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Resumo

De um ponto de vista histérico, as vacinas sdo um dos marcos tecnoldgicos que
maior impacto provocou a nivel da saude da populacdo mundial, estimando-se que
tenham salvo milhGes de vidas. Apesar das vacinas terem sido eficazes na minimizagao
dos efeitos nefastos de muitas doengas na populagédo, existe ainda um conjunto de
doencas, denominadas doencgas tropicais negligenciadas (DTNs), que, por questdes
geograficas e/ou socioeconémicas, carecem de meios para serem combatidas
eficazmente. Algumas destas doencgas, como a dengue, zika, encefalite japonesa e virus
do Nilo Ocidental, causadas por virus da familia Flaviviridae, fazem parte desse conjunto
de doencgas.

Nesse ambito, com suporte da plataforma Pubmed, foi possivel selecionar um
total de 116 ensaios clinicos entre 2014 e 2024 para estas doencas que quantificaram o
esfor¢co prestado pela comunidade cientifica na investigagdo de vacinas contra estas
doencas. Apesar dos extensos resultados relativamente & dengue, foram encontrados
poucos ensaios clinicos no ambito de outras doencas como a zika e o virus do Nilo
ocidental. Estas diferencas devem-se a diversos fatores, como a frequéncia de surtos
destas doencas, flutuagbes de frequéncia dos ensaios devido a focos de atengéo
mediatica e diversos fatores socioeconémicos.

Torna-se assim imperativo que a investigacdo e desenvolvimento de estratégias
de controlo destas doencas se mantenha e que seja imune a pressao da atencdo
mediatica, sendo complementada com melhorias continuas nas infraestruturas de saude

gue auxiliam as populagdes.



Abstract

From a historical point of view, vaccines are one of the technological milestones
that have had the greatest impact on the health of the world's population, and it is
estimated that they have saved millions of lives. Although vaccines have been effective
in minimizing the harmful effects of many diseases on the population, there are still a
number of diseases, known as neglected tropical diseases (NTDs), which, for
geographical and/or socio-economic reasons, lack the means to be effectively fought.
Some of these diseases, such as dengue, Zika, Japanese encephalitis and West Nile
virus, caused by viruses from the Flaviviridae family, are part of this group of diseases.

In this context, with the support of the Pubmed platform, it was possible to select
a total of 116 clinical trials between 2014 and 2024 for these diseases which quantified
the effort made by the scientific community in researching vaccines against these
diseases. Despite the extensive results for dengue, few clinical trials were found for other
diseases such as Zika and West Nile virus. These differences are due to various factors,
such as the frequency of outbreaks of these diseases, fluctuations in the frequency of
trials due to media attention and various socio-economic factors.

Itis therefore imperative that the research and development of strategies to control
these diseases continues and is immune to the pressure of media attention,
complemented by continuous improvements in the health infrastructures that help the

population.



Acrénimos e simbolos

Acrénimo/Simbolo

Descricao

CDC Centers for Disease Control and Prevention (Centro de
Controlo e Prevencéo de Doencas - EUA)

OMS Organizacdo Mundial da Saude

DNA Acido Desoxirribonucleico

RNA Acido Ribonucleico

MRNA RNA mensageiro

TLR Toll-like receptors (Recetores do tipo Toll)

APC Antigen Presenting Cells (Células Apresentadoras de
Antigénio)

DTN/ NTD Doencas Tropicais Negligenciadas (Neglected Tropical
Diseases)

EVCI /DALY Anos de Vida Perdidos por Incapacidade (Disability-Adjusted
Life Years)

JE Encefalite Japonesa (Japanese Encephalitis)

VNO / WNV Virus do Nilo Ocidental (West Nile Virus)

ZIKV Virus Zika

DENV Virus da Dengue (Dengue Virus)

SARS-CoV-2 Coronavirus da Sindrome Respiratéria Aguda Grave 2

ISCOM Immune Stimulating Complex (Complexo Imunoestimulante)

PUBMED Base de dados de artigos cientificos da area biomédica

EUA Estados Unidos da América

JE-VAX Vacina antiga contra a encefalite japonesa

IXIARO Vacina inativada contra a encefalite japonesa

IMOJEV Vacina viva atenuada contra a encefalite japonesa

CYD-TDV Vacina atenuada contra a dengue desenvolvida pela Sanofi-

(Dengvaxia)

Pasteur

TAK-003 (Qdenga)

Vacina atenuada contra a dengue desenvolvida pela Takeda

PIZV

Purified Inactivated Zika Vaccine

FelLV

Feline Leukemia Virus (Virus da leucemia felina)

HydroVax-001

Candidato a vacina inativada contra o virus do Nilo Ocidental
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l.Introducéo
1.1. Defini¢cdo e Contexto Historico

Segundo o Centers for Disease Control and Prevention (CDC), as vacinas podem
ser definidas como preparados bioldgicos capazes de induzir uma resposta imunitaria no
organismo contra um determinado agente patogénico. S&o geralmente compostos por
microrganismos vivos ou inativados (por exemplo, bactérias ou virus), frac6es ou material
genético pertencentes ao agente patogénico. (Pollard & Bijker, 2021)

Os primeiros registos do uso das vacinas remontam ao século XI no continente
asiatico e referem-se a prética da variolagdo. Esta técnica consistia em retirar pus da
vesicula de uma pessoa infetada e aplica-la na pele de outra pessoa nao infetada. Esta
pratica ndo evitava que sintomas mais ligeiros fossem observados, mas prevenia
significativamente que estes individuos morressem fruto de uma infecdo natural. (De
Gregorio & Rappuoli, 2014) Mais tarde, nos finais do século XVIII, Edward Jenner replicou
0 mesmo principio ao aplicar o pus de uma lesao provocada pela variola bovina (ou
cowpox em inglés), uma doenca nao letal em humanos, numa crian¢a saudavel. A crianca
apresentou sintomas da variola bovina apés a exposi¢cdo. Esta infecdo fez com que o
organismo da crianca desenvolvesse defesas contra este virus, e por consequéncia,
contra o virus da variola, pertencente & mesma familia de virus. (Knipe, & Howley, 2014)
Mais tarde, este procedimento foi testado em mais 16 individuos que ficaram igualmente
imunizados contra a variola, comprovando a eficacia do tratamento. (Kaynarcalidan et
al., 2021) Desta forma, e com o suporte de novos desenvolvimentos ocorridos durante
os séculos XIX e XX, a vacinacao contra a variola usando vacinas de “virus vivos”
generalizou-se pela populacdo, sendo que em 1979 a Organizagdo Mundial de Saude
(OMS) declarou a variola como uma doencga oficialmente erradicada. (Stern & Markel,
2005)

Outra personalidade preponderante no desenvolvimento das vacinas foi Louis
Pasteur, que além do desenvolvimento de uma conhecida técnica de conservacao de
alimentos designada pasteurizacdo, desenvolveu a primeira vacina contra a raiva,
preparada a partir de tecido desidratado da espinhal medula de um coelho infetado com
virus da raiva. O tratamento deste tecido permitiu a inativacdo do virus, mantendo a
estrutura dos antigénios virais 0 mais intacta possivel, gerando o que hoje conhecemos
como uma vacina de “virus inativado”. Apesar deste preparado nao ser infecioso por si
S0, é capaz de gerar uma resposta imunitéria e assim conferir prote¢@o contra o antigénio
da raiva quando administrado num organismo vivo. Esta vacina foi testada numa crianca

de 9 anos que tinha sido mordida 2 dias antes por um céo raivoso, num regime de
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administracdo que compreendeu 13 tomas em dias distintos. Tal regime permitiu ao rapaz
permanecer saudavel e sem sinais da doenca.(Knipe, & Howley, 2014)

