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RESUMO

Os virus sao agentes infecciosos e parasitas obrigatérios. Na china, foi desenvolvida a
pratica da variolacdo como forma preventiva da variola, pratica que foi levada para a
Europa e que mostrou ser eficaz, reduzindo a taxa de mortalidade por variola. Esta
técnica foi importante para o desenvolvimento de outras vacinas.

Em Portugal, o Plano Nacional de Vacinagéo fez recentemente 54 anos de existéncia e
tem tido excelentes resultados, com uma doenca erradicada, cinco doencas eliminadas
e sete doencas controladas.

Existe atualmente a necessidade de criar novas vacinas que induzam uma resposta
imunitaria adequada. O objetivo principal € sempre criar novas vacinas mais eficazes e
seguras. Para isso varias estratégias de vacinagdo tém vindo a ser continuamente
desenvolvidas.

Através do estudo feito foi possivel verificar que ainda existem muitos paises sem
algumas vacinas anti-virais no seu Plano de Vacinag&o. Por outro lado, h& ainda alguns
paises a introduzirem a vacina contra a Hepatite B. Entre 0 ano 2000 e 2009 foi
introduzida em 93 paises, mas ainda se verifica a introducdo da mesma no ano 2019
em trés paises.

A nivel global a ades&o a vacinacdo tem vindo a aumentar. E exemplo disso o a vacina
do HPV, estima-se que 47 milhGes de mulheres de todo o mundo foram vacinadas.
Existem vacinas que nao tém tanta adesdo, como a vacina do Rotavirus, em que as
taxas de imunizagdo sdo muito baixas.

Nos ultimos 5 anos tém-se desenvolvido novas vacinas anti-virais, muitas delas contra
o virus do Ebola, pois h4 um nimero acrescido de mortes por essa doenca nos ultimos
anos. O candidato mais préximo é o rVSV-ZEBOV, mas estdo em ensaios clinicos
outras vacinas promissoras. Em ensaios clinicos de fase | a fase Ill temos também
vacinas para o virus do Dengue, HBV e Poliovirus.

A ambicdo é chegar a 2030 evitando 167 milhdes de novos casos de doengas, salvar
1,9 milhdes de vidas e economizar 58 mil milhdes de USD, mas para isso temos que

definir novos desafios e objetivos.

Palavras-Chave: Virus, Plano de Vacinagdo, Vacina, Eficacia, Ensaios Clinicos
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ABSTRACT

Viruses are infectious agentes and obligatory parasites. In China, the practice of
variolation was developed as a preventive form of smallpox, a practice that was brought
to Europe and which has proved to be effective in reducing the rate of mortality from
smallpox. This technique was important for the discovery of other vaccines.

In Portugal, the National Vaccination Plan has recently made 54 years of existence and
has had excellent results, with an eradicated disease, five eliminated diseases and seven
controlled diseases.

There is a need to create new vaccines that induce na adequate immune response. The
main objective is always to create new, more effective and safer vaccines. For this,
several vaccinatio strategies have been continuously developed.

Through the study it was possible to verify that there are still many countries without
having anti-viral vaccines in their Vaccination Plan. On the other hand, few countries are
introducing the Hepatitis B vaccine. Between 2000 and 2009 it was introduced in 93
countries, but still there is an introduction in 2019 in three countries.

Globally, vaccination has been increasing its adherence, as in the case of the HPV
vaccine, an estimated 47 million women worldwide were vaccinated. There are vaccines
that do not have as much adherence, such as the Rotavirus vaccine, where immunization
rates are very low.

In the last 5 years, new anti-viral vaccines have been developed, many of them against
Ebola, as there are an increased number of deaths from this disease in recente years.
The closest candidate is rVSV-ZEBOV, but other promising vaccines are in clinical trials.
In phase | to phase Il clinical trials, we also have vaccines for the Dengue virus, HBV
and Poliovirus.

The ambition is to reach 2030 avoiding 167 million new cases of disease, saving 1.9
million lives and saving 58 billion USD, but for that we have to define new challenges
and objectives.

Keywords: Viruses, Vaccination Plan, Vaccine, Efficacy, Clinical Trials
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1. INTRODUCAO

A ciéncia da virologia é relativamente recente. E possivel em alguns casos
reconhecer virus especificos como agentes causadores de epidemias que ocorreram ha
centenas ou milhares de anos apenas pelas descri¢cdes escritas da doenca ou do estudo
de mumias com anormalidades caracteristicas (Strauss, James H., 2008).

Ha pouco mais de 100 anos descobriu-se que os virus eram agentes filtraveis e
portanto, distintos das bactérias que causam doencas infeciosas. Ha cerca de 60 anos
a composic¢ao dos virus foi descrita (Strauss, James H., 2008).

Uma das dez maiores conquistas em saude publica do século passado foi a
vacinacdo preventiva. As vacinas reduziram substancialmente a propagacdo de
doencas e mitigaram a mortalidade associada a agentes infecciosos como difteria,
tétano, poliomielite, sarampo, papeira, rubéola e hepatite B (Criscuolo et al., 2019). A
imunizacéo é e deve ser reconhecida como um componente central do direito humano
a saude e uma responsabilidade individual, comunitéria e governamental. A vacinacao
previne cerca de 2,5 milhdes de mortes a cada ano (Asselin et al., 2013).

Para serem eficazes, as vacinas devem induzir imunidade protetora sem que
provoquem patogenicidade (Nascimento & Leite, 2012). Atualmente a qualidade e a
eficacia das vacinas depende da estabilidade do antigénio e também da sua capacidade
de induzir uma resposta imunitaria. Num cenario ideal as vacinas devem ser capazes
de induzir todos os tipos de respostas imunitarias e serem eficazes em todos os
individuos, deverdo apresentar um baixo custo e rapidez de produgéo, para poderem
ser acessiveis em todo o mundo e por toda a gente (Singh, Pandey, & Mittal, 2010).

A via de administracé@o da vacina pode ter influéncia no custo, eficacia e adeséo
a mesma, ou seja, deve ser eficiente, ndo pode comprometer a estabilidade do produto
durante o armazenamento, durante o transporte e nao pode influenciar negativamente
a percepcgdo do paciente. As vacinas atualmente licenciadas séo veiculadas por uma
das cinco principais vias de administracao: intramuscular, que é usada para a maioria
das vacinas, subcutanea para vacinas como a do sarampo, intradérmica, intranasal
como algumas vacinas contra a influenza e oral para a poliomielite (Lambert & Laurent,
2008).

1.1 Histéria da Virologia

Os primeiros registos de doencas causadas por virus foram feitos pelas
civilizagbes greco-romanas e egipcias (N. S. D. O. Santos, Romanos, & Wigg, 2015). O
primeiro registo escrito de uma infecdo viral estd num hieréglifo de Memphis, capital do

Egipto antigo, aproximadamente em 3700 AEC. No hierdglifo vé-se um sacerdote do
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templo que mostra sinais de poliomielite paralitica. Para além deste registo, acredita-se
que o fara6 Ramsés V, em 1196 aC, cujo corpo estd num museu do Cairo, bem
preservado, tenha morrido de variola, pois consegue-se notar na face da mamia umas
lesbes pustulosas que séo idénticas as lesbes de pacientes recentes, o que € algo
surpreendente (Cann, 2012).

Em 1840, Jacob Henle, um médico alemao, sugeriu a possivel existéncia de
agentes infeciosos, com a capacidade de provocar doencas, mas que seriam muito
pequenos para se conseguir ver ao microscopio 6tico. Como néo tinha evidéncias que
comprovassem a sua teoria, as suas ideias ndo foram aceites (Gomes, 2003). No
entanto varias descobertas importantes levaram a aceitagdo da teoria de “germes
causadores de doengas”. A primeira ocorreu em 1867, por Louis Pasteur, que estudou
o fendbmeno da fermentacdo e demonstrou que diferentes tipos de microrganismos
estavam associados a diferentes tipos de processos, tais como a producgéo de alcool,
acido lactico e acido acético. Esta ideia foi importante e fundamental para a construcao
de teorias sobre o desenvolvimento das doencas (Cann, 2012). A segunda foi
protagonizada pelo cirurgiao inglés Joseph Lister, um admirador do trabalho de Pasteur,
gue afirmou que as infecdes de ferida aberta eram causadas por microrganismos
presentes no ambiente. Introduziu técnicas assépticas, tendo realizado a primeira
cirurgia nesse contexto e conseguiu provar e demonstrar a importancia da antissepsia
para reduzir as infecfes durante cirurgias (Cann, 2012). Em 1876, Robert Koch, que foi
um dos fundadores da microbiologia, descobriu a bactéria responsavel pelo antraz e
descreveu a transmissdo da doenca, em que a doenca podia ser transmitida pelo
sangue de animais infetados pelo bacilo (Lakhtakia, 2014).

O médico e bidlogo americano Joshua Lederberg, premiado com o prémio Nobel
de Fisiologia ou Medicina em 1958 disse:

“Os Unicos reais competidores da humanidade pelo dominio do planeta sao os virus,
0s quais podem servir como parasitas e elementos genéticos nos seus hospedeiros.
Os virus ndo so6 apresentam uma plasticidade genética que os capacita a evoluir em
novas dire¢Bes, como também mostram a capacidade de interagdo genética e
metabodlica com as células infetadas, que os coloca em posicdo de mediar
alterag@es evolucionarias cumulativas nas células hospedeiras. Contudo, o efeito
das infe¢des virais ndo € sempre subtil; os virus podem também dizimar uma
populagado.” (N. S. D. O. Santos et al., 2015).

No inicio da década de 1920, iniciaram-se as pesquisas com enzima e métodos
para a sua purificagéo. Por volta do ano 1927 e 1931 comegou a haver uma maior nogao
acerca dos agentes filtraveis eram constituidos por proteinas. Em 1929 cientistas do
Boyce Thompson Institute for Plant Research em Nova lorque, aplicaram o processo de
separacao de proteinas ao sumo das folhas do tabaco que apresentavam ter a doenca

do mosaico, e ap0Os tratamento prévio com etanol, acetona e sais, as particulas
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precipitadas migravam em gel electroforese submetido a um campo magnético, idéntico
ao que acontece a uma proteina. Deste modo, provou-se a existéncia de proteinas nos
agentes filtraveis (Acheson, 2011). Em 1935, Wendell Meredith Standley, bioguimico,
purificou o virus do mosaico do tabaco (TMV), o que resultou numa preparacao infeciosa
formada por cristais, cuja andlise quimica mostrou a existéncia de proteinas. Um ano
depois, Frederick Bawden e Norman Pirie, em Londres, demonstraram que 0s cristais
do virus do mosaico do tabaco também continha fésforo e &cido ribonucleico (RNA), e
em 1939, G. A. Kauche, E. Pfankuch e H. Ruska obtiveram a primeira micrografia
eletronica de um virus — TMV (figura 1) (N. S. D. O. Santos et al., 2015).

50 nm

Figura 1 — Estrutura do virus do mosaico do tabaco.

(A) Micrografia eletronica de uma particula viral, composta por uma Unica molécula longa de
RNA, envolvida por um involucro proteico cilindrico formado por subunidades proteicas idénticas.
(B) Modelo de parte da estrutura do TMV. Uma molécula de RNA de cadeia simples de 6.395

7

nucleotideos é empacotada num invélucro helicoidal de 2.130 copias de uma proteina de
invélucro com 158 aminoéacidos. As particulas infeciosas de um virus podem se auto-organizar
num tubo de ensaio a partir do RNA e das moléculas proteicas purificadas. Fonte: Alberts, B., et
al, Biologia Molecular da Célula, (2017).

1.2. Virus

Os humanos comecgaram a entender a natureza dos virus apenas no final do
século XIX, embora os virus estiveram provavelmente presentes entre as primeiras
estruturas biolégicas e tenham evoluido ao longo de véarios milhares de milh&es de anos
(Acheson, 2011).

Ainda ndo ha certezas da origem dos virus, mas existem algumas teorias. Existe
a hipotese regressiva, ou de reducgdo, que tem como teoria que 0 virus surgiu como
pequenas células que infectam células maiores. Estas células pré virais perdem as duas
caracteristicas metabdlicas e quase toda a sua habilidade reprodutora, tornando-se
inertes fora de um ambiente celular, dependente das vias celulares para se
reproduzirem (Korsman, Zyl, Nutt, Andersson, & Preiser, 2012). A hipétese da origem

celular ou progressiva, sugere que elementos méveis, como retrotranposdes, que sao
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elementos constituidos de sequéncias de &cido desoxirribonucleico (DNA) que se
movem atraves de transcricdo reversa, foram capazes de sair do seu ambiente celular
original e moveram-se para outras células onde foram capazes de se replicar e por
altimo a hipétese de coevolucdo que defende que as células e os virus se
desenvolveram ao mesmo tempo (Korsman et al., 2012).

No século XIX considerava-se que muitas doencas eram provocadas por
elementos misteriosos, chamado de virus, que significa “veneno” em latim, mas a
distincdo do que é hoje chamado de virus e microorganismos celulares ndo era clara.
Os cientistas utilizaram microscopios 6ticos para descobrir e descrever fungos e
bactérias no século XIX. Louis Pauster e Robert Koch isolaram e cultivaram varias
bactérias no final do século, algumas delas responsaveis por doencas que causaram
muitas mortes, como por exemplo a tuberculose. Apesar de mais tarde terem descoberto
e desenvolvido vacinas eficazes contra a variola e a raiva, ainda ndao havia um
entendimento acerca das doencas, que agora sabemos que sao provocadas por virus
(Acheson, 2011).

Na tabela 1 podemos verificar algumas das mais importantes descobertas da
area de estudo de virus causadores de doencas em humanos e das respectivas vacinas

que vém sido desenvolvidas.
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Tabela 1 — Alguns marcos da area de estudo de virus causadores de doencas em humanos -
adaptada de Acheson, Nicolas H., Fundamentals of Molecular Virology, 2011; Lai, A. Et al.,

History of Virology, 2014

Descoberta Data Cientistas Prémio
Nobel
Vacina da Variola 1798 Edward Jenner
Vacina da Raiva 1885 Louis Paster
Virus do mosaico do Tabaco 1892 Dimitrii Ivanovski
1898 Martinus Beijerinck
Febre aftosa (bovinos) 1898 Friedrich Loeffler e Paul Frosch
Febre-amarela (em humanos e 1900 Carlos Finlay e Walter Reed
transmitida por mosquitos
Vacina contra febre-amarela 1930’s Max Theiler 1951
Crescimento do poliovirus em 1949 John Enders Frederick Robbins e 1954
cultura de células Thomas Weller
Descoberta do interferao 1957 Alick Isaacs e Jean Lindenmann

Vacinas Poliovirus

Morta 1955 Jonas Salk
Viva 1960 Albert Sabin
Descoberta do virus da Hepatite B 1969 Baruch Blumberg 1976
Transcriptase reversa em 1971 Hoeard Temin e David Baltimore
retrovirus
Vetores de virus e engenharia 1970’s Paul Berg 1980
genética
Descoberta do virus Hepatite A 1973 Stephen Feinstone
Oncogene celular faz parte de um 1976 Michael Bishop e Harold Varmus 1989
genoma de retrovirus
“Splicing” RNA num adenovirus 1977 Phillip Sharp and Richard Roberts 1993
Papilomavirus humano causa 1972- Harald zur Hausen 2008
cancro cervical
1984
Descoberta do virus HIV (HIV-1) 1983 Luc Montagnier e Francoise Barré- 2008
Sinoussi
Descoberta do virus da Hepatite C 1989 Qui-Lim-Cho, George Kuo, Daniel
Bradley, Michael Hougthon
Descoberta do Herpes-virus 1994
Humano 8 (HHV-8)
Descoberta do coronavirus-SARS 2003 Carlo Urbani, Malik Peiris, Stefano
Lai, Albert Osterhaus
Aprovada a vacina contra 2006 Standley Plotkin, lan Clark, Paul
Rotavirus Offit
Descoberta do coronavirus-SARS 2019
2

1.2.1. Particula viral

Os virus sé@o agentes infeciosos parasitas intracelulares obrigatérios. Para se
replicarem tém que infetar e assumir o controlo de uma célula hospedeira. A particula
do virus extracelular da se 0 nome de virido ou particula viral. Este contém um genoma
de DNA ou RNA, que esta envolvido numa camada de proteina chamada de capside ou

nucleocapside. Os virus que tém ao redor da nucleocapside um envelope lipidico,
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dizem-se “envelopados”. A funcao da capside ou do envelope é proteger o genoma viral

e promover a entrada do genoma numa nova célula suscetivel (Strauss, James H.,

2008). Alguns virus carregam e codificam as suas proprias enzimas, necessarias para

a replicacdo do seu genoma (Korsman et al., 2012). Podemos ver algumas

caracteristicas da particula viral (figura 2).

