSTITUTO BUTANTAN

Banco de virus rdbico

Banco de células Vero

Infeccdo das células

Colheitas dos sobrenadantes

|
Concentracdo
|
Purificacdo
|
Inativacdo viral
|'

Formulagdo

|
Envase




VACINA CONTRA
INFLUENZA




VIRUS DA INFLUENZA

Familia - Orthomyxoviridae

Género Influenzavirus A (Influenza Avidria)
Mais importante, dividido em subtipos, baseadof
na variedade das glicoproteinas de superficie:
Hemaglutinina (HA) e Neuraminidase (NA).
Infectam homem, aves, suinos, equinos,
mamiferos marinhos ol . 3§
Género Influenzavirus B - homem (surtos Microscopia eletronica
localizados)

Género Influenzavirus € - sem importdncia
clinica

Pleomédrficos, envelopados, simetfria helicoidal
RNAss-, segmentado

A e B — 8 segmentos, C -7 segmentos (H-)
Mutagbes durante a replicagdo — Variagdes

antigénicas



VIRUS DA INFLUENZA
VARIACOES ANTIGENICAS MENORES

Antigenic Drift
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Pequenas variagdes nas proteinas = diferentes cepas circulantes a cada ano



VIRUS DA INFLUENZA
VARIACOES ANTIGENICAS MAIORES

"SHIFT”
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VIRUS DA INFLUENZA
NOMENCLATURA

Hemaglutinina

Neuraminidase

/ A?Bgijingr:szfsg (H3N2)
AN BN

Origem Namero da Ano de
geografica amostra isolamento

Subtipo
(H16,N9)

B/Shangai/361/2002




INFLUENZA OU GRIPE

Distribuigdo global

Transmissdo

- via aerossol (tosse, espirro)

- Espirro 5000 goticulas

- Um espirro pode transmitir a gripe
a 167 km/h (5 m /0 1 seqg)

- 24 h antes a 7 dias apés o inicio
dos sintomas

Periodo de Incubagdo

- 1a 5 dias (virus estabelecido)

Controle - Prevengdo

- Vacinacdo anual

Tratamento - Paliativo

- Descansar, ir&gesfﬁ‘u de muito liguido, antitérmico e analgésico,
e Geido acetilsalicilico (aspirina, AAS),

evitar o uso
principalmente para menores de 16 anos

- Infecgbes bacterianas secunddrias (otites, sinusite ou
bronquites) - antibidticos
- Antivirais: ndo substitui a vacina, reduz sintfomas e contdgios, alto

custo, efeitos colaterais - Amantadina, Rimantadina, Zanamivir e
Oseltamivir



INFLUENZA - EPIDEMIOLOGIA

Epidemias anuais, virus circula, geralmente, com inicio no final
do outono e no decorrer de todos os meses de inverno

- Hemisfério Norte - outubro e margo

- Hemisfério Sul - maio a setembro

- Clima tropical - circulagdo basal no decorrer de
todo o ano com pico durante os meses chuvosos

Brasil

- Norte meses mais chuvosos
(janeiro e fevereiro)

- Demais localidades
(junho a setembro)

600 milhdes de infectados no mundo |

3 a 5 milhdes de casos graves
250 a 500 mil mortes




VACINA CONTRA INFLUENZA

Prevengdo e redugdo da propaga¢do da doenga

Uma dose anual, grande nimero de pessoas,
imunidade em 2 semanas -

Vacina trivalente, 15 mcg/dose de cada HA,
(HIN1, H3NZ2 e B)

Diminui¢do da gravidade e dos sintomas

da doenca com redu¢do de morbidade

e mortalidade

Efetividade de 70 a 90%. Em idosos e portadores
de doengas cronicas, induz proteg¢do satisfatéria
contra complicagoes, hospitalizagdes e ébitos

Redugdo de custos para o Sistema de Salde
Poucos efeitos colaterais
Poucas contra indicacoes



REDE

surveillance
select strains
prepare reassortants
standardize antigen
assign potency
review/license
formulate/test/package

vaccinate

INFLUENZA
DE VIGILANCIA - OMS

Jan Feb Mar Apr*| May Jun J'ull Aug 5-:p| Oct! Nov| Dec

| WHO/CDC

WHOZCDC/FDA

| FDA

manufacturers

> I clinic

REDE LABORATORIAL
Lo Mactonads de B Ericia e Wikus Reapdratdrios

+ Amostras clinicas de diferentes
continentes - andlises especificas

+  Selegdo e distribuigdo das cepas

+ Composig¢do da vacina com virus
mais prevalentes nas amostras

Pasic

i o Lo + 112 centros e 83 paises




TIPOS DE VACINA CONTRA INFLUENZA

= Vacina inativada
+ virus inteiro inativado com formaldeido:

» vacina de virus fracionados - virus purificado

rompido com detergentes para solubilizagdo do
envelope viral, sequido de inativagdo quimica
(formaldeido) vacinas de subunidades;

+ vacinas de subunidades.

* Vacina de virus vivo atenuado
* para administragdo intranasal



VACINA CONTRA INFLUENZA
INOCULACAQO EM OVO
EMBRIONADO DE GALINHA




PRODUCAOQ DE VACINA CONTRA INFLUENZA

Recebimento e controle dos ovos embrionados

Inoculacdo 4:E: incubacdo
Colheita do I‘i;uidn alantdico
Clarificacdo e cc:nf:en‘rr*ugﬁc& do virus
Ul‘rmcen:rifugugﬁa
Fragmentacdo :ina‘rimgﬁc} viral
[ Filtracdo ;s‘rer*ilizanfe ]
[ Suspensdo 4monwalen‘re ]

¥
[ Vacina contra INFLUENZA Trivalente ]
(Fragmentada e Inativada)




VACINA CONTRA ROTAVIRUS

Rotavirus

Familia Reoviriadae

(Gastroenterite)




ROTAVIRUS

ESTRUTURA DO ROTAVIRUS

VP4

(120 mols)

VP6
[ 780) mols
VP2
.‘rP? (120 mols)

(780 mols)

RNA de fita dupla
7 proteinas estruturais (VP1 a VP7)
6 proteinas ndo estruturais (NSP1-NSP6)



ROTAVIRUS

+ Pela proteina G - 14 sorotipos/genotipos
- Importdncia epidemioldgica -

* 61 a 64 mundial

- 69 - India, Austrdlia e Brasi!

+ 68 - Africa

* 65 - América do Sul

* Pela Proteina P 14 sorotipos e 23 gendtipos
- Importdncia epidemioldgica

+ Gendtipos P[8] e P[4] - 90% das diarréias do mundo
com excecdo da Africa (P[6]).



VACINA CONTRA ROTAVIRUS

INSTITUTO BUTANTAN

VACINA CONTRA ROTAVIRUS PENTAVALENTE

Parceria com o NIH (cepa UK)
"bovine-human reassortant rotavirus vaccine"”
Sorotipos 61, G2, G3 e G4
+

Sorotipo G9 presente no Brasil



OBRIGADO

Prof. Marco Antonio Stephano
stephano@usp.br
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