Mais tarde, nos anos 30 do século XX, mais avancos significativos foram feitos
com o desenvolvimento de vacinas contra diversas doencas. Uma dessas é a vacina
contra a febre amarela, que se revelou um caso de sucesso no controlo da doenca,
levando os seus investigadores a receber o Prémio Nobel da Fisiologia ou Medicina em
1951. (Barnett, 2007; Gardner & Ryman, 2010) Esta vacina serviu de base para a criacao
de outras vacinas eficazes contra outros virus como por exemplo o virus da encefalite
japonesa. (Guy et al., 2010)

Ja no final do ano 2019, com o aparecimento do virus SARS-CoV-2 e a sua
consequente pandemia com efeitos na vida quotidiana da populagéo global, grandes
esfor¢cos foram feitos pela comunidade cientifica para desenvolver uma vacina eficaz
contra este virus. Durante esse periodo, varios tipos de vacinas foram desenvolvidos e
inUmeros ensaios clinicos foram realizados em tempo recorde para se determinar a
eficacia e seguranga destes novos candidatos. Dos varios tipos de vacinas, as vacinas
de pre-RNA, desenvolvidas pelas empresas Pfizer e Sanofi, foram distribuidas
inicialmente por paises desenvolvidos e mostraram resultados mais promissores na
diminuicdo da mortalidade em individuos infetados do que a restante concorréncia.
(Chavda et al., 2021)

1.2. Desenvolvimento de Vacinas

Ao longo do tempo, o desenvolvimento de vacinas pode ser dividido por 3
geracgOes distintas (como demonstrado na figura 1), onde cada uma representa um
conjunto de inovagdes cientificas e tecnoldgicas que foram capazes de gerar vacinas
eficazes para determinadas doencas. Para efeitos deste trabalho, serd dado enfoque

apenas a vacinas de virus.
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Inactivated vaccines

Vaccine

First generation Whole virus vaccines
voeches Live attenuated
vaccines
Protein based
vaccines
Second generation Subunits vaccines
vaccines
Non-replicating viral
Viral vector vaccines vector vaccines
Replicating viral
vector vaccines
DNA vaccines
Nucleic acid vaccines
Wt ol mRNA vaccines
vacdnes Nanoparticle based
vaccines

Figura 1 — Figura esquematica das gerac¢des de vacinas e respetivos tipos (Acosta-Coley
et al., 2022)

1.2.1. Primeira Geragéao

Também chamadas de vacinas tradicionais, esta primeira geragéo de vacinas

€ maioritariamente composta por agentes patogénicos atenuados ou inativados. O

desenvolvimento das primeiras vacinas produzidas em massa foi impulsionado pela

descoberta de novas técnicas como por exemplo a cultura de virus nas membranas de

embrides de galinhas (Tahamtan et al., 2017)

De modo geral, as vacinas pertencentes a esta geragcédo tém como vantagens a

inducdo de uma imunidade de longo prazo, alta capacidade de estimular uma resposta

imunitaria inata, baixos custos e facilidade de producdo (Noazin et al., 2008) Por outro

lado, para o caso das vacinas de virus atenuados existe a possibilidade de reversao da

atenuacao de viruléncia e a possibilidade de indug&o da propria doenga, 0 que constitui

uma grande limitacdo no que toca a seguranca e fiabilidade deste tipo de vacinas. (Huang

et al., 2004)
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Tabela 1 - Esquematizacao dos tipos de vacinas de 12 geracdo e correspondéncia com os
seus componentes e exemplos de vacinas.

Tipo de Componentes Exemplos de vacinas
vacinas
Atenuadas Virus submetidos a atenuacdo por | Vacina contra febre
meios laboratoriais amarela (17D)
Poliomielite.
Inativadas Virus  inativados por reagentes | Vacina contra hepatite A.
quimicos.

Como indica 0 seu nome, as vacinas atenuadas consistem no uso de agentes
patogénicos inteiros atenuados em ambiente laboratorial. Esta atenuacao era feita numa
fase inicial com recurso a passagem sucessiva dos virus em culturas celulares, tendo
como consequéncia a ocorréncia de mutacdes de modo a enfraquecer a sua viruléncia.
Estes agentes patogénicos modificados mantém a capacidade de infegéo, levando a que
0 organismo inicie uma resposta imunitaria que terd um efeito protetivo no organismo
(Clem, 2011). Exemplos de vacinas deste tipo sdo a vacina contra a febre amarela (17D),
a primeira vacina contra a gripe (i.e. virus influenza) e a vacina contra a poliomielite
(Tahamtan et al., 2017)

Nas vacinas inativadas, que consistem no uso de agentes patogénicos
inativados, ou seja, ndo infeciosos, existe uma vantagem face as vacinas atenuadas no
gue toca a seguranca e resposta imunitaria. (Tahamtan et al., 2017) No processo de
inativacdo sao usadas estratégias como a pasteurizacao, o uso de agentes detergentes
ou desnaturantes quimicos. Neste contexto, a pasteurizagdo consiste no uso de altas
temperaturas com vista a inativagéo dos virus. E uma técnica simples, pois apenas requer
uma fonte de calor e ndo requer reagentes adicionais. A pasteurizacdo a baixas
temperaturas (63°C durante 30 minutos) permite a inativagdo de grande parte dos virus,
mantendo ao mesmo tempo a estrutura de DNA do virus intacta. (McAdams et al., 2021)
Os agentes detergentes e desnaturantes quimicos, como o formaldeido e o dodecil
sulfato de sédio (SDS), respetivamente, atuam na disrup¢do das membranas do virus
expondo assim o material genético. (Acosta-Coley et al., 2022) A vacina da hepatite A é
um exemplo de uma vacina que foi criada com recurso ao uso de formaldeido para a sua

inativac&o (Bovier, 2008)
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1.2.2. Segunda geracgéao

Em vez do uso de virus atenuados ou inativados, a segunda geracdo de
vacinas tem como base vacinas de subunidades, compostas de partes ou por¢cdes do
agente patogénico incapazes de provocar a doenga por si sG, no entanto, capazes de
produzir uma resposta imunitaria contra esse mesmo agente patogénico. (Melo et al.,
2022a)

Apesar das primeiras vacinas de subunidades usadas contra o virus influenza
terem mostrado fraca imunogenicidade face as vacinas do tipo atenuadas, foram
tentadas modificagcbes nas formulagcbes que consistem na disponibilizacdo das
subunidades em vesiculas de lipidos com vista ao aumento da sua imunogenicidade e
eficacia. (Francis, 2018) De acordo com a proveniéncia destes lipidos, podemos chamar
estas estruturas de virossomas, caso os lipidos sejam provenientes de outros virus, ou
lipossomas, caso os lipidos usados ndo provenham de material viral. A preparacao
destas vacinas com recurso a estruturas micelares revelou igualmente um incremento da
imunogenicidade. Devido a estrutura ser semelhante a de outros virus, séo referidos
como “virus-like particles”. (Francis, 2018)

A estas estruturas lipidicas podemos chamar de compostos adjuvantes, que,
atuando como sistemas de entrega, tém a capacidade de tornar a resposta imune mais
eficiente, permitindo o uso de menores quantidades de antigeno e melhorando a eficacia
da vacina. Mais concretamente, estes atuam com o intuito de prolongar a
biodisponibilidade do antigénio ao controlar a sua exposi¢cdo ao sistema imunitario,
direcionar o antigénio as estruturas imunitarias de onde surgira a resposta do organismo
e diminuir a taxa de degradacéo do antigénio. Existem também compostos adjuvantes
que atuam como imunoestimulantes que, por meio de recetores do tipo Toll (em inglés,
Toll-like receptors (TLR)), vao faciltar o processo de maturagdo das células
apresentadoras de antigénios (APC), permitindo uma resposta mais robusta da vacina
no organismo. Sdo exemplos deste tipo o hidréxido de aluminio, os agonistas de TLR e
0s agonistas de recetores do tipo lectina. (Zhao et al., 2023)

As primeiras vacinas de subunidades foram aprovadas para uso veterinario,
nomeadamente, contra o virus influenza equino e o virus da leucemia felina (FelLV).
Apesar da inconsisténcia na determinacdo da imunogenicidade desta uUltima vacina, a
adicdo da subunidade num complexo imunoestimulante (ISCOM) com propriedades
adjuvantes capazes de aumentar a imunogenicidade mostrou ser eficaz em dotar

protecdo a todos os animais vacinados. (Francis, 2018)
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Tabela 2 - Esquematizacao dos tipos de vacinas de 22 geracdo e correspondéncia com os
seus componentes e exemplos de vacinas.