* Virus envelopados vs. virus ndo + Consiste em subunidades proteicas, protd
emvelopados (nus) e/ou capsdmeros
+ Bicamada lipé * Fungbes:
-quﬁode‘mmmdoc&fadomm Simetria do virion
aom b por pr de ] ~'"3:'m Emowm\amdmoshsm Quimico e enzimético
obiulas do

doGolgaedoretlwoendoolmntlm(deaWﬂo de M:vmmwmmmm

) doowsudooOobsavadapelamaW

B) ou membrana nuclear (virus do hevpes simples)

+ Danificado por detergentes, icoois elc eletrdnica (ME), podendo
Icosaédrica - s idénticas, 12
ammws Todos 08 virus de DNA, excelo 08 poxvirus,

Espiculas glicoproteicas transmembrana ntam essa morfologia
“,. 388 10 6NVelone de VIrUS 6rvel - 4 - Uma estrutura espiralada, semelhante a uma fita
A maioria dos virus de RNA apresenta essa morfologia, como

+ Fungbes: l-oacaoarecepluosanc;od&sdo U
. 0( nopz‘(’ls) dew'mme(s) mhg;emoo{si)o do
dmmadas contra essas osp(euas U

virus 6o mosaico do tabaco, ortomixovirus, paramixovirus.
Complexo ~ a simetria ndo ¢ totaimente entendida, como

. Enzimas )
* Muitos virus carregam as enzimas necessanias
[ Genoma/dcido nucleico para a sua rephcagio.
* DNA ou RNA (nunca ambos!) .
-VimdeRNAsAounsopr(')oumsomgam() Pm&mmm
tipos de RNA senso positivo funcionam como um mRNA
ice Unica vs. dupla hékce m vical pela ligacdo do core do

* Linear vs. circular capsideo ao envelope viral durante o processo
-Conu!m:ovs segmentado de liberagdo por brotamento,

Contém informagdo heredddria ( )

Codfica a sintese de proteinas estrulurais (capsideo) ¢ proteinas ndo estruh (Conale do fransporte )

(enzmasmoossﬁnaspmareolaobodomnoma) * Localk n lope de virus pac

+ O genoma se autorreplica dentro de um sistema bioldgico para passar a informagdo + Alteram a permeabilidade do envelope/membrana

genética adiante para a sua progénie. * Por exemplo, canais de fons nos virus da influenza.

Figura 2 — Estrutura da particula viral — Fonte: Korsman et al., (2012).

O genoma de um virus contém todas as informacfes necessarias para que 0

virus se consiga replicar e produzir novos virides apos se introduzir numa nova célula.

Os viribes ligam-se aos receptores presentes na superficie da célula, e por processos

especificos que irdo ser explicados mais a frente, o genoma € libertado no citoplasma

da célula (Strauss, James H., 2008).

Os virus podem variar de tamanho, entre 20 até 400 nm e também apresentam

formatos diferentes (figura 3).
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Virus icosaédricos ndo enve- Virus icosaédricos envelopados, como
lopados, como adenovirus herpesvirus pacos Complexo, como poxvirus

Nucleocapsideo

Bicamada lipidica

envelopado, Virus helicoidal envelopado,
como Vs do mosaico do Gbeco Virus helicoidal envelopado, p.ex., sarampo oMb i R Talva
Acido Protdmeros
nudleico \ A
o —Espiculas
° glicoproteicas
— Nucleocapsideo k. pem——
- Bicamada lipidica ® lipidica
ie—Nucleo-
g7o— Espiculas de ° capsideo
3 glicoproteinas
Nucleocapsideo =
helicoidal peplomeros

Figura 3 — Tipos de estrutura da particula viral — Fonte: Korsman, S. N. J., Zyl, G. U. Van, Nutt,
L., Andersson, M. I., & Preiser, W.. Virology, 2011.

1.2.2. Classes de virus

Podemos reconhecer trés grandes classes de virus, que podem ter diferentes

origens evolutivas e independentes:

Uma das classes, que inclui o virus do herpes e o poxvirus, ttm DNA de cadeia
simples ou dupla como genoma. que é replicado por copia direta de DNA para
DNA. Quando se da a infecdo, o DNA viral é transcrito pelas RNA polimerase
celular e/ou viral, dependendo do virus, para produzir RNA’'s mensageiros
(mRNA'’s) para a tradugdo em proteinas virais. O genoma do DNA é replicado
pelas polimerases de DNA que tanto podem ser de origem viral como celular.
Enquanto que a maioria dos virus de DNA faz a sua replicacdo do genoma no
nucleo, os poxvirus replicam-se no citoplasma, como foi referido anteriormente.
Existe depois uma segunda classe de virus, que contém RNA como genoma e
0 RNA ¢é replicado por coépia direta, RNA para RNA (Strauss, James H.,
2008).Alguns virus de RNA, como o virus da febre-amarela, que pertence a
familia Flaviviridae e o poliovirus que pertence a familia Picornaviridae, que
possuem um genoma que € um RNA mensageiro, mMRNA, definido como RNA
de cadeia positiva. Os de RNA de cadeia negativa possuem o seu RNA principal
complementar ao seu RNA mensageiro (por exemplo o virus da ébola e da gripe)

(Levinson, 2014). Alguns virus de RNA, como por exemplo o rotavirus, que
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pertence a familia Reoviridae, que possuem genomas de RNA de cadeia dupla
(Roberto & Stephens, 2010).

e A terceira classe de virus codifica a enzima transcriptase reversa (TR) e esses
virus apresentam no seu ciclo de vida uma etapa RNA para DNA. A informacéo
genética codificada por estes virus vai alternando, entre estar presente no RNA
ou estar presente no DNA. Os retrovirus contém uma fase de RNA no virido, a
sua replicacdo do genoma ocorre através de um intermediario de DNA (RNA —
DNA — RNA). Os hednavirus contém a fase do DNA no seu genoma, que é
circular, e em grande parte é de cadeia dupla. Entdo o seu genoma replica-se
através de um intermediario de RNA (DNA — RNA — DNA) (Strauss, James H.,
2008).

O International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV) esta a tentar criar um
sistema uniforme para a classificagdo e nomenclatura de todos os virus. Eles agrupam
os virus de acordo as suas propriedades fisico, quimica e bioldgicas, assim como as
das células que infectam. Desta forma, os virus podem ser classificados de acordo com
o tipo de &cido nucleico, simetria da capside, presenca ou auséncia do envelope,
tamanho e sensibilidade a substancias quimicas. Quanto ao genoma pode ser
constituido por cadeia simples ou dupla, linear ou circular, positiva ou negativa. O ICTV
reconheceu 5450 virus como espécies e classificou essas espécies em 287 géneros
pertencentes a 73 familias, além dos géneros ’flutuantes” que ainda n&o foram
atribuidos a nenhuma familia (Roberto & Stephens, 2010).

Existe outro tipo de classificagéo, a classificacdo de Baltimore (figura 4). Uma
vez que o genoma viral se encontra no compartimento certo da célula, ele vai direccionar
a expressdo de proteinas precoces que vao permitir a sua replicagdo. A natureza
gquimica e a cadeia do genoma vao influenciar as vias moleculares que levam a sintese
de proteinas virais precoces a partir de mRNA'’s virais. David Baltimore reconheceu que
todos os virus podem ser divididos em seis grupos, com base nas vias que levam a
sintese de mRNA e proteinas (Madigan, Jack, & John, 2004).
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Figura 4 — Classificacdo de Baltimore. Imagem adaptada de: Chair, et al,., “A RNA Virus

Reference Database (RVRD) to Enhance Virus Detection in Metagenomic Data”,(2016).

Grupo 1: DNA de cadeia dupla (dsDNA) — que é diretamente transcrito em
MRNA. Exemplo: Adenovirus, Herpevirus, Poxvirus.

Grupo 2: DNA de cadeia simples (ssDNA) ou dupla, positivo ou negativo —
replicacdo no nucleo, formacgéo de cadeia complemente a transcricdo do mRNA. Ambos
utilizam um intermediério de dsDNA para sintetizar o mRNA. Exemplo: Parvovirus.

Grupo 3: RNA de cadeia dupla (dsRNA) — genomas por nhorma segmentados, e
cada segmento é transcrito em mRNA. Exemplo: Reovirus

Grupo 4: RNA de cadeia simples (ssRNA) positiva. Exemplo: Picornavirus,
Togavirus.

Grupo 5: RNA de cadeia simples negativa (SSRNA) — Nesta classe o RNA é o
MRNA. O RNA é complementar ao mRNA, servindo para a sintese das varias moléculas
de RNA (positivo) necessarias para controlar a célula hospedeira. Exemplo:
Orthomyxovirus, Rhabdovirus.

Grupo 6: RNA de cadeia simples positiva (ssSRNA) — tem como intermediario o
dsDNA. A transcriptase reversa viral forma uma molécula de DNA que entdo sofre o
processo de transcricdo por acdo das enzimas do hospedeiro. Exemplo: Retrovirus
(Madigan et al., 2004).

Entretanto surgiu uma nova classe, Classe 7: Virus de DNA de cadeia dupla com
RNA intermediario. Exemplo: Hepadnovirus. Os hepadnavirus podem ser vistos como
um caso especial, pois 0 seu genoma é feito de cadeia dupla por polimerase celular de

DNA apés a entrada na célula. Esse DNA de cadeia dupla é transcrito em mRNA'’s pela
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RNA polimerase celular. Diferentemente de outros virus, os hepadnavirus codificam
uma transcriptase reversa. Essa transcriptase é usada para sintetizar o genoma de DNA
de cadeia simples. Esse DNA é produzido por transcri¢cao reversa de uma molécula de
RNA, que € um dos produtos de transcricdo do DNA de cadeia dupla (Aiewsakun &
Simmonds, 2018).

1.2.3. Ciclo replicativo

Os genomas virais podem apresentar um tamanho extremamente reduzido, os
virus ndo apresentam organizacdo celular, organelos ou ribossomas e ndo tém
capacidade de produzir a sua propria energia, e por isso, ao contrario dos organismos
celulares, os virus ndo séo considerados vida (Cann, 2012). Podemos verificar as vias

genéricas de entrada do virus na célula e as etapas de replicacao (figura 5).

Libertacdodos virus
recém-formadaos
pela lise celulsr

Figura 5 — Diagrama de uma célula mostrando as possiveis vias que diversos virus podem usar

durante o seu ciclo de replicacdo. Fonte: Korsman et al., (2012).
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As etapas do ciclo de replicacdo viral sdo: a adsorcao, que consiste na ligacédo
aos recetores primarios, e algumas vezes aos recetores secundarios na célula; entrada
ou penetracdo na célula pela fusdo do invélucro com a membrana citoplasmética ou
endocitose mediada por recetor entre outros; “uncoating” com libertagdo do genoma no
citoplasma; transcricdo de genoma em RNA ou DNA,; transcricdo do mRNA, traducéo
de proteinas ndo estruturais e estruturais; incorporagdo de novos genomas em novos
viribes durante a montagem e por fim libertagdo da célula por brotamento ou
gemiparidade, lise celular ou disseminacgéo direta célula-célula (Korsman et al., 2012).
Em alguns casos pode existir ainda um passo de maturacdo que pode ocorrer fora da
célula, como é o caso dos retrovirus.

Porém, existem algumas etapas extras que dependem do tipo de virus que infeta
a célula, por exemplo, o adenovirus ou o virus da influenza, que entram na célula por
endocitose, devem ser libertados dos endossomas. Outros virus, como por exemplo o
enterovirus, codificam um genoma que pode ser usado diretamente como mMRNA, e
proteinas iniciais s@o traduzidas, permitindo os passos posteriores da replicacdo, e
portanto ndo necessitam de incorporar a enzima polimerase no seu virido (Korsman et
al., 2012). O herpes-virus possui uma cascata complexa de genes imediatamente
precoces (IP), precoces (P) e tardios (T) que sao transcritos e traduzidos antes das
etapas de replicagdo do genoma. Essas etapas podem ser acentuadas ou inibidas por
varios produtos genéticos para otimizar a replicacdo. Os retrovirus incluem a integracéao
no genoma do hospedeiro como parte do seu ciclo. Alguns virus, a maioria dos virus de
DNA, precisam de ser replicados no ndcleo, enquanto que a maioria dos virus de RNA
séo replicados no citoplasma (Cann, 2012).

O processamento do mMRNA pode ser simples ou pode ter estratégias complexas
como o splicing. Apos a infecao o ciclo de multiplicagéo viral entra numa fase de eclipse
na qual a identidade fisica e a infetividade geralmente estdo perdidas, quanto que a
replicagcéo esta ativa a nivel molecular intracelular. Nesta fase o paciente infetado esta
assintomatico e ndo sabe que esté infetado. Apés esta replicacdo os virus sao libertados
das células podendo infetar mais células ou infetar outros hospedeiros. Este periodo é

conhecido como fase produtiva (Korsman et al., 2012).
1.2.4. Exemplos de virus causadores de doencas em humanos

- Papilomavirus Humano (HPV)

O HPV é o agente causador de uma das infe¢Bes virais mais comuns do trato
reprodutivo. E transmitido sexualmente ou por contato genital. Existem varios tipos de
HPV mas muitos deles ndo causam nenhum problema de salde grave. A manifestacao

mais comum nestes casos é o aparecimento de verrugas. Uma pequena parte das
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infecbes com este virus podem levar ao desenvolvimento de cancro cervical (Das
Gracas et al., 2011).

A particula viral tem cerca de 60 nanémetros (nm), tem uma forma icosaédrica e
ndo tem envelope. A molécula de genoma de dsDNA circular esta contida na capside.
O genoma tem cerca de 8 kb de tamanho e esta associado a histonas celulares (figura
6) (“Alphapapillomavirus”, Viral Zone, Swiss Institute of Bioinformatics, 2010).

Capsid protein L1

Histone i
| g\

|
(
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Figura 6 — Virus do Papiloma Humano. Fonte: “Alphapapillomavirus”, Viral Zone, Swiss Institute
of Bioinformatics (2010).

Os dois principais géneros sdo o Alfa e o Beta papilomavirus, e que cerca de
90% dos HPV’s pertencem a um destes dois grupos. Existem cerca de 30 tipos de HPV'’s
conhecidos por infetar o epitélio cervical. Dezanove deles foram classificados como de
alto risco devido a sua associagdo com a carcinogénese cervical. Os 19 tipos séo: 16,
18, 26, 31, 33, 34, 35, 39, 45, 51, 52, 53, 56, 58, 59, 66, 68, 73 e 82. O HPV 16 € o0 mais
prevalente HPV de alto risco sendo responsavel por aproximadamente 50% de todos 0s
cancros cervicais (Burk, Chen, & Van Doorslaer, 2009).

A particula viral consegue atingir a camada basal do epitélio por meio de
microbrasdes para infetar queratinécitos basis ou células epiteliais. No colo do utero, o
virus de alto risco (HR-HPVs) pode atingir diretamente a camada de células epiteliais
cuboidais que é a regido mais sensivel a infecdo (Gheit, 2019). O virus liga-se as
cadeias de proteoglicanos De sulfato heparan (HSPGs) que podem se localizar na
matriz extracelular ou na membrana celular através da proteina principal da capside L1
0 que leva a alteracdes conformacionais mediadas pela ciclofilina (CyP) B, e expbes a
proteina L2 na superficie da particula viral (figura 7). De seguida o terminal N da proteina
é clivado o que facilita a ligagdo do HPV a um recetor secundéario ndo identificado,

permitindo a subsequente internalizacdo que € dependente de actina. O complexo L2-
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Y

DNA viral e uma porcdo de L1 sdo entregues a rede trans-Golgi. Dentro dos
endossomas tardios a capside da particula viral é “desmontada” num ambiente de pH
baixo o que leva a dissociagdo da L1 com a L2. O complexo L2-DNA viral é assim
entregue no nucleo para o dominio nuclear, durante a mitose celular (Graham, 2017).

Extracellular matrix T HSPG L1

| Laminin-332 A L

T Secondary receptor O L2-viral DNA complex

\ * Capsid conformational changes
* L2 N-terminus exposure A
* Furin cleavage of L2 O * Endocytosis actin-dependent

e ﬁ
Lysosomal degradation of L1 /
Cytoplasm @ Actin retrograde flow

@ Early endosome
.ﬁ 4 Wi

Late capsid dk y
Retriever and/or degradation

Nucleus

The L2-viral DNA complex is
delivered into the nucleus after cell
cycle progression into early mitosis

ND10

Figura 7 — Entrada do HPV. Fonte: Gheit, (2019).

Nas lesbes malignas o DNA viral esté integrado nos cromossomas da célula
hospedeira e ndo ocorre replicagéo viral. Vai ocorrer uma inativacao da expressao da
proteina E2, que funciona como regulador negativo da expresséo dos oncogenes E6 e
E7, que tém como funcdo promover a imortalizagéo celular inibindo as proteina celulares
reguladoras do ciclo celular (p53 e pRB) que séo essenciais para a supressao tumoral.
Nas lesdes benignas, a replicacdo do genoma é extracromossomica (Das Gracas et al.,
2011).

- Virus do Ebola

O ébola € uma doenca grave, muitas vezes fatal e com uma taxa de letalidade
que pode chegar aos 90%. A sua transmiss&o pode ser por contato de fluidos corporais,
sangue, superficies contaminadas ou contato direto com individuos infetados. O virus

do ébola tem 80 nm de didmetro. O seu genoma linear de RNA de cadeia negativa tem
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um tamanho de 18 na 19 kb. Apresenta uma estrutura longa e filamentosa,
essencialmente baciliforme, mas os virus muitas vezes adquirem a forma de u, b ou
mesmo formas circulares (figura 8) (Banadyga & Marzi, 2017).