Tipo de Componentes Exemplos de vacinas

vacinas

Subunidades Estruturas proteicas e polipéptidos | Vacina contra virus influenza
virais ndo infeciosos equino

Vacina contra Virus da

leucemia felina

Recombinantes | Organismos geneticamente | Vacina contra Difteria
modificados Vacina contra Tétano
Vacina contra Hepatite B
Vacina contra Herpes-virus.

Vacina contra Virus do

papiloma humano (HPV)

Y

Com recurso a engenharia genética, as vacinas recombinantes, também
conhecidas por vacinas sintéticas, sdo produzidas com recurso a organismos
geneticamente modificados com o intuito de produzirem em quantidade compostos
capazes de induzir respostas imunol6gicas no organismo. Os vetores utilizados para a
producdo destas vacinas podem ser de origem bacteriana, como a Escherichia coli,
leveduras como a Saccharomyces cerevisiae, ou células de mamiferos, insetos e plantas.
(Francis, 2018) Apesar de cada um destes vetores apresentar vantagens e
desvantagens, todos estes foram usados como vetor para a expressao e producdo de
vacinas contra diversas doencas no ambito veterinario, como a febre suina e o virus da
doenca de Newcastle, assim como doencas que afetam a espécie humana como a
difteria, tétano, hepatite B, herpes-virus e virus do papiloma humano (HPV). (Francis,
2018; Tahamtan et al., 2017)

Estes tipos de vacinas caracterizam-se por terem um bom récio de custo-
efetividade, terem processos de producao rapidos, serem facilmente transpostas para

escala industrial e serem bastante seguras. (De Pinho Favaro et al., 2022)
1.2.3. Terceira geracéao

No principio dos anos 90 do século XX, comegou a ser desenvolvida uma
terceira geracdo de vacinas, que consiste na administracdo de plasmideos ou de
moléculas de RNA gue possuem sequéncias que codificam um ou mais genes capazes

de levar a produgdo do antigénio viral que ird provocar a resposta imunitaria no
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organismo. Nesse sentido, e ao contrario de vacinas de anteriores geracoes, o antigénio
ndo serd introduzido no organismo pela vacina em si, mas sim pela propria célula que,
com a introdug&o do plasmideo ou do RNA, tratara de produzir o antigénio. (Tahamtan et
al., 2017)

No seu todo, estas vacinas de DNA apresentam vantagens face as anteriores
geracdes, como a capacidade de produzir uma resposta imunitaria estavel, os métodos
de fabrico facilmente repliciveis e adaptaveis, rapidos e similares aos métodos de outras
geracgOes de vacinas, manter-se estavel a uma alargada gama de temperaturas (sem ser
necessario o seu transporte em cadeia de frio), e ndo existir possibilidade de interagir
com outras vacinas. Estes aspetos favorecem o uso destas vacinas em pessoas com
sistemas imunitarios mais débeis. (Chavda et al., 2021; Tahamtan et al., 2017) Apesar
destas vantagens, o facto destas vacinas produzirem apenas proteinas como antigénio,
afetarem o crescimento celular, aumentarem a probabilidade de aparecimento de
tumores por via do risco de interacdo do DNA da vacina com o genoma humano e
possibilidade de provocar doengas autoimunes constituem limitagcdes para o uso destas

vacinas em humanos. (Tahamtan et al., 2017)

Tabela 3 - Esquematizacao dos tipos de vacinas de 32 geracdo e correspondéncia com o0s
seus componentes e exemplos de vacinas.

Tipo de Componentes Exemplos de vacinas

vacinas

DNA Antigénios virais codificados por um Vacina contra ébola
plasmideo recombinante Vacina contra influenza A

subtipo HIN1
Vacina contra HPV

MRNA MRNA encapsulado por vetores, Vacina contra SARS-CoV-
proteinas virais ou polipéptidos. 2

Nas vacinas de RNA mensageiro (mRNA), uma das suas principais limitagcdes
prende-se com o fato destas necessitarem de ser armazenadas e transportadas em
cadeia de frio, limitando a sua acessibilidade quando comparadas com as vacinas de
DNA. Na sua generalidade, a passagem do mRNA pela membrana celular revela-se
dificil, o que faz com que seja necessério desenvolver métodos que visem melhorar a
sua biodisponibilidade, imunogenicidade e estabilidade. Outra limitacdo prende-se com
o facto do mRNA ter propriedades imunoestimulantes que terdo de ser tidas em conta,
sob o risco de existir um excesso de estimulo que provocara reacdes adversas como
hipersensibilidade. (Baghban et al., 2023)
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Dentro deste grupo de vacinas de 32 geragdo, as vacinas de mRNA tém
demonstrado recentemente varias vantagens face as vacinas de DNA, nhomeadamente
no que toca a auséncia do risco da sua integragcdo no genoma fruto da sua acao
direcionada apenas no citoplasma da célula. Tém ainda um tempo de vida relativamente
curto que permite melhor controlar a produgcdo de antigénio. Podem ser dividas em
vacinas nao replicantes e replicantes: como o0 nome indica, as Ultimas tém um mecanismo
de acdo idéntico ao das vacinas nao replicantes, no entanto, a RNA replicase viral é
mantida intacta, levando a capacidade de replicar mais moléculas da vacina no
organismo, permitindo que seja necessaria uma dose muito menor do que a usada para
atingir a imunizagéo face as vacinas néo replicantes. (Melo et al., 2022b)

Existem exemplos candidatos de vacinas desta gerag¢édo contra o HPV, malaria,
ébola, HIV e diversos tipos de cancro, no entanto, atualmente, as vacinas mais
conhecidas que usam &cidos nucleicos séo as vacinas contra o virus SARS-COV-2, que
ajudaram a mitigar em tempo recorde os efeitos nefastos deste virus na populagéo.

(Chavda et al., 2021; Melo et al., 2022b)
1.3. Doencas Tropicais Negligenciadas

As doencas tropicais negligenciadas (DTN, ou NTD em inglés) podem ser
compreendidas como um conjunto de doencas que afeta populacfes de regides tropicais
pouco desenvolvidas, fustigadas pela falta de recursos financeiros e investimento por
parte das agéncias e stakeholders da area da saude. (Weng et al., 2018) A maioria destas
doencas sdo endémicas em paises em desenvolvimento e, individualmente, tém pouca
expressao em termos de mortalidade associada. Este facto faz com que exista menos
interesse em investir e desenvolver novas terapéuticas para estas doencas, levando o
foco para doengas que causem maiores taxas de mortalidade. (Engels & Zhou, 2020)
Devido a auséncia ou maior demora no acesso ao diagndstico ou ao tratamento, estas
populacdes estdo mais suscetiveis a fatores como comorbilidades acrescidas, invalidez
e estigmatizagdo, e tém como consequéncia custos elevados para a economia destes
paises. (Weng et al., 2018) Em 2010, estimou-se que cerca de 2 mil milhdes de pessoas
em todo o mundo estariam afetadas com pelo menos uma doencga deste tipo. Em termos
de comparacao, os efeitos na reducdo dos anos de vida devido a incapacidade (EVCI,
ou DALY) induzida por estas doencas € comparavel a de doencas como o sindrome da
imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e tuberculose (Engels & Zhou, 2020)

Aliado a diminuta taxa de sucesso de producéo de novas terapéuticas eficazes, e
aos altos riscos financeiros para as empresas do sector farmacéutico, os fundos

disponiveis para concluir processos de investigacdo e desenvolvimento sao insuficientes
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e condicionam avancos significativos na investigacdo. (Cohen et al., 2014) No ano 2012,
a OMS langou o road-map “Accelerating work to overcome the global impact of neglected
tropical diseases” com vista a promover a coordenacdo entre os estados para a
prevencgdo, controlo e erradicacdo de um determinado nimero de doencas tropicais
negligenciadas, mostradas na tabela 4. (Ending the Neglect to Attain the Sustainable
Development Goals, 2021)

Tabela 4 - Lista de Doencas Tropicais Negligenciadas da World Health Organization
(WHO) e respetivos tipos de agentes causadores. (Casulli, 2021)

Doencas Agente causador

Ulcera de Buruli Bactéria
Doenca de Chagas Parasita
Dengue Virus
Chikungunya Virus
Dracunculiase Parasita
Equinococose Parasita
Trematodiases de origem .

] Parasita
alimentar
Tripanossomiase humana _

_ Parasita

africana
Leishmaniose Parasita
Lepra Bactéria
Filariose linfatica Parasita

Micetoma, cromoblastomicose e »
) Bactérias e Fungos
outras micoses profundas

Oncocercose Parasita
Raiva Virus
Sarna e outras ectoparasitoses Parasita
Esquistossomose Parasita
Helmintiases transmitidas pelo .
Parasita
solo
Envenenamento por mordedura )
Toxinas
de cobra
Taeniase e cisticercose Parasita
Tracoma Bactéria
Bouba Bactéria

Em 2020, um novo road-map foi atualizado pela OMS com objetivos concretos

até 2030 que implicam a reducéo de 90% do numero de pessoas a necessitar tratamento
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para uma DTN, reducdo das DALY relacionada com DTN’s e erradicagéo de pelo menos
uma DTN de 100 paises. Existe igualmente o objetivo de erradicar a dracunculiase e a
bouba a nivel global. (Ending the Neglect to Attain the Sustainable Development Goals,
2021)

Um dos paises mais fustigado por este tipo de doencas € a India, que tem feito
esforgos para combater a incidéncia deste tipo de doencas. Apesar desse esforco, o
registo de incidéncia é apenas feito para um conjunto restrito de doencas, o que limita a
atuacao das autoridades perante as mesmas. N&ao obstante, a contribuicdo da India para
o desenvolvimento de novos medicamentos, métodos de diagndstico e vacinas tem sido

significativa. (Ca et al., 2024)

1.4. Aquecimento global e aparecimento de novas doencas em paises
desenvolvidos.

O aguecimento global é um fenémeno que consiste no aumento da temperatura
média do planeta. Este fendmeno pode ser provocado por fatores naturais, como
erupgdes vulcanicas e variagbes da atividade solar, ou fatores antropogénicos como a
gueima de combustiveis fosseis, que produz gases de estufa para a atmosfera. (Adepoju
et al., 2023) Este fendmeno é facilmente constatado quando se comparam as
temperaturas médias do planeta desde a época pré-industrial até ao presente momento,
tal como evidenciado na figura 2, onde se verifica um aumento significativo nas Ultimas

décadas.
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Figura 2 - Variacdo da temperatura média, em graus Celcius, da superficie do planeta
registadas nos meses de setembro desde 1940 até a atualidade. Os pontos negros
assinalam os anteriores recordes de temperatura registados.

(Rantanen & Laaksonen, 2024).

Com a insurgéncia deste fendbmeno, o aumento da temperatura global ira
precipitar uma mudanga no clima varias regides, produzindo altera¢fes na sua fauna e
flora e introduzindo novas doencas para as quais as populacdes residentes ndo estardo
preparadas para combater. (Semenza et al., 2022) Essas regides estardo igualmente
sujeitas a eventos em cascata que aumentardo a incidéncia destas doencas. A titulo de
exemplo, com o aumento de episédios de cheias repentinas, surgird igualmente o
aparecimento de zonas de aguas estagnadas propicias proliferacdo de espécies de
mosquitos e a contaminacgdo de agua potavel, que trard como consequéncia o aumento
de incidéncia de doencgas transmitidas por via destes vetores. (Adepoju et al., 2023)

Fendmenos demogréficos relacionados como éxodo de populagdes rurais para
grandes centros urbanos sédo igualmente fatores que facilitam o aparecimento de novas
zonas endémicas para doencas tropicais negligenciadas, observando-se igualmente a
tendéncia de doencas até agora consideradas exclusivas de paises em desenvolvimento
passarem a ser endémicas em paises mais desenvolvidos. Tal ird fazer com que no futuro
o interesse pelo desenvolvimento de novos métodos para cura e tratamento destas

doencas aumente.(Baharom et al., 2021)
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1.5. Virus da Familia Flaviviridae

A familia Flaviviridae, disposta na figura 3, € composta por virus envelopados com
genoma de RNA de cadeia simples com sentido positivo (SSRNA), pode ser dividida em
quatro géneros (Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus e Pegivirus), que apesar de terem
caracteristicas semelhantes entre si, como a estratégia de replicacdo e organizacao

gendmica, sdo biologicamente distintos. (Knipe, & Howley, 2014)

Pestivruses 3:0‘1
BDV.
GBY-C Pegiviruses
proposed)
GBV-A*
ENTV
GBV-D*
CFAY
YFV GBV-B*
TBEV

4 5 2 Hepaciviruses
Flaviviruses eV 31 46 3hcy o

L —
DENV 0.l

Figura 3 - Arvore filogenética da familia de virus Flaviridae. A barra de escala indica as
substituicdes de aminoacidos por posi¢ao. (Knipe, & Howley, 2014)

O género Flavivirus engloba um grupo de aproximadamente 50 espécies de virus,
sendo que a esmagadora maioria necessita de um vetor para infetar o hospedeiro.
Podemos subdividir este género em dois grupos: 0S virus que se propagam por
intermédio de mosquitos, como o virus da febre amarela e do dengue, e 0s que se
propagam por intermédio de carragas, como o virus da encefalite da carraca. Ainda séo
categorizados 0s virus que ndo necessitam de um vetor ou que ainda nao tém um vetor
conhecido, como o virus Apoi. (Fenner et al., 2017)

Da familia destes virus, destaca-se o virus do dengue que, segundo a OMS, esta
sinalizado como sendo doencga tropical negligenciavel. Outras doengas causadas por
arbovirus como a febre amarela, a zika, a encefalite japonesa e o virus do Nilo ocidental,
apesar ndo serem consideradas pela OMS como doencas tropicais negligenciaveis, sdo
tidas em conta por alguns peritos, que advogam a sua inclusdo na lista de doencas
tropicais negligenciaveis da OMS, dado que afetam tipicamente regifes mais pobres do

globo. (Norman et al., 2010)
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1.5.1. Febre amarela

A febre amarela é originaria do continente africano, e alastrou-se ao continente
americano com o0 advento do comércio esclavagista e consequente éxodo das
populacdes indigenas. O primeiro relato de epidemia no continente americano remonta
aos meados do século XVII. Posteriormente, foram relatados inimeros focos de epidemia
tanto na zona norte do continente americano, como em paises europeus. (Knipe, &
Howley, 2014) Em 1900, Walter Reed e os seus colegas mostraram que o0 agente
infecioso da febre amarela era transmitido pela picada do mosquito Aedes aegypti,
levando a que campanhas de erradicacdo dos mosquitos fossem postas em marcha,
eliminando assim a doenc¢a nos grandes centros urbanos do hemisfério ocidental (Fenner
et al., 2017)

Atualmente, o virus da febre amarela € endémico nas regides tropicais e
subtropicais da Africa Subsariana e América do Sul, que envolve cerca de 900 milhdes
de habitantes. NUumeros da OMS apontam para 200 mil novos casos de doenca,
resultando em 30 mil mortes anuais, maioritariamente ocorridos no continente africano.
(Knipe, & Howley, 2014)

Figura 4 - Distribuicdo global da febre amarela (Golding et al., 2015). A verde estao
representadas as regides onde a doenca é considerada endémica, nomeadamente, nas
regides da América do Sul e da Africa Subsariana.