Nucleoprotein (N)

Transcription
factor VP30

Polymerase =\ iy W
cofactor VP35

Polymerase (L)

Matrix VP40

Figura 8 — Estrutura do virus Ebola. Fonte:’Ebolavirus”, Viral Zone, Swiss Institute of
Bioinformatics (2014).

A replicacdo inicia-se com a ligagdo aos recetores do hospedeiro (figura 9).
Apesar dos inumeros estudos, ainda ndo foi possivel determinar com certeza a
identidade destes recetores, havendo algumas teorias, como por exemplo as integrinas
B1. Também nao ha muitas certezas acerca do mecanismo de entrada do virus, sendo
a hip6tese por macropinocitose uma das hipoteses que retine maior consenso (Olejnik,
Ryabchikova, Corley, & Mihlberger, 2011).
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Figura 9 — Ciclo de replicag&o do virus Ebola. Fonte: “Ebola cycle”, Viral Zone, Swiss Institute of
Bioinformatics (2014).

As protéases de cistina catepsina B e L digerem a glicoproteina 1 (GP1) na sua
forma de GP2 nos endossomas/lisossomas. Este passo é essencial para a fusédo das
membranas virais e celulares. E no lisossoma que a GP2 interage com a proteina
transportadora de colesterol Niemann-Pick C1 (NPC1) que leva a libertacdo da
nucleocapside para o citoplasma da célula infetada. O genoma é entdo replicado e
copiado em antigenomas (RNA de sentido positivo) que sdo depois transcritos em
cadeias de RNA de sentido negativo, para serem entéo integrados na progenia viral.
Depois da tradugcdo, as novas proteinas associam-se aos novos genomas em

proximidade & membrana celular onde o virus vai ser libertado (Olejnik et al., 2011).

- Virus do Sarampo

O sarampo pode ser transmitido através de contato direto com goticulas
infeciosas ou por propagacédo no ar (através da tosse ou espirro). O homem é o Unico
hospedeiro deste virus. O contagio pode ocorrer desde 4 dias antes e 4 dias apos o
inicio da erupcg&o cutanea. E quase sempre uma doenca benigna mas em alguns casos

pode-se tornar grave ou mesmo fatal (Moss, 2017).
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O virus do sarampo tem uma estrutura esférica com um diametro entre 150 a
300 nm (figura 10). E envelopado, tem um genoma de RNA de cadeira simples linear e
codifica oito proteinas (Kai¢ & TeSovi¢, 2019).

Hemagglutinin (H) Matrogprotein (V)

Fusion protein (F) Polymerase (L)

Phosphoprotein (P)

Figura 10 — Estrutura do virus do sarampo. Fonte: “Morbillivirus”, Viral Zone, Swiss Institute of
Bioinformatics (2014).

A adsorcdo ocorre quando a proteina H se fixa nos recetores da célula
hospedeira. A proteina F muda de forma e promove a fusdo da membrana celular com
o invélucro viral, ocorrendo a penetragcdo. De seguida da-se a “libertagao” da capside
com a exposicdo do genoma viral que vai ser transportado para o citoplasma, onde ira
ocorrer a sua replicacdo. Com isto vai haver a produgéo de acido nucleico e proteinas
necessarias a producdo de novos virides. O primeiro passo da replicagdo do genoma
viral € a produgdo de mRNA de cadeia positiva, pois a cadeia negativa ndo se consegue
ligar aos ribossomas para ser traduzida nas proteinas precoces. De seguida 0 mMRNA é
traduzido nos ribossomas em proteinas e serve de molde para a sintese de cadeias
complementares negativas, através da enzima RNA polimerase. Os componentes
formados juntam-se de forma espontanea para haver a formacgéo de novas particulas
virais. No fim ha a libertacdo de novos virus por evaginagao (figura 11) (Griffin, Lin, &
Pan, 2012).
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Figura 11 — Ciclo de replica¢do do sarampo. Fonte: Griffin et al.,(2012).

- Rotavirus

Os rotavirus sdo a causa mais comum de diarreia grave com desidratacao
associada em criancas. Estes virus causam gastroenterite. Anualmente milhares de
criancas sdo hospitalizadas devido a este virus e também, sendo estes responsaveis
por milhares de mortes, principalmente em paises em desenvolvimento. O virus
transmite-se de pessoa para pessoa via oral/fecal principalmente se a pessoa infetada
nao tiver praticado uma boa higiene. Os rotavirus ndo sao envelopados, sdo
icosaédricos e com cerca de 80 nm de diametro (figura 12) (Trask, McDonald, & Patton,
2012).
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Figura 12 — Estrutura dos Rotavirus. Fonte: “Rotavirus”, Viral Zone, Swiss Institute of
Bioinformatics (2011).

Os virus penetram na célula através de um processo de endocitose e forma
vesiculas designadas por endossomas, e depende da VP4 (proteina viral), que se torna
ativa apoés a clivagem em duas subunidades. A replicacdo ocorre no citoplasma. As
proteinas da camada externa da capside promovem a ruptura da membrana do
endossoma o que desencadeia variagfes na concentracao de célcio intracelular que por
sua vez vai condicionar a separagdo das camadas mais externas da capside. O genoma
mantém-se protegido enquanto que a enzima polimerase do RNA cria mRNA que vai
ser responsavel pela sintese de novas proteinas virais. Ocorre a acumulagédo de
proteinas virais dentro dos viroplasmas. Estas estruturas sdo constituidas a partir da
NSP2 e NSP5 e sdo como fabricas de producdo de novas particulas virais mas se
permanecem incompletas. Entdo estas particulas imaturas vdo migrar até ao reticulo
endoplasmatico onde se vao completar, havendo uma adi¢cdo de uma camada extra, os

virus sao depois libertados por lise (figura 13) (Silvestri, Taraporewala, & Patton, 2004).
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Figura 13 - Ciclo de replicacdo do Rotavirus. Fonte: Trask, McDonald, & Patton, (2012).

- Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV)

Segundo a WHO, em 2019, 38 milhdes de pessoas vivem com HIV, mas apenas
67% que tem acesso a anti-retrovirais para tratamento da doenca. Desse numero, 7,1
milhdes soube que tinha HIV apenas no ano 2019 e nesse ano morreram no total
690.000. Continua a ser um dos maiores problemas de salude publica a nivel global,
tornando-se uma condicdo de saude crénica, permitindo que as pessoas infetadas com
este virus tenham uma vida longa e saudavel (Giroir, 2020).

A infecdo por HIV pode ser provocada pelo HIV-1 ou pelo HIV-2. Pertencem ao
grupo dos retrovirus. O HIV-1, é o responsavel pela maioria das infecfes, sendo que o
HIV-2 apresenta uma maior prevaléncia na Africa Ocidental. Este virus tem a
capacidade de destruir progressivamente linfécitos CD4* deixando as pessoas
vulneraveis a infe¢cbes oportunistas. Pode eventualmente provocar a Sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) se a pessoa doente ndo for tratada a tempo (Loreto
& Azevedo-Pereira, 2012).

Pertence a familia Retroviridae e ao género Lentivirus. O genoma € constituido
por duas cépias idénticas de moléculas de RNA de cadeia simples. A diferenca entre os
dois virus é a organizacdo do seu genoma, embora ambos tenham a estrutura basica

de um retrovirus (presenca de trés genes estruturais, gag, pol e env), eles apresentam
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uma combinacdo complexa de outros genes reguladores. A estrutura da particula de
HIV é semelhante para HIV-1 e HIV-2 (figura 14). E esférica, pleomdrfico, tem de
diametro entre 80 a 100 nm e é circundada por uma membrana rica em lipoproteinas.

(Fanales-Belasio, Raimondo, Suligoi, & Butto, 2010).

IMMATURE MATURE

Figura 14 — Estrutura do virus HIV-1 e HIV-2. Fonte: “Human immunodeficiency virus”, Viral Zone,
Swiss Institute of Bioinformatics (2015).

O seu ciclo de replicacéo pode ser resumido em seis etapas: ligagédo e entrada,
uncoating, transcricdo reversa, integracdo do provirus, sintese e montagem de
proteinas de virus e budding (figura 15). O complexo trimérico do envelope vial é
essencial para o reconhecimento do virus a célula e para a sua entrada na célula
(Fanales-Belasio et al., 2010). O virus liga-se aos recetores CD4 hospedeiros através
da gpl2 e subsequentemente interage com um co-recetor de quimiocina. De seguida
ocorre endocitose mediada por clatrina. A gp41 media a fusdo dependente de dinamina
com a membrana do hospedeiro. O nucleocapside é entéo libertado no citoplasma com
desfibramento parcial. O genoma ssRNA + torna-se em dsDNA pela transcriptase
reversa. De seguida dé-se a integracdo do dsDNA viral no genoma da célula mediada
pela integrasse, originando um provirus. Através da RNA Pol Il da-se a transcri¢cdo do
provirus e producéo de RNA virais e de seguida a sua tradu¢éo produz as proteinas tat,
rev e nef, em que o rev medeia a exportagcado nuclear de RNA’s ndo completamente
processados. A tradugédo dos RNA'’s virais ndo processados produz gp Env, Gag e Gag-
Pol. Da-se entdo a montagem do virido na membrana celular do hospedeiro e o
empacotamento do genoma do RNA viral. Por fim da-se o budding através da membrana

plasmatica, de seguida a libertacdo dos virides e o processamento proteolitico das
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poliproteinas por protéase viral e maturacao dos virides (Meulendyke, Croteau, & Zink,
2014).

Infecting HIV New HIV particle
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Figura 15 — Ciclo de replicagédo do HIV. Fonte: Fanales-Belasio et al., (2010)

Depois de ocorrer a infecdo, 0 percurso patogénico ocorre em trés etapas
principais: Fase inicial ou priméria, Fase assintomética ou de laténcia e a Fase
sintomética (figura 16). A fase inicial € definida pelo primeiro dia de infecdo até ao
desenvolvimento de uma resposta imunolégica e pode ter uma duracgao inferior a duas
semanas. De seguida, o doente tem sintomas idénticos a uma gripe, como febre, mal-
estar geral, diarreia, mialgias, vomitos, rash, cefaleia, entre outros. De seguida ocorre
uma intensa replicacao viral com disseminacao visceral e pelos tecidos linfoides e uma
diminuicdo de linfocitos T CD4* e ndo ocorre qualquer resposta imunolégica por parte
do hospedeiro (Loreto & Azevedo-Pereira, 2012). Segue-se a fase assintomatica onde
ocorre a recuperacao clinica com uma redugdo da carga viral, consequéncia de um
desenvolvimento de resposta imunitaria. E nesta fase que ocorre seroconversdo com
desenvolvimento de anticorpos, podendo dizer que nesta etapa se atinge um equilibrio
entre a replicacdo viral e a resposta imunitaria do hospedeiro. A duragéo desta fase de
laténcia pode chegar até aos 12 anos num individuo que néo faz terapia anti-retroviral.

Na fase sintomatica, ocorre um grande aumento de carga viral e uma diminuicao de
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resposta imunoldgica devido a consequente diminuicdo gradual do numero de linfécitos
T CD4*, o que leva ao aparecimento de infecdes oportunistas potencialmente graves e
fatais. Este periodo pode durar de meses a anos (Loreto & Azevedo-Pereira, 2012).
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Figura 16 — Fases da infe¢&do por HIV ao longo dos anos. Figura adaptada de: Loreto & Azevedo-
Pereira, (2012)

Durante muitos anos tem-se tentado criar uma vacina contra o HIV, mas séo
varios 0s obstaculos. Um deles é o investimento financeiro em pesquisas, que na
maioria séo reduzidos e ndo sado suficientes para continuar os estudos, outros fatores
sdo a existéncia de poucos modelos animais que se mostraram adequados para 0s
estudos, o facto de o proprio virus estar em constante mutagéo, o que acaba por tornar
ineficaz a acdo da resposta imune estimulada pelas vacinas e a sua variabilidade

genética e fenotipica, pois existem muitos subtipos de HIV (Guimaraes, 2011).

- Virus da Hepatite B

A Hepatite B € uma infe¢do viral que infecta células do figado, pode causar
doenca aguda ou crénica. E extremamente contagioso e as suas principais vias de
transmisséo sdo os fluidos genitais - esperma e secrec¢fes vaginais, fluidos corporais —
sangue, urina e saliva e leite materno. A doenca € na maioria dos casos assintomatica.
Pertence a familia Hepadnaviridae e do género Orthohepadnavirus. (Assis, Tenore,
Pinho, Lewi, & Ferreira, 2015). O virus € envelopado, esférico com um diametro de 42

nm (figura 17).
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Figura 17 - Estrutura do virus da Hepatite B. Fonte: “Hepadnaviridae”, Viral Zone, Swiss Institute
of Bioinformatics (2009)

Apés a entrada no organismo humano, o virus liga-se aos recetores do
hospedeiro e entra na célula por um mecanismo que ainda nao é totalmente conhecido.
O DNA circular relaxado (rc-DNA) e o capsideo sao transportados via microtibulos para
0 nucleo onde o DNA vai ser libertado através do poro nuclear para formar o DNA
circular covalentemente fechado (cccDNA). A transcrigéo feita pela RNA polimerase I
do RNA pré-gendémico (pgRNA) e mRNA’s subgendmico, induzindo a sintese de todas
as proteinas virais. O pgRNA é entdo encapsulado juntamente com a proteina P e
transcrito dentro do nucleocapsideo em DNA (-) covaletemente ligado a proteina P. A
sintese vai gerar um novo rc-DNA e o seu transporte para o nucleo leva a amplificacédo
do cccDNA. Como alternativa, os nucleocapsideos que contém rc-DNA s&o envolvidos
no RE e novos viribes sao libertados por exocitose (figura 18) (Beck & Nassal, 2007).
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repan transcription
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Figura 18 — Ciclo de replicagéo do virus da Hepatite B. Fonte: Beck & Nassal,( 2007)
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- Virus da Hepatite C
O virus da Hepatite C pertence a familia dos Flaviviridae, do género
Hepacivirus. O virus é envelopado, esférico com cerca de 50 nm de diametro (figura 19).
A sua transmisséo é mais comum atraves de sangue contaminado e tal como a hepatite

B é assintomética ou com manifestacdes leves na maioria dos casos (Bukh, 2016).

Figura 19 — Estrutura do virus da Hepatite C. Fonte: “Hepacivirus”, Viral Zone, Swiss Institute of

Bioinformatics (2017).

A sua replicacdo tem inicio quando a proteina E do envelope viral se liga aos
recetores do hospedeiro e medeia a internalizagéo na célula hospedeira por endocitose
mediada por clatrina. De seguida da-se a fusdo da membrana dos virus com a
membrana endossémica do hospedeiro e 0 genoma do RNA € libertado no citoplasma.
O ssRNA gendmico de sentido positivo € traduzido numa GP que vai ser clivada em
todas as proteinas estruturais e ndo estruturais para produzir as proteinas de replicagdo.
A replicacdo ocorre na superficie do RE. Um genoma de dsRNA ¢é sintetizado a partir
do ssRNA gendmico (+). O genoma de dsRNA é replicado fornecendo mRNA’s virais de
ssRNA (+). A montagem do virus ocorre no RE e parece ser facilitada pelo canal iénico
viral p7. O virido forma-se no RE e é transportado para o aparelho de Golgi. No fim da

se a libertag&do de novos virides por exocitose (figura 20) (Morozov & Lagaye, 2018).
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Figura 20 — Ciclo de replicagdo do virus da Hepatite C. Figura adaptada de: Popescu et al., (2010)

- Virus Influenza

Existem quatro tipos de virus influenza — A, B, C e D. O virus A e B sdo 0s que
tém um maior impacto na vida humana pois sdo os causadores de epidemias anuais,
apesar que o virus influenza A esta associado as aves e que ocasionalmente se adapta
aos humanos causando pandemias. O virus influenza B é responséavel por surtos
localizados em pequenas comunidades e o C causa uma gripe ligeira e por isso € o
menos estudado (Rodrigues et al., 2007) e o virus influenza D afeta principalmente o
gado e ndo é conhecido que possa causar doengca em humanos.

O virus influenza A é dividido em subtipos baseados em duas proteinas a sua
superficie: hemaglutinina (H) e a neuraminidade (N). Ao todo existem 18 subtipos de H
hemaglutinina e 11 subtipos de neuraminidase. Apesar de puder haver 198
combinacg@es possiveis, apenas 131 subtipos foram detetados na natureza. Ja o virus
influenza B pode ser classificado em duas linhagens, B/Yamagata e B/Victoria
(Taubenberger, Jeffery K. and Morens, 2008).

O virus da Influenza pertence a familia Orthomyxoviridae, é envelopado e tem
um formato redondo mas é filamentoso. Os viribes tém entre 80 a 120 nm de diametro
(figura 21) (Taubenberger, Jeffery K. and Morens, 2008).
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Figura 21 — Estrutura do virus Influenza. Fonte: “Orthomyxoviridae”, Viral Zone, Swiss Institute of
Bioinformatics (2010).

O virus é transmitido normalmente por via aérea através de tosse e/ou espirros
que propagam particulas que contém o virus. Pode também ser transmitido através de
superficies contaminadas (Taubenberger & Morens, 2008).

A sua replicacdo comeca com a ligacdo do virus ao recetor do &cido sialico
através da proteina HA e € endocitado na célula hospedeira. A acidificacdo do
endossoma vai induzir a fusdo da membrana do virus com a membrana da vesicula, e
assim os segmentos de RNA encapsidados vao migrar para o nucleo. A transcricdo de
segmentos gendmicos pela polimerase viral produz mRNA’s que tém um CAP e séo
poliadenilados pela polimerase viral. De seguida da-se a replicacdo de segmentos
gendmicos. Altos niveis da proteina M1 induz a exportacdo de segmentos de genomas
do nudcleo pela proteina NEP e por dltimo da-se a montagem e budding dos viribes que
na membrana plasmatica (figura 22) (Maeno, 1994).
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Figura 22 — Ciclo replicativo do virus da Influenza. Figura adaptada de: Goldsby et al., Kubby
immunology, (2000).

Atualmente as vacinas sdo a principal medida de prevencdo contra o virus da
gripe. Segunda a WHO a vacina previne o risco da gripe entre 70 a 90% em hospedeiros
saudaveis, 50 a 70% entre idosos e 50 a 85% das mortes por ano. Uma das
desvantagens da vacina € que tem se quer ser tomada todos 0s anos, ou seja a prote¢céo
nao € continua uma vez que as estirpes que vao ser colocadas na vacina séo escolhidas
9 a 10 meses antes com base nas estirpes circulantes e/ou com potencial de circulacao
(Rodrigues et al., 2007). Em Portugal a vacina utilizada no ano 2019 e 2020 foi a Influvac
Tetra®. Esta vacina é trivalente, ou seja, contém 3 tipos de virus inativado: Influenza A
H1N1, H3N2 e do virus influenza B.

- SARS-CoV-2

O nome de SARS-CoV-2 vem de Sindrome Respiratéria Aguda Grave —
Coronavirus 2. Foi detetado a primeira vez em Dezembro de 2019, na cidade de Wuhan,
na China. E uma doenca zoonética, ou seja, é transmissivel entre animais e pessoas
(Astuti, 2020). Segundo a WHO no final de Agosto de 2020 mais de 25,8 M de pessoas
foram testadas como positivo para este virus, e mais de 850.000 mortes em todo o

mundo.
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O virus é envelopado, esférico, com cerca de 120 nm de didmetro. O seu
genoma de RNA, de cadeia simples positiva (+ssRNA), est4 associado a proteina N
para formar a nucleocdpside (figura 23) (Astuti, 2020).

o ~<+—————————— Spike glycoprotein
A trimer (S)
Nucleoprotein (N)
and RNA genome

Membrane protein

M

.

o —— Envelope small membrane protein
pentamer (E)

Figura 23 — Estrutura do SARS-CoV-2. Fonte: “Betacoronavirus”, Viral Zone, Swiss Institute of
Bioinformatics (2020).

O virus consegue entrar nas células do corpo humano através dos recetores
ACEZ2 que se encontram em varios 6rgdos do nosso corpo, como o coragdo, pulmdes,
rins e o trato gastrointestinal, facilitando a entrada do mesmo (Astuti, 2020). Esta ligacdo
depende da glicoproteina com o recetor ACE2 para internalizagdo. A internalizagédo
resulta no desencapsulamento do RNA viral no citoplasma, que vai sofrer a traducéo e
vai gerar poliproteinas de replicase ppl e pplb que sdo posteriormente clivadas. A
replicagdo do virus envolve o deslocamento da estrutura ribossémica durante o
processo de traducdo e vai gerar réplicas gendmicas e multiplas espécies de RNA sub-
genodmica por transcricao necessaria para proteinas virais relevantes. A “montagem” do
virido ocorre através da interaccdo do RNA viral e da proteina presente no RE e no
complexo de Golgi. Estes viribes vao ser posteriormente libertados das células por

exocitose por vesiculas (figura 24) (Kumar, Nyodu, Maurya, & Saxena, 2020).

Universidade Lusofona de Humanidades e Tecnologias, ECTS 28



DESENVOLVIMENTO DE NOVAS VACINAS ANTI-VIRAIS: DA BANCADA ATE AOS PLANOS DE VACINAGAO

Patricia Vanessa da Silva Nunes

oA
o~ Attachment and entry
o
SARS-CoV-2
‘)T ACE2 receptor
ngy
l Uncoating
Genomic RNA ( a
poskive) m
Translation of
RFls o s BT @
and ORF1b &' 3
l, Replication/Translation
3 s 5' Negative
S' . s RoughER '
5 k==t b3 CRERS ™
5 =€ budding
mRNAs| 5 B Translation /
5 6
s i 7ar7b m
SN L
sh L N/gb
5 =) | B 3' Positive

Figura 24 — Ciclo replicativo do SARS-CoV-2. Fonte: Kumar et al.,( 2020).

1.3. Vacinas
1.3.1. Histéria da vacina

Na China, 1000 aC, a variola era endémica. Na tentativa de resolver este
problema, foi desenvolvida a pratica da variolacdo, que consistia na inoculacdo
deliberada do virus da variola. No século XV os chineses também documentaram o uso
da variolagdo, através de um método chamado de “insuflagdo nasal’, em que as
pessoas, como forma de protecdo, inalavam crostas secas de lesbes de variola, tipo
rapé (tabaco que era inalado em vez de fumado), ou em modificagbes posteriores,
inocularam o pus de uma lesdo de um arranhdo no antebraco (Gomes, 2003). Este
método foi praticado durante séculos e mostrava ser altamente eficaz como prevencgéo
mas havia sempre um risco associado, visto que o resultado da inoculacdo nunca foi
dado como certo (Cann, 2012).

Este método acabou por ser levado para a Europa Ocidental, até que no século
XVIII, Lady Mary Montagu, mulher do embaixador inglés em Istambul, usou 0 mesmo
método mas extraindo o liquido de uma crosta de variola e introduzindo na pele de
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individuos saudaveis, diminuindo assim a taxa de mortalidade por variola. O método foi
implementado na Europa Ocidental, e foi largamente utilizado em Inglaterra e nos EUA
até virem a publico as investigagfes do médico inglés Edward Jenner, publicadas em
1798 (Gomes, 2003).

Jenner também investigou uma crenga, comum entre 0S camponeses, de que 0S
trabalhadores que lidavam com vacas doentes, infetadas com variola das vacas, e que
desenvolviam pustulas semelhantes a dos animais — uma condi¢ao benigna chamada
de vaccinia, que significa vaca em latim, mas ndo eram contagiados com a variola.
Jenner inoculou um rapaz de 8 anos saudavel, que nunca tinha tido variola nem
vaccinia, com pus da variola das vacas. O rapaz teve sintomas benignos de vaccinia e
posteriormente foi inoculado com o virus da variola humana e ndo desenvolveu a
doenca.

Por volta de 1885, Pasteur desenvolve a vacina e o tratamento contra a raiva,
uma doenca viral fatal, em geral transmissivel ao homem pela mordedura dum mamifero
infectado (N. S. D. O. Santos et al., 2015).

Desde Jenner, a vacinacao tem permitido manter o controlo de mais de uma
dezena de doengas infeciosas, em pleno século XX.

Apesar de ndo terem a sofisticagdo das vacinas actuais, as vacinas anteriores a
22 Guerra Mundial foram suficientemente eficazes para reduzir drasticamente a
morbilidade e mortalidade causada por varias doencas, dando credibilidade aos
programas de prevencao contra doencas infeciosas (Gomes, 2003).

Em Portugal, o Plano Nacional de Vacinacao (PNV) teve inicio em 1965, com o
objetivo de vacinar a populagdo, especialmente as criangas, de forma organizada,
universal, gratuita e com continuidade. Podemos verificar em que ano se deu a entrada
de certas vacinas virais. As alteragfes mais recentes ao PNV em Portugal séo: a
administracdo da vacina contra o Papilomavirus humano em rapazes a partir dos 10
anos e a vacina contra o rotavirus em criangas de grupo de risco, ambas a partir de
Outubro 2020 (tabela 2).
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Tabela 2 — Resumo da evolucéo da vacinacdo do PNV em Portugal — Introducéo e retirada de
vacinas entre 1965 e 2020 — Tabela adaptada de Fernandes, Teresa, Freitas, Graga,
“Atualizacdo do Programa Nacional de Vacinagédo: PNV 2017”, 2017; Mendes, Diana, Bessa,

Sandra, “Nota de Imprensa — Programa Nacional de Vacinagao atualizado em 2020”, 2019

1965 1974 1980 1984 1987 1993 2000 2006 2008 2015 2016 2020

Variola

Poliomielite

Sarampo

Rubéola

Parotidite
epidémica
(Papeira)

Hepatite B

Papilomaviru

s humano

Virus do
Papiloma
humano (nos

homens)

Rotavirus

O PNV foi sendo atualizado desde de 1965, principalmente em duas vertentes:
e A introdugéo progressiva de vacinas no PNV, sendo este determinado por
fatores epidemioldgicos e pela disponibilidade de novas vacinas, mais eficientes
e mais seguras;
e Atualizacdo dos esquemas vacinais para uma melhor adaptagédo e adesdo ao
PNV (Fernandes & Freitas, 2017).

Entre 1900 e 1973 o uso das vacinas estava restrito a paises industrializados,
deste modo a cobertura geogréfica a escala mundial era muito heterogénea. Hoje em
dia, em que a vacinagao foi implementada em grande escala, continuamos a observar
0 aparecimento de epidemias de doencas infeciosas. Até a data, apenas a variola foi
erradicada mundialmente (Korsman et al.,, 2012). A primeira implementacdo de
vacinagdo em grande escala deu-se com a variola, com o inicio em 1956 com a
colaboracdo da WHO. O principal objetivo foi erradicar a doenca. Deste modo
conseguiu-se uma grande cobertura e em 1960 iniciou-se uma estratégia para identificar
e isolar os casos, fazendo uma pesquisa e vacinar os individuos que estiveram em

contato com pessoas infetadas. A doenca foi erradicada por volta de 1960 nos paises
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industrializados e por volta de 1977 a escala mundial. Com este sucesso, a WHO criou
em 1974 o programa “Expended Programme of Immunization” (EPI). Este programa
incluia seis vacinas: difteria, poliomielite, tétano, tosse convulsa, tuberculose e sarampo,
mais tarde foram adicionadas a da febre-amarela e da hepatite B. Esta sele¢éo foi feita
com base na alta morbilidade destas doencas e na disponibilidade de vacinas baratas
(Gomes, 2003).

Ao longo dos anos foram feitas algumas campanhas de vacinagdo para uma
maior adesao a vacinacao em Portugal (figura 25). Em Portugal, desde a sua criagdo, o
PNV foi sempre pautado por caracteristicas essenciais que marcaram 0 Seu Sucesso
sendo as mais essenciais o facto de ser gratuito, financiado pelo estado e ser
administrado por pessoas de confianga e em locais seguros (figura 26) (Fernandes &
Freitas, 2017).

1965 - 1966

Poliomielite

1973 -1974

Sarampo

2009 - 2011

InfecGes por
HPV

Hepatite B

2006 - 2008

Doenga Invasiva
Meningocdcica C

Figura 25 — Data de algumas campanhas de vacinagdo de 1973 a 2011 em Portugal. Fonte:
“Programa Nacional de Vacinacao — 2017”, site consulta: https://www.dgs.pt/em-destaque/novo-

programa-nacional-de-vacinacao-pdf.aspx consultado a 04-01-2020
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Figura 26 — Caracteristicas essenciais da vacinacdo. Fonte: Fernandes, T.; Freitas, G.;

“Atualizacédo do plano nacional de vacinagdo PNV 2017”, DGS, 2017.

Nestes 54 anos, o desempenho do PNV tem sido notavel, principalmente pela
aceitacdo e adesdo por parte do publico, que permitiu alcancar anualmente grandes
coberturas vacinais, tanto na vacinagdo de rotina como em campanhas de vacinagao.
Cerca de 95% das criangas com 1, 2, 7 e 14 anos de idade em 2015 tinham o PNV
cumprido. Nos adultos, 76% dos que completaram 65 anos em 2015 tinham a vacina
contra o tétano e difteria atualizada. Criangas de 8 a 18 anos de idade em 2015, 95% a
98% estavam vacinadas com duas doses da vacina contra sarampo, parotidite
epidémica e rubéola, cumprindo assim um dos objetivos do Programa Nacional de
Eliminagdo do Sarampo. A vacina contra HPV de 4 gendtipos foi introduzida no PNV em
2008 em raparigas de 13 anos de idade, complementada com uma campanha que
ocorreu entre 2009 e 2011. Como resultado destas medidas, 84% a 92% das raparigas
com idades entre os 15 e os 23 anos, estavam vacinadas com o esquema de 3 doses
da vacina HPV4. Estes resultados sdo exemplares a nivel mundial (Fernandes, 2019).

Em Portugal, até 2017, houve 6timos resultados com a implementacao da
vacinacdo, temos registo de uma doenca erradicada, a variola, cinco doencas
eliminadas, a poliomielite, difteria, sarampo, rubéola e tétano neonatal, sete doencas
controladas, Tétano, N. meningitidis C, H. influenzae, hepatite B, parotidite epidémica,
tosse convulsa e tuberculose, e como expetativa, o controlo do cancro do colo do Utero
(HPV) e S. pneumoniae (Fernandes & Freitas, 2017).
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1.3.2. Tipos de Vacinas

As vacinas sdo preparacbes farmacoldgicas constituidas por substancias
imunogénicas capazes de induzir imunidade contra patégenos (Suh, Shin, & Kim, 2014).
O desenvolvimento de vacinas profilaticas foi revolucionario para a saude publica.
Tornou-se possivel provocar de modo intencional uma resposta imunitaria que suprime
a proliferacdo do virus e a doenca a ele associada (Suh et al., 2014).

Os varios tipos de vacinas séo:

e Vacinas inativadas: Sao produzidas com virus inativos, ndo séo tdo potentes
como os atenuados, mas mantém geralmente a imunogenicidade suficiente para
induzir uma resposta por parte do sistema imunitario. Este tipo de vacina €
bastante segura, visto que ndo ha risco de multiplicacdo do agente que compde
a vacina no organismo, mas tem uma desvantagem uma vez que induzem uma
imunidade geralmente menos duradoura, o que implica muitas vezes a
necessidade de repetir as doses da vacina, aumentando o custo e reduzindo a
taxa de adesdo. Este tipo de vacina confere uma protecdo essencialmente
através da inducéo de células T CD4* e de mecanismos humorais (Kang, Kim,
& Compans, 2012).

e Vacinas vivas atenuadas: sdo formas de microorganismos em que a sua
viruléncia é comprometida para inibir a ocorréncia da doencga, mas apenas 0
suficiente para manter a sua imunogenecidade. Esta vacina tem como vantagem
o envolvimento de todos os componentes do sistema imunitario, conseguindo-
se assim uma resposta imunitaria completa e com uma duragdo em geral mais
longa. A desvantagem é o facto de poder provocar varios efeitos adversos, e o

grau de atenuacao pode induzir uma resposta imunitaria baixa (Suh et al., 2014).

Ambas vacinas tém sido bem-sucedidas, contudo, o desafio nesta area é
crescente. Tenta-se desenvolver novas estratégias de vacinas com capacidade de
induzir uma boa resposta imunitaria, tanto em doencas infeciosas virais agudas como

nas doencas infeciosas virais cronicas (Berzofsky et al., 2004).

¢ Vacinas de DNA: Sao uma estratégia promissora para imuniza¢do contra uma
variedade de agentes patogénicos. Tém o potencial para induzir potentes
respostas imunes celulares e podem ser administradas repetidamente. S&o
vacinais estaveis, extremamente faceis de manipular, de fabricar e seguras,

permitindo que sejam geradas novas vacinas muito facilmente. Estas vacinas
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sao constituidas por um plasmideo bacteriano, € o vetor mais utilizado neste tipo
de vacinas. A vacina é baseada na tecnologia do DNA recombinante que envolve
a transferéncia de um determinado gene (transgene), que codifica uma proteina
(imunogenio), dentro de um vetor de expressdo para células eucariéticas, as
vacinas de DNA geneticamente modificado e expressos in vivo tém como
objetivo induzir a resposta imunitdria contra os antigénios recombinantes
codificados, imitando as infecbes naturais (Kano, Vidotto, & Vidotto, 2007).
Podemos observar alguns fatores importantes para a formulacdo e inoculacéo
de vacinas de DNA para melhorar a eficiéncia da transfegdo in vivo e a
imunogenicidade do antigénio (figura 27).