Apesar do sucesso das medidas de irradicacdo dos mosquitos nas grandes
cidades, a descoberta do ciclo silvatico em 1932 veio dificultar os esforcos de erradicacdo
real da doenca nos humanos, uma vez que basta um ser humano entrar em contato com
um macaco ou mosquito infetados para recomecar o ciclo urbano da doenca, transmitindo

assim a doencga a outras pessoas, e despoletando outra epidemia. (Fenner et al., 2017)
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Em 1927, Max Theiler desenvolve a estirpe 17D do virus da febre amarela
(YF17D), fruto de sucessivas passagens do virus da estirpe Asibi em embrifes de galinha
de modo a remover as propriedades neurotrOpicas e viscerotropicas assim como a
afinidade do virus para com o mosquito. Mais concretamente, foram necessarias 176
passagens para se obter a estirpe atenuada, tornando-se numa das vacinas mais
eficazes e seguras desenvolvidas. Esta descoberta foi responsavel pela vacinacdo de
mais de 500 milhes de pessoas em todo o mundo, com uma imunizacdo prevista para
10 anos em 98% dos vacinados. O desenvolvimento desta vacina foi premiado com o
Prémio Nobel da Medicina em 1951. (Barrett, 2017; Bonaldo et al., 2014; Heinz & Stiasny,
2012)

1.5.2. Dengue

O dengue € uma doenca cujo virus é transmitido pelo mosquito fémea da espécie
Aedes. A doencga esta vastamente distribuida pelos continentes americano e asiético,
com especial foco nos paises com climas tropicais e subtropicais (Fig. 9). Atualmente, é
considerada como a doencga transmitida pelo mosquito mais prevalente do mundo.
(Shrivastava et al., 2017)

Um estudo da OMS estima que as taxas de incidéncia da doenga rondem os 390
milhdes de infe¢bes por ano, com aproximadamente 96 milhdes a manifestar
clinicamente a doenca. A falha no diagndstico e a falta de acesso da populacdo a

cuidados de saude indicia que os nuUmeros reais poderdo ser maiores. (Brady et al., 2012)

Probability
of occurrence

B
.

Figura 5 - Distribuicéo global da probabilidade de ocorréncia da doenca de dengue em
2010. (Bhatt et al., 2013) As areas com elevada probabilidade de ocorréncia de dengue
sao apresentadas a vermelho e as areas com baixa probabilidade a verde.
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O virus do dengue é caracterizado por ter quatro serotipos (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 e DENV-4) com os mesmos padrfes epidemiologicos e clinicos, mas com
caracteristicas genéticas diferentes. Apesar desta categorizacdo, descobriu-se que
existem diferencas genéticas entre virus do mesmo serotipo em zonas distintas do globo,
criando assim a necessidade de criacao de novas categorias onde possam ser incluidos
todas as diferentes vertentes genéticas do virus. Algumas dessas categorias sdo as
diferencgas entre genotipos, variante da estirpe e quase espécies, que podem vir a ter um
papel importante no entendimento dos mecanismos de defesa do préprio virus, assim
como as interacdes deste com o hospedeiro. (Knipe, & Howley, 2014)

No que toca a terapéuticas para o tratamento da doenca causada pelo virus do
dengue, ndo existem medicamento retrovirais e qualquer tratamento existente consiste
em cuidados basicos de estabilizacdo do doente. A técnica mais utilizada para a
mitigacdo do dengue nos territdrios endémicos consiste no controlo do vetor, no entanto,
sem a eficicia desejada.

Atualmente existem duas vacinas vivas atenuadas ja licenciadas com o nome
Dengvaxia e Qdenga, desenvolvida pela Sanofi-Pasteur e Takeda, respetivamente, e
encontra-se disponivel em mais de 20 paises. (Ferguson et al.,, 2016) Outras vacinas
quiméricas, como a TV003/TV005, apesar de ainda ndo se encontrarem licenciadas,
detém dados de ensaios clinicos de fase Il e Il que demonstram uma eficacia promissora
na prevengdo da doenca. Existem candidatos de diversos outros tipos, vacinas de
subunidades e DNA, que se encontram a ser desenvolvidas e estudadas. (Pereira et al.,
2025a)

1.5.3. Zika

O virus do Zika (ZIKV), pertencente ao género Flavivirus, com cadeia positiva de
RNA, foi pela primeira vez isolado em 1947 na floresta Zika no Uganda, a partir de um
macaco Rhesus. Até ao século XX, o virus foi sendo isolado em diversos locais,
maioritariamente em paises do sudoeste e centro asiatico, com sintomas manifestados
muito semelhantes com a febre do dengue. (Morris et al., 2018)

Apesar da aparente propagacdo do virus pelos continentes africano e asiatico,
até 2007 apenas 14 casos de infecdo foram reportados pela literatura médica. Nesse
ano, uma epidemia afetou cerca de 70% da populacdo das llhas Yap dos Estados
Federados da Micronésia, tendo sido considerado um caso inesperado de perigo para a
saude publica na regido. Outro surto epidémico foi sentido na Polinésia Francesa, com
cerca de 32,000 pessoas infetadas manifestando sintomas semelhantes aos sentidos na
llhas Yap. (Morris et al., 2018)
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Figura 6 — Mapa esquematico que demonstra a expansao do virus Zika no mundo entre os
anos de 1947 e 2016. (Morris et al., 2018) As numeragdes no mapa indicam a detecéo
pela primeira vez do virus na respetiva regido. O primeiro caso reportado em humanos

ocorreu em 1954 na Nigéria, 7 anos apos a isolagéo do virus pela primeira vez em
macacos Rhesus.

Este virus é transmitido principalmente pelos mosquitos do género Aedes e é
transmissivel entre humanos pela via sexual e vertical, sendo também detetavel no
sangue, saliva, urina e leite materno. (Ali et al., 2017)

Atualmente ndo existem tratamentos para o ZIKV, dai a melhor estratégia para o
controlo e prevencédo desta patologia sera o controlo populacional dos principais vetores
virais, 0s mosquitos. A¢des de formacao junto da populacdo em paises endémicos sao
também um fator a ter em conta nesse aspeto, especialmente no que toca a franja
populacional das mulheres em idade fértil. Em mulheres gravidas, a disponibilizacéo de
exames periodicos é essencial para detetar problemas no feto num estadio precoce. (Ali
et al., 2017) Neste momento, ndo existem vacinas aprovadas contra esta doenca, no
entanto, varias tecnologias tém sido utilizadas como base para o desenvolvimento de
vacinas contra o ZIKV, nomeadamente virus atenuados, vacinas vetorizadas, vacinas de

vetores virais e RNA ou DNA modificados. (Pereira et al., 2025a)
1.5.4. Encefalite Japonesa

A encefalite japonesa é uma doenca transmitida pelos mosquitos Culex e Aedes,

sendo capaz de infetar o sistema nervoso central, causando efeitos severos e
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potencialmente letais para os individuos infetados. Esta doenca foi descrita pela primeira
vez no Japao nos anos 80 do século XIX, e o seu virus foi pela primeira vez isolado a
partir do cérebro de um humano infetado em 1935. (Knipe, & Howley, 2014)

Encontra-se distribuida principalmente pelo continente asiatico, havendo uma
maior concentracdo de novos casos na regiao abrangida pelo sudoeste asiatico. De modo
geral, o nUmero de casos tem vindo a aumentar em todos os paises, com especial
excecdo da China, onde os indicadores demonstram um decréscimo de casos
reportados, possivelmente devido a implementacéo de grandes campanhas de vacinacao
da populacdo. Nos ultimos anos foram relatados surtos em paises como a Papua Nova
Guiné e Austrdlia, revelando a expansédo da zona de influéncia deste virus. (Knipe, &
Howley, 2014)

Esta doencga é classificada como tendo cinco genétipos diferentes, nomeados |,
I, 1, IV e V, que estdo distribuidos pelas diferentes regides afetadas, sendo que os
gendtipos | e Ill sdo mais prevalentes em regides epidémicas, e os genotipos Il e IV

ocorrem em maior nimero nas regiées endémicas. (Knipe, & Howley, 2014)

Figura 7 - Distribuicdo geografica do virus da Encefalite Japonesa. (Golding et al., 2015)
A verde estdo assinaladas as regides onde a doenca é considerada endémica,
nomeadamente, nas regides do Subcontinente Indiano, Sudoeste Asiatico e Extremo
Oriente.