Gene antigénio

Entrega de plasmideo
-Administragao:
plasmidec Intramuscular
i Intradérmico
Mucosa
-Sistema de entrega assistida por:
Dispositivo
Injegdo sem agulha
Microagulha
Eletroporagio
Formulagéo com reagente de entrada celular
-Estratégia de dosagem
Vacinagao com reforgo primario

Produgao antigénio: Resposta do hospedeiro ao

- Amplificadores de antigénio:

expressaoc - Tipo de antigénio codificado
codificados por - Adjuvante imuncestimulador
plasmideo - Trafego pds-tradugio para
- Dtimizagéo de células hospedeiras
Codbes especificas

Célula hospedeira Antigénio
transfectada

Figura 27 — Fatores chave considerados no projeto, formulacéo e inoculacdo de vacinas de DNA
para melhorar a eficiéncia da transfecdo in vivo e a imunogenicidade do antigénio — Figura
adaptada de: Yi, Lee, lzzard, & Hurt, (2018).
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e Vacinas baseadas em proteinas recombinantes: sdo produzidas através de
sistemas heter6logos de expressao de proteina, como bactérias, leveduras ou
baculovirus (Geels & Ye, 2010). Estas vacinas dependem da aptidao de um ou
varios antigénios para induzir imunidade contra o agente patogénico em causa.
Apresentam algumas vantagens, tais como a ndo manipulacdo do agente
patogénico durante a producdo e podem ser produzidas mesmo quando existe
pouca informacdo do agente patogénico (Nascimento & Leite, 2012). Dentro
desta categoria temos as vacinas baseadas em VLP’s (Particulas Semelhantes
a Virus): as VLP’s ndo tém invélucro. Caracterizam por ter uma morfologia
semelhante ao virus sem, contudo, conter o DNA viral, responsavel pelos danos
da infeccdo por esse agente (Zardo et al.,, 2014). Ja foram licenciadas duas
vacinas contra o HPV baseadas em VLP’s — a Gardasil®, que € produzida a
partir de leveduras e a Cervarix® produzida a partir de células de insecto. Em
ambas as vacinas a proteina da capside L1 é capaz de se “montar” sozinha e de
formar VLP’s imunogénicas, capazes de induzir elevados titulos de anticorpos
neutralizantes (Ma et al., 2012).

e Vacinas baseadas em vetores virais: sao utilizados virus atenuados, nao
patogénicos, como vetor para genes que codifiguem antigénios, estimulando
tanto a imunidade humoral como a celular (Da Silva & Richtmann, 2006). Os
vetores sdo manipulados para aumentar a seguranca e a imunogenicidade.
Vacinas baseadas no vetor de virus sdo veiculos utilizados para a entrega do
gene de interesse a célula hospedeira para a expressao. Vai ocorrer a insercao
de material genético que codifica antigénios no genoma de um virus inofensivo
resultando na criagdo de um virus recombinante. Estes vetores ativam a
imunidade inata sem risco associado a patogenicidade ou infegdo. Podem ser
produzidos a partir de culturas celulares em grandes quantidades (Singh et al.,
2010).

e Vacinas baseadas em vetores nédo virais. Ainda nenhuma vacina licenciada usa
este método, mas estdo varias a ser estudadas (Callaway, 2020). Estes vetores
sdo geneticamente modificados para que nao possam se replicar. Depois sdo
modificados para produzirem proteinas de modo a provocar uma resposta imune
guando administrados. Este tipo de vacina tem atraido grande atencao devido
as suas vantagens que estes vetores tém em relacao aos vetores virais, tal como
uma maior seguranca, resposta imunitaria mais reduzida, facil preparacao a
baixo custo e em grandes quantidades e a possibilidade de armazenar durante

longos periodos de tempo (Pereira, 2014).
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e Vacinas baseadas em péptidos: sédo constituidas por fragmentos imunogénicos
de proteinas virais e sdo obtidas laboratorialmente. Estas vacinas induzem uma
resposta muito especifica porque o péptido é apresentado pelas moléculas do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC) as células T CD4+ e CD8+,
desta forma, é uma das vantagens destas vacinas relativamente as outras.
Contudo, para a indugéo destas células é necessério a existéncia de células T
disponiveis para reconhecer o péptido (Huber, van Beek, de Jonge, Luytjes, &
van Baarle, 2014).

1.3.3. Estratégias de producao de vacinas

Existem varias estratégias de producdo de vacinas, que iram ser descritas de

seguida, apresentando também algumas vantagens e desvantagens das mesmas.

e Vacinas produzidas em ovo: Foi por volta de 1930 que foi iniciada a producao
com alguns virus, como por exemplo o da variola. Este tipo de vacinas requerem
meses de producao para se obter quantidades suficientes de antigénio, afetando
assim a disponibilidade das vacinas. Existem outras limitagbes, como a
necessidade de obter aves certificadas, a adaptacdo da estirpe do virus, a
possivel contaminacao dos ovos e a contra indicagédo da administracdo da vacina
em pessoas alérgicas a proteina do ovo (Tang, Zhang, Toro, Shi, & Van Kampen,
2009). Estdo descritas algumas vacinas em meio de cultura biologica de

embrides de galinha (tabela 3).

Tabela 3 — Vacinas produzidas em meio de cultura biol6gica derivado de embriées de galinha.
Tabela adaptada de: Alves, Gaspar, Angela, & Ferreira (2007).

Vacinas Virais Meio de desenvolvimento
Febre-amarela Embrido de galinha

Influenza Liquido extra-embrionéario de galinha
Raiva

Sarampo Fibroblastos de embrido de galinha

Parotidite epidémica

e Vacinas independentes do ovo: devido as limitacdes que foram descritas

anteriormente das vacinas produzidas em ovo, desenvolveram novas estratégias
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z

de producdo. Uma delas é entdo a producdo a base de cultura de células.
Apresentam um tempo de producdo mais curto comparativamente com a vacina
anterior, sdo fabricadas em biorreatores fechados para reduzir ao maximo
contaminagdes exdgenas (Singh et al., 2010). E um método de producao fiavel,
flexivel e permite o crescimento de uma ampla gama de estirpes de virus. Tal
como a anterior apresenta algumas limitagdes tais como: risco de contaminagao,
exigéncia de novas instalagbes para producdo, instabilidade das células e
dificuldade de identificar as células apropriadas para a producdo das vacinas
(Chua & Chen, 2010).

e Particulas semelhantes a virus - VLP’s: sdo nanoparticulas constituidas por
capsides proteicas desprovidas de material genético tornando-as nédo infeciosas,
mas sdo capazes de promover a interagdo ligando-recetor, aumentando a
resposta imunitéria (Kang et al., 2012). Podem ser produzidas por um sistema
de expressdo de baculovirus e células de insectos permitindo a producdo em
larga escala, mas também pode ser produzido por um sistema de expressao a
base de plantas. Esta estratégia é mais segura visto que nao ha o risco de
infecgcBes em humanos por agentes virais das plantas. Existem dois métodos de
inoculagéo, infetar a planta com o vetor do virus ou inocular por agroinfiltracao
as plantas, isto é, através da incorporacdo do vetor do virus na bactéria
Agrobacterium tumefaciens e infiltrando-a na folha através de uma seringa ou
em vacuo. Os mais utilizados séo o TMV, virus da batata X (PVX) e os virus do
mosaico do pepino (Hefferon, 2014).

1.3.4. Vias de imunizacéo

As vias de imunizagdo sdo muito importantes, visto que podem influenciar
grandemente a imunogenicidade das vacinas.

e Via intramuscular: este tipo de via permite uma rapida absorcéo (cerca de 20
minutos) e é ideal quando se tem que administrar uma quantidade superior de
volume (comparado com a via subcutanea).

e Via subcutanea: este tipo de via serve para manter um fluxo mais lento da vacina
pelos capilares sanguineos. Tém que ser administrada em quantidades
pequenas, geralmente 1 mL.

e Via transdérmica: € uma via vantajosa devido aos beneficios da pele, pois

debaixo do estrato corneo hd uma rede de células apresentadoras de antigénios.
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Através das microagulhas consegue-se uma maior eficacia pois deste modo
consegue-se atingir as células apresentadoras de antigénio. (Suh et al., 2014).

e Viaintranasal: esta via ndo requer a utilizagéo de agulhas, logo é bastante aceite
por pessoas com fobia a agulhas e criangas. Esta via tem a capacidade de
induzir imunidade especifica para o antigénio, a nivel sistémico e a nivel da
mucosa. Deste modo, vai proporcionar uma protecdo contra organismos
patogénicos que o primeiro contato seja a superficie de uma mucosa, como por
exemplo o HPV, o virus influenza, entre outros (Staats & Thompson, 2011). Nas
vacinas baseadas em VLPs, foram observadas imunidade protetora quer por via
intranasal quer por via intramuscular. No caso do HPV, a administracdo da
vacina via nasal induziu titulos elevados de anticorpos na vagina. Na
administracdo da vacina via vaginal, também foram detetados elevados titulos
de anticorpos no colo do utero. Logo, a combinagcdo de ambas as vias de
administracdo pode ser um método promissor utilizado para prevenir tanto a
infecdo inicial como a disseminagédo do virus (Gersch, Gissmann, & Garcea,
2012).

e Via oral: Estudos demonstram que a vacinagdo através da mucosa oral é muito
eficaz. A area bucal tem acesso direto a circulagcdo sistémica através da veia
jugular interna, o que permite que a substancia ativa evite a hidrolise acida no
trato gastrointestinal e contorne o metabolismo hepético de primeira passagem.
Deste modo leva a uma alta disponibilidade do medicamento e consegue-se
reduzir a quantidade da dose. A permeabilidade da mucosa bucal é
aproximadamente 2-2.000 vezes maior que a da pele mas menor que a do
intestino. Uma das desvantagens é que a area bucal € menor comparativamente
com as outras areas de absorcao (estbmago, intestino) e a degluticdo da saliva
pode potencialmente levar a perda de farmaco dissolvido ou suspenso e levar a

remocao involuntaria da forma de dosagem (Uddin, Allon, Roni, & Kouzi, 2019).

1.3.5. Comparagdo da eficicia/seguranca e custo/beneficio entre

vacinas

Estd comprovado que a vacinacdo € eficiente na prevencdo de doencas
infeciosas graves. As vacinas sdo um dos produtos farmacéuticas com melhor relagéo
custo/beneficio, comparado com os farmacos que precisam de ser administrados a
longo prazo em caso de doenga. Antes de obter uma licenga, as vacinas séo testadas

em ensaios clinicos controlados randomizados. Estes ensaios servem principalmente
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para avaliar a seguranca e eficacia da vacina e identificar possiveis efeitos adversos.
Alguns efeitos adversos sé ocorrem passado muito tempo apés a vacinagdo, sendo
assim existem dois sistemas de vigilancia, o Vaccine Adverse Event Reporting System
(VAERS) e o Safety Datalink Vaccine (VSD) que foram criados para monitorizar a
seguranca das vacinas apdés o seu licenciamento. O VAERS é co-patrocinado pela Food
and Drug Administration (FDA) e pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC)
(Smith, 2018).

O beneficio das vacinas sé pode ser demonstrado através de ensaios clinicos
de qualidade, ja que se trata de uma acéo preventiva. Mesmo usando as vacinas mais
seguras disponiveis no mercado, a vacina¢do ainda induz um conjunto de efeitos
adversos, raros, mas o suficiente para por vezes levantar questdes acerca do perfil de
seguranca das vacinas (Orensteina & Ahmedb, 2017).

A variola € um dos exemplos em que se conseguiu a erradicagdo de uma doenga
através da vacinacdo. Segundo a WHO, num periodo de 10 anos, os custos do
programa de erradicagdo foram de 100 milhdes USD mas conseguiu-se poupar num
total de 1.35 mil milh6es USD em tratamentos.

A poliomielite € uma doencga viral e muito infeciosa, que invade o sistema nervoso
e pode causar paralisia parcial ou total. 1 em cada 200 casos pode resultar em paralisia
irreversivel. Nos anos setenta, com a vacinagdo nos EUA e em lItalia, conseguiu-se
calcular que seriam evitadas 855.000 mortes, 4 milhdes de casos de paralisia e 40
milhdes de DALY’s (Disability Adjusted Life Years) em caso de vacinagéo, globalmente.
O programa da vacinagdo contra a poliomielite custara cerca de 67 bilides de USD se
continuarem os esfor¢cos de erradicacdo e subsequente suspensao da necessidade de
vacinacao, e os custos de cuidados médicos evitados entre 1970 e 2050 serdo de 128
milhdes de US délares (Carneiro, Belo, Gouveia, Costa, & Borges, 2011).

Em relacdo ao HVP, a vacinacdo em criancas com 12 anos de idade ronda os
58 milhdes de meninas, e o custo das mesmas esté entre os 4500 milhdes de USD, mas
foram impedidos 690.000 casos de cancro no colo do utero e 420.000 mortes também
relacionadas com o cancro do colo do utero (Jit, Brisson, Portnoy, & Hutubessy, 2014).

Foi avaliada a eficacia das vacinas contra o0 HPV em ensaios clinicos utilizando
lesBes de CIN (neoplasia cervical intraepitelial) de grau 2 ou superior (CIN2+), de grau
3 ou superior (CIN3+) e em infe¢cBes persistentes de 6 meses por HPV, em mulheres
com idade inferior a 25 anos e com as trés doses de vacina, mulheres com idade
superior a 25 anos e com as trés doses da vacina e também a duragéo da protecdo por
mais de cinco anos apos vacinagdo em mulheres entre 0s 16 e 25 anos de idade (Murillo
& Orddnez-Reyes, 2019). Esta comprovada a eficacia da vacina e a mais-valia que

advém da sua administragéo tanto em mulheres com idade inferior a 25 como em idade
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superior a 25, visto que a sua percentagem de eficacia nunca é inferior a 91% (tabela
4) (Murillo & Ordofiez-Reyes, 2019).

Tabela 4 — Estudos clinicos sobre a eficacia da vacina contra HPV — tabela adaptada de: Murillo
& Ordofiez-Reyes (2019)

No geral

Vacina Bivalente

Vacina

Quadrivalente

No geral

Vacina Bivalente

Vacina

Quadrivalente

No geral

Vacina Bivalente

Vacina

Quadrivalente

Muitos paises de médio e alto rendimento verificaram uma reducéo na incidéncia
e mortalidade por cancro do colo do utero apenas pela introducéo da citologia. Embora
seja um exame que esta disponivel na maior parte dos paises do mundo, este exame &
insustentavel na maioria dos paises de baixo rendimento (Murillo & Ordofiez-Reyes,
2019).

As infecdes pelo virus influenza sé@o responséaveis por 30.000 mortes, mais de
200.000 hospitalizagBes e mais de um milh&o de consultas ambulatorias, isto apenas
nos EUA. Vacinar pessoas entre os 15 e 0s 65 anos de idade com a vacina contra a
influenza economiza cerca de 25 USD por pessoa, pois é 0 que se gastaria a mais se a
pessoa nao fosse vacinada e tivesse que receber tratamento. Por isso, também neste
caso, vacinar € um beneficio e compensa em muito o custo gasto na vacinacao
(Muennig & Khan, 2001).
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2. METODOLOGIA

Como objetivo de recolha de dados apresentada nos tépicos de resultados
seguintes, foi feita uma recolha de informacdo maioritariamente através da base de
dados “WHO vaccine-preventable diseases: monitoring system. 2020 global summay”
da WHO, que estado disponiveis para consulta no site:

“https://apps.who.int/immunization_monitoring/globalsummary” (figura 28).

Organization

WHO vaccine-preventable diseases: monitoring system. 2020 global summary

Last updated 15-July-2020 (data as of 30-June-2020) m

Next overall update Fall 2020
[ Double click on or select @ country name and click OK__
‘Afghanistan

Albania

Algeria

Andorra

Angola

Antigua and Barbuda
Argentina

[Armenia

Australia

Austria

Azerbaijan

Bahamas

Bahrain

Bangladesh

Barbados

Belarus

Belgium

Belize

Benin

Bhutan

Bolivia (Plurinational State of)
Bosnia and Herzegovina
Botswana -

Figura 28 — Exemplo do modo de pesquisa na base de dados no site WHO

De seguida, escolhendo pais a pais dos 194 paises, aparece 0 ano de
introducdo/vacinacdo de algumas vacinas, entre elas vacinas anti-virais (figura 29).
Entdo deste modo, toda a informacdo foi transferida para Excel. Os dados foram
recolhidos para os 194 paises listados e apenas para as vacinas anti-virais com
informacéo disponivel, sendo elas a vacina contra: Rotavirus, Hepatite B, Encefalite
Japonesa, Febre-amarela, Poliomielite (IPV) e uma vacina tripla contra o Sarampo,
Rubéola e a Papeira (RCV). Assim foi possivel contabilizar o nUmero de paises que
introduziram cada vacina e em que ano e construir um grafico com essa informacao.
Apenas foi contabilizado vacinas introduzidas depois do ano 2000 e até 2019. As

vacinas introduzidas antes desse ano nao foram contabilizadas neste estudo.
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WHO vaccine-preventable diseases: monitoring system. 2020 global summary

Coverage time series for Equatorial Guinea (GNQ)
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Figura 29 — Formato em que os dados dos paises que introduziram vacinas anti-virais séo
apresentados na base de dados da WHO
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3. VACINAS ANTIVIRAIS QUE ENTRARAM NO PLANO DE SAUDE, A NIVEL
MUNDIAL

Desde o ano 2000 até 2019 a populacéo a nivel global passou de 6,103.694 mil
milhdes para 7,586.693 mil milhdes. A razdo para o aumento populacional e diminui¢do
do namero de ébitos deve-se em grande parte a vacinagao, a sua evolugao e introducdo
de novas vacinas no Plano de vacinacao de inUmeros paises. Infelizmente nem toda a
populacdo mundial tem acesso a todas estas vacinas, porgue 0 pais ainda nao
introduziu a mesma ou porque 0 pais ndo comparticipa a vacina e 0 seu custo é
impedimento para a sua administragdo sem qualquer tipo de comparticipagdo. Mas
felizmente os Planos de Vacinacdo estdo sempre em alteracdo e adaptagéo. A titulo de
exemplo, pelo menos duas vacinas estdo a ser incluidas no plano em Portugal e que
estdo a ser introduzidas anualmente noutros paises.

Neste estudo esta assinalada a introdugéo de seis vacinas em todos os 194
paises, sendo essas vacinas contra o Rotavirus, Hepatite B, Encefalite Japonesa,
Febre-amarela, Poliomielite (IPV) e uma vacina tripla contra o Sarampo, Rubéola e a
Papeira (RCV) (figura 30).
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NUmero de paises que introduziram vacinas anti-virais entre 2000 e 2019
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Figura 30 — Numero de paises que introduziram algumas vacinas anti-virais de 2000 a 2019 de
acordo com a base de dados da WHO. RCV - vacina triplice viral contra o sarampo, rubéola e

papeira. IPV — Vacina inativada contra poliomielite
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Figura 31 — NUmero total de paises que introduziram algumas vacinas anti-virais entre 2000 e
2019 de acordo com a base de dados da WHO — As vacinas sdo: RCV, Rotavirus, Hepatite B,
Encefalite japonesa, Febre-amarela
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Entre 0 ano 2000 e 2009 houve 283 introducdes de vacinas anti-virais, entre as
que foram mencionadas anteriormente, a nivel global (figura 31). O esperado nos
resultados obtidos seria que as vacinas anti-virais fossem introduzidas mundialmente,
apoés a sua comercializacdo. Deste modo, esperava-se ver um decréscimo no nimero
de introducdes de vacinas ao longo dos anos, mas néo foi isso que se verificou na figura
30.

A vacinacdo contra o Rotavirus, continua a ser bastante inferior do que se
deveria esperar, visto que ainda ha registo de muitas mortes provocadas por diarreia
nos bebés, a percentagem de vacinagéo contra o rotavirus devia de ser muito maior ao
longo dos anos.

A vacina contra o rotavirus foi aprovada pelos EUA em 2006. Existe, atualmente
gquatro vacinas: Rotarix®, Rotateq®, Rotasiil® e Rotavac®. As mais utilizadas sdo a
Rotarix® e a Rotateq®, pois demonstram uma boa eficacia contra infe¢cbes pelo
rotavirus em ensaios clinicos (Vanderslott, Dadonait, & Roser, 2019).Em 2014, foi
aprovado que a partir de 1 de Julho de 2014, bebés com menos de 15 semanas serao
elegiveis para a vacinag¢ao gratuita contra o virus, com a vacina Rotateq®, mas nao foi
aplicado em todos os paises (Vanderslott et al., 2019), mas como se pode verificar na
figura 30, nesse ano houve um aumento do nimero de paises a introduzir a vacina.
Entre 2008 e 2016, a introducédo da vacina contra o rotavirus reduziu em 40% o ndmero
de internacdes hospitalares relacionadas a diarreia, segundo a WHO. As taxas de
imunizacdo ainda sdo muito baixas. Os principais fatores pela introducéo da vacina sao
0s encargos das doencas diarreicas, a disponibilidade financeira e um clima favoravel
politico as vacinas. Esta vacina € apenas administrada a crian¢cas, mas a cobertura
global ainda é muito baixa. Estima-se que apenas 39% das criangas menores de um

ano de idade foram vacinadas em 2019 (figura 32) (Vanderslott et al., 2019).
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Percentagem de criancas vacinadas contra Rotavirus
globalmente entre 2015 e 2019
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Figura 32 — Percentagem de criancas vacinas contra o Rotavirus entre 2014 e 2020 globalmente
- Vanderslott et al., (2019).

A principal razdo pela qual a vacina néo foi j4 introduzida em mais paises prende-
se com o facto de a doenga ndo provocar muitas mortes em paises desenvolvidos e o
custo da vacina poder ser elevado, pois ha maior parte dos paises ndo entra no Plano
Nacional de Vacinagéo (PNV). Em Portugal, no ano 2020 a vacina do Rotavirus vai ser
implementada no PNV, mas apenas abrange os grupos de risco, que ainda estéo por
definir em Norma da Direcdo Geral da Saude (Despacho n.° 12434/2019 do Ministério
Da Saude, 2019).

Em relac@o a Hepatite B, € uma infecdo viral que ataca o figado e pode causar
doencas agudas e cronicas. E um grande problema de salde global e é o tipo mais
grave de hepatite viral. Estima-se que cerca de 780.000 pessoas morrem a cada ano
devido a consequéncias da hepatite B, como cirrose hepéatica e cancro de figado. O
virus € muito contagioso e transmissivel, através de contato com sangue ou outros
fluidos. A WHO recomenda que todas as criangas recebam a primeira dose da vacina o
mais rapido possivel apdés o nascimento. A dose de nascimento deve ser seguida de 2
ou 3 doses para completar a série primaria. Nao ha necessidade de uma dose de reforco
da vacina, visto que a protecéo dura pelo menos 20 anos e é possivel durar a vida toda.
Avaliando os resultados obtidos, a recolha de dados foi acerca da vacina monovalente
VHB, ndo houve muitos paises a introduzir a vacina, desde 2009 a vacina foi introduzida
em 103 paises, porque a grande maioria ja a introduziu antes do ano 2000, visto ser
uma doenca com muitos anos e uma vacina existente a muitos anos em Portugal foi
introduzida em 1993, por outro lado é possivel verificar que ainda houve 3 paises a
introduzirem a vacina em 2019, Japdo, Noruega e Reino Unido. A vacina ja era

administrada nestes paises, mas néo fazia parte do plano de vacinac¢do. Contudo, as
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taxas de vacinacdo diferem de pais para pais principalmente devido a problemas de
armazenamento, acessibilidade, prioridades e conscientizagéo geral. Em Julho de 2019
a WHO anunciou que 189 paises fornecem a vacina para bebés a nivel nacional mas a
cobertura global da dose de nascimento é de apenas 42%. Em alguns paises a vacina
pentavalente é oferecida, esta vacina protege contra cinco doencas, incluindo a hepatite
B. No entanto ndo pode ser administrada até que o bebé tenha pelo menos 6 semanas
de vida, o que deixa uma lacuna na protecao do bebé. A Global Health Sector Strategy
(GHSS) tem como meta, através de intervencgdes especificas, quer que em 2020 e 2030
90% da populacdo mundial esteja vacinada contra a hepatite B (Global hepatitis report,
WHO, 2017).

No caso da Poliomielite, estima-se que em 1990 existiam 23.390 pessoas
infetadas com a doencga, numero que veio a diminuir ao longo dos anos com o0 aumento
da percentagem de pessoas vacinas. Em 1990 estima-se que em todo o mundo 75%
das pessoas teriam sido vacinadas. Claro que para além do aumento do numero de
pessoas vacinadas, também houve cada vez mais sensibilizacdo e conhecimento
acerca das doencas, 0 que ajudou na sua prevengao. A vacina que foi aqui estudada é
a IPV que é dada por injecdo e na qual o virus esta inativo. Como se pode verificar, nos
anos 2014 a 2018 houve uma maior introducdo da vacina comparativamente com 0s
restantes anos porque houve um grande e constante incentivo da vacinacdo contra a
poliomielite em criancas durante esta altura. No ano 2020 Africa ficou livre da
poliomielite, ou seja, a WHO declarou que a poliomielite foi erradicada no continente
apoés 4 anos sem nenhum caso na Nigéria. Agora apenas o Afeganistdo e o Paquistédo
ainda tém o virus a circular na populacédo. Caso se consiga erradicar a doenca nestes
dois paises, esta sera a segunda doenca a ser erradicada no mundo, depois da variola.
Isto s6 mostra o poder e a importancia da vacinacgao.

O virus da encefalite japonesa (JEV) é um flavivirus, esta relacionado aos virus
da dengue, febre-amarela e Nilo ocidental, e € transmitido por mosquitos. A maioria das
infecbes sdo assintométicas mas os casos clinicos tendem a se manifestar como
encefalite grave e a maioria dos sobreviventes apresentam sequelas neurolégica. Nos
ultimos 50 anos o JEV tem-se expandido gradualmente pela Asia e em algumas partes
da regido do Pacifico Ocidental (Campbell et al., 2011). Os casos reportados
anualmente sdo nas regides tropicais da Asia, incluindo paises como o Jap&o, China,
Filipinas, Coreia, Taiwan, india e todos os paises do Sudoeste Asiatico. Os paises com
epidemias comprovadas sdo a india, Paquistdo, Birméania, Laos, Sri Lanka, Malasia,
Vietname, Indonésia, Singapura, e Filipinas. A infecdo é na maioria das vezes é
assintomatica, mas pode provocar alguns sintomas como febre, mialgia, congestao

nasal, diarreia e vomitos. Ainda nao existe tratamento, logo a vacina é essencial para a
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gestdo da doenca, tanto nos residentes em areas afetadas como em viajantes (Solomon
et al., 2000).

Como se pode verificar na figura 30, € uma vacina que ao longo dos anos foi
adicionada em poucos paises, pois ndo se justifica em alguns ter a protecédo contra este
virus visto que nem sequer hé registo de doencas nesses mesmos paises. Mas é de
maior importancia a vacinag¢ado apods consulta do viajante para uma protecdo individual
contra a doenga quando se viaja para o0s paises atras mencionados. A Singapura tomou
a decisdo de ndo introduzir a vacina contra a encefalite japonesa porque afirma que o
numero de casos em humanos é esporadico e raro. Indonésia, que adicionou a vacina
em 2018 é apenas restringida no Bali.

Conseguimos ter uma ideia das areas de risco de transmissdo do virus da

encefalite japonesa e onde as vacinas foram introduzidas nos ultimos anos (figura 33).

0 1000 2000 4000
] |

Paises com o virus da encefalite jappensa mas sem vacina
introduzida - 9 paises

. Vacina introduzida antes de 2013 - 11 paises

[] vacina intreduzida entre 2013 e 2016 - 3 paises

D Vacina introduzida entre 2017 e 2018 - 2 paises

o] |:| Paises sem transmisséo do virus da encefalite japonesa

Figura 33 — Areas de risco de transmisséo do virus da encefalite japonesa e introduc&o
de vacina. Figura adaptada de: “Relatério epidemiolégico Semanal — WHQO”, Heffelfinger, J.
(2017).

A febre-amarela pertence a familia Flaviviridae e do género Flavivirus do grupo
IV. E transmitida pela picada do mosquito do género Aedes ou Haemagogus. A cada
ano a febre-amarela provoca em média 200.000 infe¢cdes e 30.000 mortes, sendo a
maioria no continente africano. A febre-amarela continua a aparecer em alguns paises

recentemente tais como em Africa (Mali), Brasil, Nigéria e Uganda. Outros paises de
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alto risco sao a Etiopia, Suddo e Uganda. A transmisséo do virus ainda € muito dificil de
se prever. Os paises de alto risco estdo a tomar medidas para a introdugéo da vacina.
Em 2019 o Sudéao recebeu o apoio da GAVI, que mais a frente sera explicado melhor o
objetivo deste grupo, para a introducdo da vacina contra a febre-amarela. Existem
também e Estratégia Eliminar Epidemias de Febre-amarela (EYE) que foi langada em
2017 que apoia 40 paises em risco em Africa e nas Américas para prevenir a
disseminacédo da doenca e conter surtos. Até 2026 esperam que mais de 1 mil milhdo
de pessoa estejam protegidas contra a doenca (Heffelfinger, 2020).

Como se pode verificar na figura 30, houve 27 paises que introduziram a vacina
entre 2000 e 2009, houve um ou dois paises que introduziram em cada ano entre 2010
e 2013 mas depois durante 3 anos nenhum adicionou a vacina. Com a introducéo da
GAVI em 2017, a partir desse ano até 2019, 6 paises ja introduziram a vacina no seu
plano de vacinacdo, mas nenhum deles faz parte dos principais paises de grupo de
risco, visto que a maioria dos grupos de risco sdo paises com baixos rendimentos
economicos e com dificuldades no armazenamento das vacinas.

Por dltimo, temos os dados da vacina contra a Papeira, Sarampo e Rubéola.
Falando um pouco de cada doenga, o virus do sarampo pertence a familia
Paramyxoviridae e do género Morbilivirus. E uma doenca altamente contagiosa, que
pode até levar & morte. Em 2018, apesar das campanhas de vacinagéo e do facto de a
vacina ser segura e econémica, morreram mais de 140.000 pessoas em 2018, a maioria
criangas com idade inferior a 5 anos. Até ao final de 2018, 86% das criancas haviam
recebido uma dose da vacina contra 0 sarampo aos dois anos de idade, e em 171 paises
haviam incluido uma segunda dose da vacina como imunizacao de rotina. 69% das
criancas receberam duas doses da vacina, de acordo com os planos de imunizacao.

A papeira, que tal como o sarampo, também é altamente contagiosa. O virus
pertence a familia Paramyxoviridae. A doenca raramente traz consequéncias graves em
criancas, pode causar meningite ou encefalite mas é raro. Nos adultos pode surgir
alguma complicagdo mais grave, como uma infecéo no testiculo mas raramente provoca
infertilidade. A partir de 1960 comecgaram a aparecer vacinas eficazes contra a papeira.
A rubéola € uma doenca viral contagiosa que geralmente tem sintomas leves nas
criangas. Pertence a familia Togaviridae e ao género Rubivirus. Os casos notificados de
rubéola diminuiram 97%, de 670.894 casos em 102 paises no ano 2000 para 14.621
casos em 151 paises em 2018. Em 2012 comec¢ou uma iniciativa contra o sarampo,
lancada pelo plano estratégico global do sarampo e da rubéola, que cobria o periodo
entre 2012 e 2020, com vérias metas, entre elas a elimina¢do do sarampo e da rubéola
em pelo menos 5 regides da WHO. A vacina RCV que tem a prote¢do contra os trés

virus, tem uma grande adesao, como se pode verificar na figura 30, entre 0 ano 2000 e
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2009 a vacina foi adicionada ao plano de vacinacdo de 128 paises, e no ano 2017 ainda
houve 15 paises que adicionaram a vacina ao plano de vacinag¢do. Apesar de continuar
a haver paises sem a introducédo da vacina no plano de vacinacgéo, esta vacina tem uma
grande adesao a nivel mundial.

Fora do estudo da WHO, também foi avaliada a introdu¢é@o da vacina contra o
HPV, que é bastante relevante no contexto atual da vacinagdo. Desde Junho de 2006 a
Outubro de 2014, 80 paises/territdrios implementaram programas de imunizacao contra
o HPV. A idade mais frequente a quem foram administradas € de 12 anos de idade.
Estima-se que 47 milhdes de mulheres de todo o mundo foram vacinadas contra o HPV
(figura 34), sendo administrado todas as doses corretas no tempo correto (Bruni et al.,
2016). Podemos ver a numero de mulheres vacinadas de 2006 a 2014, por continentes,
por paises e 0 ano de implementacédo da vacina, e conseguimos perceber que ao longo
dos anos a percentagem de mulheres vacinadas tem sido cada vez maior e também o

namero de paises que tém introduzindo a vacina ao longo dos anos (figura 35).

Numero de mulheres vacinadas globalmente
com vacina contraHPV (milhdes)

= Africa

= Asia

= Europa

= América do sul

= América do norte

" Oceania

Figura 34 — Namero de mulheres vacinadas contra HPV de 2006 até 2014, cumprindo todas as

doses da vacina globalmente - Bruni et al.,( 2016).
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2006 2007 2008 2009 2010 2011 2012 2013 2014 2015
USA Australia  Gibraltar* Denmark Bhutan Argentina Brunei Fiji American Samoa* Angola
US Virgin Islands*  Belgium Greece Macedonia  Ireland Bermuda* Bulgaria Finland Austria Uzbekistan
Canada Greenland* Mexico Latvia Cayman Islands*  Colombia Israel Bahamas
France Luxembourg Micronesia  Malaysia Cook Islands* CzechRepublic  Kazakhstant Barbados
Germany  Marshall Islands Norway Netherlands ~ Guyana Guam* Libya Belize
Italy Northern Mariana Islands* ~ Palau Romania iceland Lesotho Paraguay Brazil
Spain New Zealand Russiat Singapore Japan Malta Suriname Chile
Panama Slovenia Kiribati Ugandat Trinidad and Tobago ~ Dominican Republic
Portugal Sweden Monaco Uruguay Seychelles
San Marino New Caledonia* South Africa
Switzerland Peru
United Arab Emiratest Rwanda
UK

Figura 35 — Paises que introduziram no programa nacional de vacinagdo a vacina contra o HPV
desde 2006, por ano. Fonte: Bruni et al., (2016).

Em Portugal, a partir de 2020, vao alargar a vacina¢cdo contra HPV ao sexo
masculino até aos 10 anos de idade (Despacho n.° 12434/2019 do Ministério Da Saude,
2019), ou seja vai passar a estar incluida no PNV a criancas até 10 anos de idade.
Apesar de ndo ser um grupo de risco, ha o risco de futuramente puderem transmitir o
virus ao sexo feminino.