Os cuidados de saude prestados aos individuos infetados consistem na tentativa
de controlar os sintomas a medida que se manifestam, pelo que ainda nao existe um
tratamento especifico contra a encefalite japonesa. Como tal, a prevenc¢ao pelo meio da
vacinacdo e as medidas de controlo do vetor mosquito permanecem os melhores
métodos para travar os surtos da doenca. (Chin & Torresi, 2013)

A partir de 1954, foi introduzida no mercado internacional a vacina JE-VAX, criada

a partir do cérebro de ratos infetados com o virus da encefalite japonesa. Os tecidos
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cerebrais sdo homogeneizados e purificados recorrendo a hiper-centrifugacéo e varias
filtragcbes, sendo depois adicionada formalina de modo a inativar o virus. Esta vacina usa
diferentes estirpes da doenca para diferentes mercados, e a sua modesta
imunogenicidade faz com que sejam necessarios varios refor¢cos para que se mantenha
eficaz. Além disso, foram reportadas varias rea¢des adversas aquando a administracdo
da vacina, como reacdes alérgicas e neuroldgicas, levando a que esta tenha sido
descontinuada em 2005 face ao surgimento de novas vacinas com melhores perfis de
seguranca. (Knipe, & Howley, 2014)

Uma vacina disponivel no mercado é a IXIARO, criada em células Vero e
adjuvada com hidroxido de aluminio, num regime posolégico de duas doses
administradas com 28 dias de intervalo entre elas. Esta vacina inativada foi admitida no
mercado apés ter sido garantido que ndo era menos imunogénica que um regime de 3
doses de JE-VAX. (Knipe, & Howley, 2014) Esta é a Unica vacina que se encontra
autorizada no Estados Unidos.

Existe ainda outra vacina para a encefalite japonesa, IMOJEV. Esta caracteriza-
Se por ser uma vacina viva atenuada, e é composta principalmente pela estirpe virus da
febre amarela com genes da encefalite japonesa. Os ensaios clinicos onde esta vacina
foi testada mostram resultados favoraveis para o seu uso no mercado, com a vantagem
de ser apenas necessaria uma dose para produzir uma protecao duradoura. No entanto,
esta vacina € contraindicada para certas franjas da populacédo devido aos seus efeitos
secundarios, fruto de se tratar uma vacina viva atenuada. Esta vacina esta aprovada em

diversos paises asiaticos e na Austrdlia, ndo estando aprovada no Estados Unidos.
1.5.5. Virus do Nilo Ocidental

O virus do Nilo ocidental (VNO) (em inglés, West Nile Virus (WNV)), € um
flavivirus de RNA com cadeia positiva. Foi isolado pela primeira vez no ano de 1937 no
Uganda num doente que manifestava sintomas febris. (Knipe, & Howley, 2014) Ao longo
do tempo, ocorreram surtos esporadicos da doenca em diversas regifes dos continentes
africano e asiatico, médio-oriente e Australia, considerados como surtos menores, sem
grande importancia clinica. No final do século XXI, o virus alastrou-se ao continente
americano, causando a morte a 7 pessoas e a dezenas de passaros e cavalos na zona
de Nova lorque. Atualmente, o virus esta disseminado em grande parte do continente
americano, com o numero de individuos infetados com o virus a aumentar anualmente.
(Knipe, & Howley, 2014)

27



Figura 8 - Distribuicdo geografica da doenca da WNV (Campbell et al., 2002). A azul estéo
assinaladas as zonas onde a doenca € considerada endémica. O virus j& se encontra
disseminado por diversas regifes do continente africano, europeu, Oceania e América do
Norte.

Apesar da existéncia de vacinas para uso veterinario, ainda ndo existem vacinas
licenciadas para uso em seres humanos. Mesmo apdés varios candidatos terem sido
submetidos a estudos tipo | e Il, nenhum progrediu para estudos mais avangados, o que
pode ser resumidamente explicado por diversos fatores como dificuldades técnicas, falta
de investimento, ou dificuldades relacionadas com o desenho dos proprios estudos.
(Ulbert, 2019) Acresce ainda o facto que a Unica vacina que foi submetida a estudos tipo
Il foi desenvolvida com recurso & mesma tecnologia usada numa vacina com o DENV
(CYD-TDV) ter demonstrado limitagbes em pessoas néo infetadas contra um dos seus
serotipos, levando a crer que os fabricantes desta vacina quererdo clarificar totalmente a
causa desta limitacdo antes de expandir a tecnologia a outras frentes. (Sridhar et al.,
2018)
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2.0bjetivo

Dada a importancia atual e crescente que as infecdes virais causadoras de DTNs
representam, a presente monografia propde um estudo retrospetivo, num espacgo
temporal de 10 anos, sobre a investigagdo e desenvolvimento de diversas vacinas para
doencas causadas por virus da familia Flaviviridae (Dengue, Zika, Encefalite Japonesa,
e Virus do Nilo Ocidental). Este estudo tem assim como objetivo determinar os tipos e
namero de candidatos a vacinas em desenvolvimento para cada uma destes virus ao
longo de 10 anos, compreendidos entre 2014 e 2024 e analisar a sua evolugéo no que
toca ao numero de ensaios clinicos realizados.
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3.Metodologia

O objetivo deste estudo consiste na realizagdo de uma analise que tem em conta
a contabilizacdo de todos os ensaios clinicos decorridos entre 2014 e 2024 que
estudaram o efeito de candidatos a vacinas contra virus pertencentes a familia
Flaviviridae.

A pesquisa e selecdo de artigos que foi realizada na plataforma PUBMED
(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/) com base no descritos nos seus titulos e resumos,
teve em conta o tipo de doenga que os candidatos a vacina se propdem a tratar e o tipo
de vacina usada para esse efeito. Foram apenas incluidos ensaios clinicos, nao tendo
sido selecionados outro tipo de entradas. N&o foram incluidos ensaios clinicos relativos
a métodos de diagnoéstico ou prevengdo, ensaios cujo objetivo ndo sejam eficacia e
segurancga dos candidatos, artigos incompletos ou que ndo fornegam dados suficientes e
ensaios clinicos realizados em animais.

Com estes resultados, obteve-se uma visdo temporal sobre diversos fatores como
a evolugdo de numero de ensaios para cada doenca, em que fases se encontram 0s
ensaios, e as vacinas e respetivos tipos em desuso ou em ascensao.

Sempre que aplicavel, foram elaboradas figuras com vista a promover a analise
dos fatores redigidos em cima, nomeadamente, graficos que mostram o numero de
ensaios por ano para determinada doenca, as fases dos ensaios por ano para
determinada doenca, as vacinas e seus tipos usadas por anos para determinada doenca.