Existe uma parceria com 0 objetivo de salvar vidas de criangas e proteger a
saude da populacdo humana melhorando o0 acesso a imunizagdo em paises pobres,
chamada de GAVI Alliance. A alianga une os governos de paises em desenvolvimento.
Desde do ano 2000 que a GAVI distribui vacinas nas areas mais pobres do mundo pelas
criangas. De 2000 a 2010 a GAVI contribuiu a imuniizagdo de 288milhdes de criancas
contra doengas mortais, e deste modo, segundo a OMS, em 2010 estimou que a GAVI
impediu mais de 5 milhdes de mortes futuras (Paris, 2013).

Entre janeiro de 2010 a dezembro de 2015, 108 dos 138 paises de baixa e média
rendimentos adicionaram pelo menos uma vacina nova e subutilizada ao seu programa
nacional de imunizagéo e uso sustentado da vacina por pelo menos 12 meses, ou seja,
até dezembro de 2015. Essas vacinas incluem: vacina contra rotavirus, vacina contra

papiloma virus humano, rubéola e encefalite japonesa. Esses 108 paises representam
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mais de 70% da populacdo mundial que vive em paises de rendimentos baixa e média
(tabela 5) (Paris, 2013).

Tabela 5 - Niumero de Estados-Membros de baixa e médio rendimento que introduziram uma
vacina nova e subutilizada entre janeiro de 2010 e dezembro de 2015 e mantiveram seu uso por

pelo menos 12 meses, por elegibilidade da vacina e GAVI. Tabela adaptada de: Paris, (2013) .

Rotavirus HPV Rubéola Encefalite

Japonesa
Paises elegiveis
para apoio GAVI
73 66 (90%) 35 3 15 4
Paises de
rendimento
médio, sem 65 42 (65%) 13 17 4 0
apoio do GAVI
Total 138 108 (78%) 48 20 19 4

Como se pode observar na tabela 5, quarenta e dois destes paises de baixa e
médio rendimento introduziram uma vacina entre 2010 a 2015, enquanto que 65 paises
(45 dos quais sao de rendimentos medios elegiveis ao apoio Gavi e 20 ndo) introduziram
mais do que uma vacina. Ocorreu, num total de 194, introducdes de vacinas nestes 108
paises de rendimentos baixos e médios durante os primeiros seis anos da Década de
Vacinas. Um aumento nas introducdes de vacinas novas e subutilizadas nos ultimos
anos foi observado, 35% dos paises de baixo e médio rendimento introduziram vacinas
contra rotavirus entre 2010 e 2015. Durante 0 mesmo periodo, 19 paises de rendimento
baixo e médio introduziram e sustentaram a vacina contra a rubéola e 20 introduziram
e sustentaram o uso do HPV até 2015. Espera-se que 0 numero de paises de baixo e
médio rendimento que introduzam o HPV aumente devido a politica de GAVI que apoia
a introducdo rotineira do HPV (Paris, 2013).

Foram calculadas o nimero de mortes evitadas durante o periodo de 2011 a

2020, num cenario de nao vacinag¢do. Apenas com a 12 dose da vacina do sarampo
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conseguiu se evitar cerca de 10,6M de mortes entre 2011 e 2020 (figura 36). No total

foram evitadas entre cerca de 21,7M de mortes por n&o vacinagao (Asselin et al., 2013).

Numero de mortes evitadas (milhoes) entre o ano 2011 e 2020
num cenario de ndo vacinagao

R 10,6 M 12 Dose Sarampo
%’ 10 M 22 Dose Sarampo
% 3 m SIA Sarampo
GE) . MW Hepatite B
-g . B Rotavirus
\% B Papiloma Humano
3 2 085 g5 0,035 0,07 04 Febre Amarela

. —

Figura 36 — NUmero de mortes evitadas (milhdes) entre o ano 2011 e 2020 num cenario de ndo
vacinacgdo, apds a vacinagéo das vacinas anti-virais contra 0 Sarampo (12 e 22 dose), Hepatite
B, Rotavirus, Papiloma Humano, Febre-amarela e uma campanha de vacinacio em Africa contra
Sarampo com a 12 e 22 dose da vacina contra 0 Sarampo. Fonte: Asselin et al. (2013).
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4. VACINAS ANTIVIRAIS EM DESENVOLVIMENRO E EM ENSAIOS CLINICOS NOS
ULTIMOS 5 ANOS

Vacinas promissoras contra a Ebola

Desde 1 de Agosto de 2018 a 25 de Marco de 2019, foram confirmados 951
casos provaveis de doenca pelo virus da Ebola. Existem alguns candidatos a vacinas e
terapéuticas, mas o trajeto tem sido complicado. O seu desenvolvimento e licenciamento
ndo tem despertado 0 mesmo interesse por parte das empresas farmacéuticas como o
tém o HIV ou a malaria, uma vez que para estes ultimos existem milhares de casos
todos os anos. Para além disso, o0 virus circula num continente onde a maioria da
populagdo ndo tem capacidade financeira para comprar medicacdo/vacinas (Banadyga
& Marzi, 2017).

O EBOV é considerado a espécie mais letal do género. Em surtos humanos tem
uma letalidade de 60 a 90%. O facto de ndo haver ajudas a nivel financeiro, mercado
comercial limitado e uma falta de compreensdo da imunidade dificultaram o projeto de
uma vacina contra o filovirus (Suschak & Schmaljohn, 2019).

O rVSV-ZEBOV é o candidato a vacina mais proximo da de uma vacina capaz
de combater o surto do virus da Ebola (Ehrhardt et al., 2019). A eficacia desta vacina foi
demonstrada em 2015, na Guiné, em gque foi usado um ensaio randomizado com um
grupo vacinado em “vacinagdo em anel”’. Esta estratégia consiste na vacinagdo de
pessoas que estiveram em contato direto com pelo menos um caso confirmado de ébola
e pessoas que estiveram em contato com essas pessoas (Merler et al., 2016).

Perfis imunolégicos recolhidos de sobreviventes de varios surtos de filovirus
propdem que ha um desenvolvimento precoce de anticorpos IgM anti-EBOV seguido
pelo desenvolvimento de IgG anti-EBOV, enquanto que os nao sobreviventes
frequentemente ndo desenvolvem respostas IgG (Suschak & Schmaljohn, 2019).
Estudos também demonstraram que os sobreviventes de EBOV tinham niveis altos de
células T IFN-y + e TNF-a + CD4 + e CD8 + apds a exposi¢ao (Suschak & Schmaljohn,
2019).

Podemos afirmar que cada espécie de filovirus pode apresentar um desafio na
criacdo de uma vacina, sera entdo necesséria uma vacina multiespécie para proteger

contra cada espécie antigenicamente distinta da familia dos filovirus.
- Vacinas inativadas contra virus e vacinas de proteinas de subunidade

Por norma, a primeira opcao de vacina explorada contra doengas infeciosas é a

vacina de virus inativada (Suschak & Schmaljohn, 2019). Recentes desenvolvimentos
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levaram a tentativas de criacdo de novos métodos para criar vacinas de filovirus
inativados — viridbes de EBOV inativados por tratamento com agente alquilante
fotoinducivel iodonaftilazida (AFI). A inativacdo por AFI produziu virides que eram
morfologicamente idénticos ao virus vivo. Num estudo em ratos vacinados com esta
vacina, foram protegidos 80%, talvez pela obtencdo de anticorpos especificos para o
EBOV e células T CD8+. Contudo, a mesma eficacia ndo foi observada em primatas
ndo humanos (NHP’s). A vacinacao com particulas de EBOV irradiadas com radiacao
gama fez com que todos os NHP’s se seroconvertessem e desenvolvessem anticorpos
neutralizantes (Suschak & Schmaljohn, 2019).

Outros estudos que envolveram uma vacina EBOV trivalente composta por GP
recombinante, VP24 e VP40 provaram que podem alcancar uma protecdo completa em
camundongos. Para além desta descoberta, avangos recentes que permitem a fusdo de
dominios extracelulares de EBOV ao fragmento Fc da imunoglobulina humana tém-se
demonstrado mais imunogénicos. Se administrarmos juntamente com Poly-ICLC,
complexo sintético que estimula a libertagcéo de citocinas, (Saxena et al., 2019) a vacina
demonstrou proteger por completo as cobaias, contra 0 EBOV. Estes resultados
sugerem que as vacinas de subunidades recombinantes podem ser uma maneira de
obter imunidade contra a infecdo por filovirus mas tem que haver mais estudo em

animais, como por exemplo os NHP’s (Suschak & Schmaljohn, 2019).

- Virus da estomatite vesicular como veiculo de vacina

O virus da estomatite vesicular recombinante (rVEV) € um virus de RNA, de
cadeia negativa da familia Rhabdoviridae. O seu genoma consegue codificar 5
proteinas: a proteina G (a proteina grande), fosfoproteina, proteina da matriz e a
nucleoproteina. A proteina VEV-G é expressa na superficie do virido e permite a entrada
viral (Regules et al., 2017). Tornou-se um vetor ideal de vacina devido a facilidade com
gue o vetor VEV pode ser cultivado em in vitro e in vivo. Este também demonstrou ser
um potente indutor de respostas imunes inatas e adaptativas, o que motivaram para a
criagdo do vetor rVEV. Devido ao surto de EBOV em Africa em 2013, houve uma
necessidade de ensaios clinicos de fase | a fase Ill, na tentativa de desenvolver métodos
eficazes. Os dois primeiros ensaios de fase | basearam-se no aumento de dose da
vacina, realizado dos EUA, para testar a seguranca e imunogenicidade de uma dose
Unica ou de duas doses idénticas de VEV-EBOV (NCT02269423 e NCT02280408). Os
vacinados receberam 3x10°, 2x107 ou 1x10® UFP (unidades formadoras de placas).
Apenas foram detetados pequenos efeitos adversos, tais como cefaleia, mialgia, febre
e calafrios, mas desapareceram 4 dias apds a vacinagdo. As doses de 2x107 e 1x108

UFP geraram niveis mais altos de anticorpos especificos para o EBOV GP, medido por
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ELISA e ensaio de neutralizagdo. Contudo, 0 aumento da dose ndo proporcionou uma
melhoria significativa na imunogenicidade da vacina. Com este estudo conseguiu-se
concluir que a IgM contribuiu substancialmente para a neutralizacdo do virus e
identificou-se novos epitopos de EBOV GP (Suschak & Schmaljohn, 2019).

Em simultdneo com os estudos nos EUA, também se realizaram estudos de fase
| na Europa (Hamburgo, Alemanha, Genebra e Suica) e Africa (Lambaréné, GabZo,
Kilidi e Quénia). As doses administradas foram variando de 3x10° a 5x10” UFP da vacina
VEV-EBOV ou placebo. Tal como os estudos realizados nos EUA, os resultados dos
estudos na Europa e em Africa demonstraram uma boa imunogenicidade e foram
desenvolvidos anticorpos neutralizantes com apenas uma vacina. Contudo, em
Genebra, 11 dos 51 participantes desenvolveram artrite apdés 2 semanas da
administracdo da vacina. Desses 11 pacientes, 8 receberam uma dose de 1x10’ UFP e
3 receberam 5x107 UFP. Devido aos resultados, leva-nos a sugerir que uma dose mais
baixa da vacina pode ser necessdria para evitar efeitos adversos sistémicos. Entdo
decidiram adicionar uma nova dose, 3x10° UFP, uma dose mais baixa para comparar
seguranca e imunogenicidade. Os pacientes vacinados com a dose mais baixa de VEV-
EBQV tiveram niveis significativamente baixos de 1gG especifica para o EBOV. Como
pontos positivos, 36% dos pacientes vacinados desenvolveram imunidade celular
especifica para VEV-N (proteina do nucleo), e 28% dos pacientes vacinados
desenvolveram anticorpos especificos para VEV-M (proteina da matriz). Mais tarde,
descobriram que CCL2, CCL4, IL-6, TNF-q, IL-1Ra e IL-10 estavam relacionados com
o desenvolvimento de artrite nos vacinados.

Em 2015, foram iniciados 3 ensaios clinicos de fase Ill para a vacina VEV-EBOV.
O primeiro ensaio foi feito na Guiné, e usaram o método de vacinagédo em anel aberto e
controlado por cluster. Entdo os contatos e contatos de contatos de pacientes positivos
para EBOV foram separados em dois grupos e vacinados com uma dose Unica de 2x10’
UFP VEV-EBOV para provocar rapidamente uma imunidade protetora contra o EBOV.
Devido aos bons resultados do estudo, foi possivel afirmar que a estratégia de
vacinacdo em anel pode ser eficaz durante surtos de EBOV mas idealmente deve-se

administrar imediatamente a vacina (Suschak & Schmaljohn, 2019).

Em Dezembro de 2016, na Serra Leoa, deu-se como terminado um ensaio clinico
de fase II/lll. Dos 8.000 participantes, 64 desenvolveram sintomas idénticos aos
provocados por EBOV mas nenhum caso foi confirmado ap6s andlises laboratoriais.

Em 2015, iniciou-se na Espanha e Canada um ensaio clinico de fase Ill. Um
estudo multicéntrico, randomizado, duplo-cego, com um total de 1197 participantes. O

objetivo foi avaliar a seguranca e imunogenecidade de 3 lotes com a dose de 2x10” UFP
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chamado lotes de consciéncia e um lote com a dose de 1x10% UFP, chamado lote de
doses altas. A vacina foi bem tolerada sem nenhum relato de efeitos adversos graves,
apenas efeitos adversos menores (Suschak & Schmaljohn, 2019).

Por fim, na Libéria, recentemente foi iniciado um ensaio clinico de fase II,
randomizado, duplo-cego, controlado por placebo, para comparar a vacina
ChAd3.EBQOV, que é uma vacina ja utilizada e comercializada, e a vacina VEV-EBOV
com um placebo (NCT02344407). Ambas provaram ser imunogénicas, em que 63,5%
pacientes vacinados com a vacina ChAd3.EBOv e 79,5% dos pacientes vacinados
contra VEV-EBOV ainda tinham anticorpos especificos 12 meses apds a vacinagao.
Ambas vacinas foram bem toleradas. Os resultados do NCT02344407 podem ser
confirmados num estudo de fase Il que esta atualmente em andamento.

Portanto, existem varias de vacinas em fase | e fase Il nos ensaios clinicos e que
devido aos bons resultados de seguranca e de eficacia levou ao inicio do primeiro ensaio
clinico de fase Ill da vacina EBOV. Contudo existem ainda muitos desafios por
ultrapassar, sendo um deles o licenciamento de uma vacina que pode ser fabricada e
implementada rapidamente durante um ambiente de surto. A vacina VEV-EBOV
demonstrou eficacia em estudo clinicos de fase Ill, mas as preocupacdes incidem sobre
a durabilidade da imunidade a longo prazo provocada pela vacina, pois alguns estudos
demonstraram que as respostas ao antiEBOV podem desaparecer num espago de
meses (Suschak & Schmaljohn, 2019).

- Virus parainfluenza humano tipo 3 (HPIV3) como veiculo de vacina

Os virus da parainfluenza sédo paramixovirus, e sao classificados como tipos 1,
2, 3 e 4. Este virus pode causar infe¢cfes repentinas (Tesini, 2018). O HPIV3 é um virus
de RNA da familia Paramyxoviridae, que provoca doencas respiratdrias principalmente
a criancas. Quando usado como vetor, tem a capacidade de induzir respostas
imunoldgicas sistémicas, no trato respiratério (Lewandowska-Polak et al., 2015). Um
grupo de cientistas inseriu inicialmente um segmento de transcricdo expressando o
EBOV GP e EBOV NP no HPIV3. Com uma Unica administraco intranasa/intratraqueal
combinada, é imunogénica em macacos verdes africanos, e forneceu 88% de protecéo
no macaco Rhesus. Conseguiu-se atingir os 100% de eficacia protectora com uma
segunda dose de HPIV3/EBOV GP. Foi possivel observar que a administragdo em
aerossol de HPIV3/EBOV GP induziu altos niveis de imunidade sistémica e de
imunidade da mucosa. Foram medidos altos niveis de IgG e IgA em macacos Rhesus
vacinados e foi relatado a presenca de células T CD8+ especificas para o antigénio no
pulm&o. Apesar dos resultados prometedores de eficacia da vacina, ndo foi possivel a

transicdo da vacina HPIV3/EBOV para humanos. Com isto, foi gerado num novo vetor
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HPIV3 atenuado, em que os genes F e HN foram removidos, fazendo com que este
novo vetor atenuado fosse mais imunogénico comparativamente com o inicial, induzindo
6,4 vezes mais o anti-GP. Recentemente foi realizado um estudo nos EUA, de Fase |
para avaliar a seguranca, infecciosidade e imunogenicidade da vacina HPIV3/EBOV
administrada via intranasal (NCT02564575). Os resultados desta ainda n&o foram
divulgados (Suschak & Schmaljohn, 2019).

Vacinas intradérmicas

A administracdo de vacinas intradérmicas mostrou-se capaz de desencadear
respostas imunes a nivel sistémico, em que o antigénio é administrado através da pele
usando-se dispositivos auto-administraveis desenvolvidos recentemente. Um deles em
particular € a tecnologia de microagulhas, que tem a capacidade de penetrar a barreira
de permeacdo cutanea imposta pelo estrato corneo e facilita a libertagdo dos antigénios.
A eficacia deste tipo de administracdo deve-se a presencga de varios tipos de células
imunes no epitélio, como linfécitos T, células NK, macréfagos e mastdcitos (Criscuolo et
al., 2019). Mas as células responsaveis por desencadear a cascata de inflamacgéo na
pele sdo as células de Langerhans, que formam cerca de 2 a 4% das células epiteliais.
As células de Langerhans sdo células apresentadoras de antigénios, portanto tém como
funcdo identificar, processar e apresentar os antigénios neoformados das células
tumorais ao sistema imunitario (. Santos, De Mello, Dos Santos, & Dos Santos, 2010).
Estas células também sdo estimuladas por padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) usando uma variedade de recetores de reconhecimento de padrées
codificados por linha germinativa (PRR) incluindo os recetores toll-like (TLR) e langerina
(CD207) (Criscuolo et al., 2019).

A imunizacdo intradérmica € uma estratégia futura que mostra vantagens
significativas sobre a vacinagdo convencional. Nos Ultimos anos, a vacinacao
intradérmica ganhou impulso como uma via alternativa e mais eficaz de administragao
de vacinas, tanto no ponto de vista comercial como cientifico. Podemos ver algumas
vacinas intradérmicas em desenvolvimento, contra a Influenza A e B, Hepatite B,

Dengue e Poliomielite (tabela 6).
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Tabela 6 — Desenvolvimento de algumas vacinas intradérmicas. Tabela adaptada de: Criscuolo
et al. (2019)

Agente Formulacéao/ Indicacéo Estado do | ID do ensaio

patogénico Antigénio ensaio clinico
clinico

NCT01712984

Virus da Virus Dividido | InfluenzaAe B | Aprovado | NCT02563093

Gripe (split virus) NCT02258334

NCT01946438

HBV HBsAg Hepatite B Fase | NCT02186977

Virus do Virus Dengue Fase | NCT01765426

Dengue atenuado
Poliovirus Virus inativo Poliomielite Fase 3 NCT03239496

A técnica de imunizacao intradérmica padréo foi inventada pelo médico francés
Charles Mantoux em 1910 enquanto desenvolvia o teste da tuberculina. Os avangos
recentes levaram ao desenvolvimento de técnicas e instrumentos que podem superar
as dificuldades associadas a administragdo intradérmica (I. Santos et al., 2010). Varios
dispositivos foram desenvolvidos ao longo dos anos, entre eles, as microagulhas
sélidas, injetores de particulas e adesivos auto-administraveis com microprojecdes
revestidas ou agulhas biodegradaveis.

Este tipo de vacinagdo demonstrou ser muito seguro. Outro aspeto positivo € a
possibilidade de melhorar a imunogenicidade de varias vacinas em hospedeiros

imunocomprometidos (Criscuolo et al., 2019).

Vacina para o SARS-CoV-2

Este novo coronavirus, responsavel pela doenga COVID-19, que foi identificado
pela primeira vez em Dezembro de 2019, na cidade de Wuhan, na China, nunca tinha
sido previamente identificado em seres humanos. Segundo a OMS, em Maio de 2020,
registou-se 5,2 milhdes de infe¢bes e mais de 337 mil mortes, a nivel global. Este virus
pertence ao género Betacoronavirus, que esta relacionado ao coronavirus da sindrome
respiratoria aguda grave (SARS-CoV) e com varios coronavirus de morcego (Wang et

al., 2020). Desde a sua identificagdo, mais de 90 vacinas estdo a ser desenvolvidas
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(figura 37). Algumas destas ja comecaram a ser administradas em voluntarios em testes

de seguranga e outros em animais (Callaway, 2020).

Virus Vetor Viral
Inativado Replicativo
Alenuado Mio replicativo

Acido Nucleico Baseado em proteinas

B DNA B Subunidade de proteina
RNA Particulas semelhantes a virus
Virus
Vetor Viral
e e L
Baseado em proteinas
Outros®

0 ] 10 15 20 25 30 35

Figura 37 — Tipo de vacinas em desenvolvimento contra SARS-CoV-2 e a sua quantidade.
Figura adaptada de "The Race for Coronavirus Vaccines" Callaway, 2020.
*Qutros esforcos incluem testar se vacinas existentes contra o poliovirus e a tuberculose podem

ajudar a combater o SARS-CoV-2 provocando uma resposta imune geral (em vez de especifica).

Como podemos observar na figura 37, pelo menos 25 equipas estédo a tentar
desenvolver uma vacina de vetores virais, em que pretendem modificar geneticamente
0 virus do sarampo ou do adenovirus para produzir proteinas de coronavirus no
organismo, dividindo em dois grupos, aqueles que ainda se podem replicar dentro das
células e aqueles que ndao podem porgue 0s seus principais genes foram desativados.
Nenhuma vacina licenciada usa o método de vetor viral ndo replicante, mas a Johnson
& Johnson esta a tentar desenvolver uma vacina por esta via. Cinco equipas estéo a
tentar criar uma vacina de VLP, com o objetivo de criar uma resposta imune forte, sem
infetar os pacientes, pois ndo possuem material genético, possuem apenas a estrutura
vazia do virus (Callaway, 2020).

Uma das vacinas a serem desenvolvidas € uma vacina inativada, a BBIBP-CorV,
por um grupo de investigadores na China. Para o desenvolvimento desta vacina,
isolaram trés estirpes, a 19nCoV-CDC-Tan-HB02 (HB02), 19nCoV-CDC-Tan-Strain03
(CQO01) e a 19nCoV-CDC-Tan-Straind (QDO01), que foram retirados de amostras de
pacientes hospitalizados infetados com o novo coronavirus (Wang et al., 2020). Estas
estirpes foram isoladas em células Vero. Estas células sdo uma das aprovadas pela

OMS para a producao de vacinas. Estas células sao oriundas do rim de macaco-verde
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africano (Cercopithecus aethiops) (Emanuele, 2014) é livre de agentes patogénicos e é
suscetivel a diversos virus, como o Poliovirus e o Parainfluenza tipo 2. Foi descoberta
no Japéao por Yasumura em 1962 (Agda, 2015). A estirpe HB02 mostrou ser aquela com
replicagdo ideal e gerou maiores rendimentos de virus nas células Vero
comparativamente com as outras estirpes. Comi estes resultados foi entdo escolhida
esta estirpe para o desenvolvimento de uma vacina inativada — BBIBP-CorV. Até agora,
estudos demonstram que a vacina induziu altos niveis de anticorpos neutralizantes em
seis espécies de mamiferos: ratos, camundongos, porquinhos-da-india, coelhos,
macacos cinomolgos e rhesus. A imunizacéo foi dada em duas doses, 2 ug / dose de
BBIBP-CorV, que conferiu uma eficiente protecdo contra o SARS-CoV-2 em macacos
rhesus. Todos 0s que levaram a vacina, mesmo em doses diferentes, ndo apresentaram
carga viral detetavel em qualquer lobo pulmonar 7 dias apés a inoculagdo. Com base
nestes resultados, a Fase | esta em andamento e um estudo clinico de Fase Il foi iniciado
(Wang et al., 2020).
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5. DISCUSSAO/CONCLUSAO

A vacinacdo é um dos maiores sucessos da area da salde publica. Séo
indispensaveis para a prevenc¢ao de infecdes virais. A invencéo da prética por variolacédo
foi sem davida uma das préaticas mais importantes, pois levou ao desenvolvimento de
outras técnicas para tentar descobrir a cura e/ou prevencao de certas doencas virais. A
imunizacdo atinge mais pessoas do que qualquer outro servico de saude, tornando-a
assim um fator essencial para a cobertura universal de salde e base dos sistemas de
cuidados primérios de saude.

Nos dias de hoje, a vacinagdo é praticada em todo o mundo para prevenir
doencas fatais, mas nem todas as vacinas cobrem a maioria da populacdo. Temos o
exemplo da vacina contra o rotavirus. O rotavirus causa principalmente diarreia e € uma
das razfes que leva ao internamento de criancas. Apesar de ndo ser uma doenca fatal
na maioria dos caos, ha dados que apontam para as vantagens da sua inser¢ao no
PNV. Apenas 35% das criangas foram vacinadas em 2018. Por n&o ser uma doenga
fatal, ndo compensa financeiramente aos paises coloca-la no PNV. Depois temos a
vacina contra o HPV, que nas mulheres existe uma grande percentagem de vacinagéao,
porque a vacina é comparticipada pelo SNS. Apesar de ndo ser critica a infecdo nos
homens na maioria dos casos, eles sdo uma potencial fonte de infecao para as mulheres
e podem vir a ter problemas de salde como cancro da garganta provocado pelo virus,
e estes ndo sdo vacinados na grande maioria e a vacina ndo é comparticipada. Em
Portugal, a vacina vai ser incluida no PNV para o sexo masculino até aos 10 anos de
idade. E uma grande evoluc&o no PNV se formos comparar com os ultimos anos.

O sarampo € uma das doencgas que foi considerada eliminada em Portugal, mas
€ importante continuar com a sua vacinacao, pois ndo foi eliminada noutros paises, e
pode haver assim um contagio proveniente de outra pessoa de outro pais.

A poliomielite felizmente é outra doenca que esta quase a ser erradicada. Em
2020 Africa ficou livre de poliomielite apds 4 anos sem nenhum caso na Nigéria. Apenas
o Afeganistao e o Paquistdo é que ainda tém casos de infe¢do pelo virus, mas caso se
consiga a sua erradicacao podera ser a segunda doenca a ser erradicada no mundo.

O facto do PNV em Portugal estar em continua adaptacdo e dada a excelente
adesao por parte do publico, os resultados a nivel da cobertura vacinal tém sido muito
positivos, 0 que leva a um decréscimo do numero de mortes em Portugal por doencas
infeciosas. Mas a situacd@o ainda néo é a ideal, teremos de implementar mais vacinas
gratuitas no PNV de forma a chegar a toda a populacdo ou de tornar os pre¢cos muito

mais acessiveis a sua compra num cenario de vacinas nao comparticipadas pelo SNS.
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Ao avaliar a cobertura global, até 2019 houve a introducdo da vacina da Hepatite
B em 103 paises do ano 2000 a 2019, por um lado temos o aspeto positivo, em que foi
introduzida em novos paises, mas por outro lado, sendo uma vacina que existe ha tantos
anos, poderia estar inserida em mais paises até a atualidade. Assim se vé a
desigualdade dos planos de vacinacao a nivel global. Pode-se afirmar o mesmo para a
rubéola, que foi introduzida em 168 paises até 2018.

No caso da poliomielite, que estava erradicada em alguns paises, a vacinagédo
foi suspensa o que levou a novos casos de poliomielite por virus importados de outros
paises, colocando assim novamente todos 0s paises em risco até haver novamente uma
erradicacdo da poliomielite a nivel global, o que podera ainda demorar alguns anos.
Portanto a vacinacdo teve que ser novamente introduzida nesses paises. A vacina IPV
foi colocada no PNV em 191 paises desde o ano 2000 até 2019, felizmente a maioria ja
tem introduzido esta vacina mais recente.

A vacina ideal seria aguela que fosse altamente imunogénica provocando todos
0s tipos de resposta com uma pequena dose de antigénio, que fosse eficaz em toda a
populacéo de diferentes taxas etarias e estados de saude, que fosse de baixo custo e
de facil conservacao para ser acessivel a todo o mundo e assim se obter uma vacinagéo
em massa. Tém-se tentado descobrir novas estratégias de obtencdo e producdo de
vacinas e introducdo de novas formas de administracdo e apresentacéo de antigénios
as células do sistema imunitério. Através da inovacdo e investigacdo tém surgido
vacinas mais seguras, mais eficazes e polivalentes.

Existem vérias vacinas antivirais em desenvolvimento ou em fase de estudos
clinicos. Uma das técnicas de administracdo descritas foi a intradérmica, que tem varias
vantagens comparada com a vacinacdo convencional, € segura e mostra melhorar a
imunogenecidade de varias vacinas em hospedeiros imunocomprometidos. Outra via
também muito estudada é a via intranasal, que demonstrou altos niveis de imunidade
sistémica e imunidade da mucosa. Verificou-se nos resultados do estudo que foram
medidos altos niveis de IgG e IgA em macacos Rhesus vacinados contra a
parainfluenza, contudo esta eficacia nao foi verificada em humanos, mas foi gerado um
novo vetor atenuado e que esta em fase de estudos e os resultados ainda nao foram
divulgados. Deste modo podemos esperar a chegada de uma vacina de facil
administracdo e com uma eficicia superior “as vacinas existentes, o que podera levar a
uma maior adeséo por parte da populacéo.

Portanto é de extrema importdncia continuar os financiamentos para o
desenvolvimento e ensaios de novas vacinas, a sua divulgacdo, a sua implementacéo
no PNV de modo a ser acessivel a toda a populacdo, que ndo haja diferenciacéo entre

pessoas com alto, médio ou baixo rendimentos, pois a salde e o bem-estar € um direito
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da humanidade. Como prova disso, também temos o aparecimento do novo
coronavirus, o SARS-CoV-2, que se tem mostrado ser altamente contagioso, com
sintomas idénticos a pneumonia e que j& matou 848.084 pessoas e tém registado
25,334.339 infetados até ao inicio de Setembro de 2020. Os esfor¢cos de criar uma
vacina eficaz e segura sdo muitos, mas infelizmente ainda vai demorar a chegar uma
solucdo que comprove ser segura, mas dada a pandemia, 0 mais provavel é comecarem
a vacinar a populacdo com a vacina que mostrar melhores resultados até ao final do
ano de 2021. Gracas a evolucéo, é possivel a criacdo de uma vacina no espago de um
ano, tal acontecimento era impensavel ha uns anos atrés ou se ndo tivesse apostado

tanto na ciéncia e na evolucao.
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6. PERSPETIVAS FUTURAS

A ambicdo de 2030 é de salvar pelo menos 1,9 milhdes de vidas, evitar 167
milhdes de casos e economizar 58 mil milhdes USD em 10 anos. O retorno do
investimento espera-se que seja 37 vezes mais. Caso os esforcos de vacinacdo nao
continuem, ha o risco de reverter o progresso realizado levando a mais de 2,4 milhGes
de mortes e um impacto negativo econémico de 59 mil milhares de USD (figura 38).
Esta ambicdo ird ajudar os paises a alcancar objetivos mais amplos tais como a
cobertura universal de salude e objetivos de desenvolvimento sustentavel (Business

case for WHO immunization activities on the African continent, 2018).

720,000 15 million
Measles Measles Measles

78 million
Rubella

69,000

Rubella Rubella

Lives saved Cases averted

O1.9 million dﬁh 167 million

580,000

Rotavirus

60 million

Rotavirus Rotavirus

510,000 14 million
Others Others Others

Return on
investment

Figura 38 — Vidas salvas, casos evitados e beneficios econémicos previstos até ao ano 2030.
Figura adaptada de: "Business case for WHO immunization activities on the African continent"(
2018)

Como objetivos estratégicos a aplicar em todo o mundo, o mais breve possivel
temos:

e Todos os paises devem considerar a imunizacdo como prioridade, devia de
haver leis ou uma legislacdo que garantisse o financiamento para a imunizagéo
a nivel global,

e Alcancar um mundo livre de poliomielite;

e Cumprir as metas de cobertura da vacinacdo em todas as regifes, paises e
comunidades de modo a reduzir a mortalidade, principalmente a mortalidade
infantil;

o Desenvolver e introduzir vacinas e tecnologias novas e melhoradas.
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Se estes objetivos forem alcancados, milhdes de mortes futuras serdo evitadas,
serdo ganhos milhdes de ddlares em produtividade (Asselin et al., 2013). Mesmo nos
paises desenvolvidos, o desafio atual € desenvolver programas de vacinagdo para
adultos tdo abrangentes e eficazes como o programa das criangas. Para que tal
aconteca ha a necessidade de implementar novas metas de vacinagdo bem definidas,
tem que haver um plano a nivel Mundial, visto que os esquemas de vacinagao por norma
sdo homogéneos na EU e tem que haver um financiamento e publicidade por porte das
entidades governamentais locais e nacionais. Outro passo importante € haver um maior
controlo sobre quem cumpriu ou ndo o plano de vacinacéo (Swanson, Schmitt, Jansen,
& Anderson, 2015).

A WHO criou uma agenda de imunizacao 2030. Esta iniciativa tem como objetivo
definir uma estratégia e visao global ambiciosa e abrangente para vacinas e imunizagéo
para a década de 2021-2030. Entrard em vigor no final do ano de 2020. Baseia-se nas
licbes da ultima década e reconhece os desafios continuos e novos colocados pelas
doencas infeciosas como por exemplo o Ebola e COVID-19. Esta estratégia € um
mecanismo de desenvolvimento para garantir a responsabilidade de implementagéo de
um monitoramento nos paises acerca da vacinagao.

Estamos neste momento em plena pandemia causada por um novo coronavirus,
que tem mostrado ser altamente contagioso e com uma taxa de mortalidade
significativa. Este acontecimento, vem reforcar o quanto € importante apostar no
desenvolvimento de novas vacinas e de novas estratégias de vacinagdo, tanto para

prevencg&o como para tratamento.
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