As plataformas Clinicaltrials.gov e Clinicaltrialsregister.eu foram utilizadas como
suporte na definicdo da fase de estudo do ensaio clinico em questdo em casos em que
o titulo e o resumo do artigo ndo sejam claros quanto a este aspeto. Ainda assim, quando

néo foi possivel determinar a fase do estudo, o estudo nao foi selecionado.
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4 Resultados e Discussao

De acordo com a metodologia descrita no ponto 3, os resultados obtidos nesta
pesquisa de ensaios clinicos encontram-se dispostos na tabela em baixo, descrevendo
0 numero de artigos encontrados durante a pesquisa da respetiva search word face ao
namero de artigos selecionados de acordo com os critérios definidos:

Tabela 5 - Search words pesquisadas na plataforma PUBMED, com respetivo nimero de
artigos de ensaios clinicos pesquisados e selecionados entre 0os anos de 2014 e 2024.

Doenca Search Word Total de artigos Artigos
encontrados selecionados
Dengue “Dengue vaccine” 132 75
Encefalite “Japanese 57 29
Japonesa Encephalitis vaccine”
Zika “Zika vaccine” 26 11
Virus no Nilo “West Nile virus 7 1
Ocidental vaccine”

De uma forma geral, € possivel observar na tabela 5 que existe uma maior
prevaléncia de artigos encontrados para a doenca de dengue do que para as outras
doencas. Em termos de artigos pesquisados, os 132 artigos encontrados para a doenca
de dengue perfazem cerca de 59,5% dos artigos encontrados com todas as search
words. A segunda doenca com mais artigos encontrados € a encefalite japonesa com
25.6% do total de artigos encontrados.

No decorrer da selecdo de artigos, apenas 116 artigos (cerca de 52.3%)
cumpriram com os critérios de selecdo. Cerca de metade desses artigos séo referentes
a doenca da dengue, seguindo-se a doenga da encefalite japonesa como a segunda

doenca com mais artigos selecionados
4.1. Dengue

Entre 2014 e 2024 foram selecionados 75 ensaios clinicos que envolveram
vacinas ou candidatos a vacinas contra a dengue. Na tabela 6 € possivel observar o
nimero de ensaios por vacina e o respetivo tipo de vacina estudado. E possivel constatar
que duas vacinas, TAK-003 (Qdenga) e CYD-TDV (Dengvaxia), sdo bastante mais
prevalentes que as restantes, perfazendo 72% da totalidade dos ensaios clinicos
selecionados. Nota-se igualmente um dominio das vacinas atenuadas face a outros tipos

também presentes nestes ensaios clinicos.
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Tabela 6 - NiUmero de artigos de ensaios clinicos selecionados e respetiva

correspondéncia com a vacina estudada e o seu tipo usando a search word “Dengue
vaccine” entre os anos de 2014 e 2024.

Ve Tipo de Numero de ensaios
Vacina clinicos selecionados

TAK-003/ DENVax (Qdenga)| Atenuada 32
CYD-TDV (Dengvaxia) Atenuada 22
TDENV-PIV Inativada 5
TV003 Atenuada 4
V180 (TetraVax-DV) Subunidades 3
TDEN Atenuada 2
TV005 Atenuada 2
Butantan-DV Atenuada 2
DENV-1 PIV Inativada 1
Dengusiil Atenuada 1
V181 Atenuada 1

De igual modo, as figuras 9 e 10 demonstram a distribuicdo dos ensaios clinicos

ao longo deste periodo de tempo.

NUmero de Ensaios
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Figura 9 - Grafico representante do nimero de ensaios clinicos por ano selecionados
usando a search word “dengue vaccine”, desde 2014 até 2024.
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Numero de ensaios clinicos por ano e respetiva fase
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Figura 10 - Gréafico representante do niumero de ensaios clinicos selecionados, por ano e
por fase, usando a search word “dengue vaccine”, desde 2014 até 2024.

Tendo em conta estes dados, podemos afirmar que a investigagdo de vacinas
contra esta doenga tem sido feita de forma regular ao longo do periodo de 2014 e 2024.

Tal como observado na figura 9, existe um aumento estavel do nimero de ensaios
clinicos a partir do ano 2020. Relativamente & descricdo da fase dos ensaios
selecionados, disposta na figura 10, é igualmente possivel observar um aumento dos
ensaios clinicos de fases Il desde 2019 em diante.

Existem duas vacinas que se destacam como sendo as mais estudadas, Qdenga
e Dengvaxia. Ambas as vacinas ja se encontram licenciadas em diversos paises e tém
em comum o facto de serem ambas vacinas atenuadas. A vacina Qdenga apresenta uma
taxa de eficacia na prevencao geral da doenca sintomatica em 80,2% e demonstrou a
capacidade de prevenir hospitalizacbes em 90,4%, demonstrando assim a sua elevada
eficacia. JA4 a vacina Dengvaxia demonstra uma taxa de eficacia de reducao de

hospitaliza¢cdes na ordem dos 80%. (Tricou et al., 2024)
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Figura 11 - Grafico representante da distribuicdo, por ano, do nimero de ensaios clinicos
selecionados, usando a search word “dengue vaccine”, onde a vacina Qdenga foi alvo de
estudo, desde 2019 e 2024.
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Figura 12 - Grafico representante da distribuicdo, por ano, do nimero de ensaios clinicos
selecionados, usando a search word “dengue vaccine”, onde a vacina Dengvaxia foi alvo
de estudo, desde 2014 e 2022.

Para a vacina Qdenga, como mostrado na figura 11, é possivel verificar que os
primeiros ensaios foram publicados no ano 2019, enquanto que a vacina concorrente
Dengvaxia teve 0s seus primeiros ensaios no ano 2014. Nota-se, tal como mostrado na
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figura 12, uma maior concentracdo de estudos nos anos mais recentes para a vacina
Qdenga.

Uma das razdes para este facto podera estar relacionada com a limitacdo da
vacina Dengvaxia, em individuos que n&o tenham sido expostos ao virus da dengue. De
acordo com os estudos disponiveis, tal limitacdo ndo afeta a vacina Qdenga, que
demonstra resultados semelhantes entre individuos previamente infetados e né&o
infetados. (Tricou et al., 2024)

N&o obstante das vacinas previamente mencionadas, foram feitos recentemente
ensaios clinicos com outros candidatos a vacinas. Um desses candidatos é a TV005, que
recentemente mostrou produzir uma resposta imunolégica semelhante para todos os
serotipos da dengue. Ndo obstante, sera necessario obter resultados de ensaios clinicos

mais abrangentes para atestar a reprodutibilidade destes resultados. (Walsh et al., 2024)
4.2. Encefalite Japonesa

Entre 2014 e 2024 foram selecionados 28 ensaios clinicos que envolveram
vacinas ou candidatos a vacinas contra a encefalite japonesa. Na tabela 7 é possivel
observar o numero de ensaios por vacina e o respetivo tipo de vacina estudado.

Tabela 7 - NUmero de artigos de ensaios clinicos selecionados e respetiva

correspondéncia com a vacina estudada e o seu tipo usando a search word “Japanese
Encephalitis vaccine” entre os anos de 2014 e 2024.

. : . Numero de ensaios
Vacina Tipo de vacina| . . ;
clinicos selecionados

JE-CV (IMOJEV)| Atenuada 15
IXIARO Inativada 9
JENVAC Inativada 2
Encevac Inativada 1
JE-PI/JE-LI Inativada 1

Dos resultados extraidos para as vacinas contra a encefalite japonesa, podemos
observar na figura 13 uma regularidade assinalavel do numero de ensaios clinicos
publicados desde 2014 até 2020, sendo que a partir de 2021 observa-se um decréscimo
de publica¢des neste ambito.

E possivel constatar que a vacina atenuada JE-CV foi testada em mais ensaios
clinicos do que todas as outras vacinas combinadas, tendo até quatro ensaios clinicos
de fase IV publicados. Por comparacdo, a segunda vacina mais frequente, IXIARO,
detém 9 ensaios clinicos realizados durante este periodo com um estudo de fase IV

detetado.
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Com suporte da figura 13, é possivel constatar que o nimero absoluto de ensaios
clinicos durante o periodo estudado teve um decréscimo da sua frequéncia ao longo do
tempo. Tal pode dever-se ao facto de ja existirem no mercado mundial duas vacinas
aprovadas que correspondem as necessidades das populacdes, e juntamente com o
facto de existirem cada vez mais ensaios com maior especificidade, potencia a que haja
um crescente desinteresse no estudo de outras alternativas a estas vacinas. Estes
fatores também podem impactar no nimero de ensaios clinicos realizados a outros
candidatos a vacinas contabilizados neste estudo, como a Encevac, Jenvac e JE-PI/JE-
LI
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Figura 13 - Grafico representante do niumero de ensaios clinicos selecionados por ano,
usando a search word “japanese encephalitis vaccine”, desde 2014 até 2024.
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Numero de ensaios clinicos por ano e respetiva fase
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Figura 14 - Grafico representante do nimero de ensaios clinicos selecionados por ano e
respetiva fase, usando a search word “japanese encephalitis vaccine”, desde 2014 até
2024.

Durante o periodo de tempo de 2014 a 2024 nao foram notados ensaios de fase
| uma vez que estes ensaios foram realizados antes de 2014. Tal demonstra que estas
vacinas e candidatos tém sido estudados gradualmente ao longo do tempo, sendo que
nestes 10 anos os ensaios realizados foram de fases mais avancadas, o que se coaduna
com o facto de ja existirem vacinas aprovadas em diversos mercados. Estas vacinas
detém taxas de eficacia bastante elevadas. Foi observado que, para a vacina JE-CV,
99% dos adultos adquirem imunidade ao fim de 28 dias apds a administracao da vacina.
(Torresi et al.,, 2010) Do mesmo modo, a vacina IXIARO também apresenta taxas de
imunidade superiores a 95% num periodo de tempo semelhante. (Hills et al., 2019)

A diferenca notada entre o nUmero de estudos para ambas as vacinas aprovadas
podera ser explicada pelo uso de cada uma das vacinas na sua populacdo-alvo. Por
exemplo, a vacina JE-CV é usada em zonas endémicas do globo, que se caracterizam
por ser menos desenvolvidas e ter mais populacédo afetada por esta doenca, onde dose
Unica é uma vantagem. Ja a vacina IXIARO esta aprovada para o uso em paises nao
endémicos, como os Estados Unidos da América (EUA), onde o seu uso é feito
maioritariamente em viajantes para estas zonas endémicas, que beneficiam de uma
vacina com menos efeitos secundarios apesar do esquema de duas doses.

A diferenca de tipo de vacinas pode ser determinante, uma vez que a tecnologia
das vacinas inativadas estd mais estabelecida do que as vacinas vivas atenuadas,
levando a necessidade de existirem mais estudos para a este ultimo tipo no que toca ao

seu perfil de seguranca e eficacia.
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4.3. Zika

Entre 2014 e 2024 foram selecionados 11 ensaios clinicos que envolveram
vacinas ou candidatos a vacinas contra a zika. Na tabela em baixo é possivel observar o
namero de ensaios por vacina e o respetivo tipo de vacina estudado.

Tabela 8 - Numero de artigos de ensaios clinicos selecionados e respetiva

correspondéncia com a vacina estudada e o seu tipo usando a search word “zika vaccine”
entre os anos de 2014 e 2024.

Vacina Tipo de Vacina I\’ll].mero de ensaios
clinicos selecionados

PIZV (TAK-426) Inativada 4
VRC-ZKADNAO085-00-VP DNA 1
VRC-ZKADNAOQ90-00-VP DNA 1
GLS-5700 DNA 1
Ad26.ZIKV.001 DNA 1
mRNA-1325 mRNA 1
mRNA-1893 mRNA 1
VLA1601 Inativada 1

Destes resultados dispostos na tabela 8 podemos averiguar que a vacina PIZV
(TAK-426) é a mais estudadas face as restantes vacinas, que apenas detém um artigo
cada. Esta vacina beneficiou de ser um dos primeiros candidatos a ser testado em
humanos com resultados promissores, o que levou a uma maior facilidade em obter os
recursos financeiros necessarios para concluir os ensaios mais rapidamente e com maior
abrangéncia. (Morabito & Graham, 2017) Nos seus ensaios, a vacina PIZV revelou
potencial no que toca a resposta imunitaria provocada pela sua administracdo com perfil
de seguranga aceitavel e auséncia de eventos adversos graves. (Kim et al., 2024)

Todos estes ensaios tém a particularidade de serem de fase |, o que revela o
estado prematuro da investigacdo destas vacinas até poderem ser autorizadas para
comercializacdo. Uma das razbes por detrds da inexisténcia de estudos mais
abrangentes podera estar relacionada com o decréscimo acentuado da incidéncia da
doenca depois do seu pico em 2016, o que limitou a elaboracdo de ensaios de fase Il e

[l para vacinas contra esta doenca. (Vannice et al., 2019)
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Figura 15 - Grafico representante do nimero de ensaios clinicos selecionados por ano,
usando a search word “zika vaccine”, desde 2017 até 2024.

Tal como mostrado na figura 15, ndo é possivel obter uma relagdo de estabilidade
no que toca a publicacéo de ensaios clinicos para vacinas contra a zika. Este facto podera
estar relacionado com o facto de o uso desta vacina estar sujeito ao aumento da
incidéncia da doenca de dengue grave em zonas endémicas. Esta € uma das limitacdes
gue pode abrandar a investigagdo em torno da vacina PIZV. O mecanismo por detras
desta constatacdo ainda ndo se encontra completamente esclarecido, pelo que futuros
estudos deverdo ter em conta a monitorizagdo de eventos adversos relacionados com a

doenca do dengue. (Flores et al., 2025)
4.4. Virus do Nilo Ocidental

Entre 2014 e 2024 foi selecionado apenas 1 ensaio clinico que envolveu um
candidato a vacina contra o virus do Nilo Ocidental. Essa vacina é a HydroVax-001, que
se caracteriza por se uma vacina inativada que revela um nivel de imunogenicidade
moderado e perfis de seguranca bem tolerados em véarias dosagens estudadas. (Woods
et al., 2019)

Apesar deste estudo se centrar em resultados obtidos desde 2014 até 2024, é
possivel perceber que existem diversos ensaios clinicos realizados em anos anteriores
gue estudam diferentes candidatos a vacinas contra o virus do Nilo ocidental, que nunca

passaram da barreira dos ensaios clinicos de fase |I.
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A auséncia de ensaios clinicos mais abrangentes para estes candidatos podera
estar relacionada com diversos fatores: a maioria dos individuos infetados néo apresenta
sintomas da doenca, a frequéncia de surtos epidémicos € irregular e a localizagdo dos
surtos € incerta e de dificil previsdo. Estes fatores dificultam a elaboracdo de ensaios
robustos para o estudo destas vacinas e impedem a sua progressao para ensaios de
fases mais avancadas. (Ulbert, 2019)

De salientar que existem atualmente vacinas ja aprovadas para uso veterinario, e
que as medidas mais tomadas para a prevenc¢ao desta doenca consistem no controlo da

populacdo de mosquitos, que servem de vetor para esta doenca.
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Concluséo e Perspetivas Futuras

Esta dissertacdo abordou integradamente o desenvolvimento de vacinas contra
virus pertencentes a familia Flaviviridae com foco em doencas como Zika, Dengue,
Encefalite Japonesa e Virus do Nilo Ocidental. Por meio de uma analise narrativa de
ensaios clinicos publicados entre 2014-2024 foi possivel identificar os padrées de
desenvolvimento, avaliar as progressdes, tanto cientificas como tecnoldgicas, bem como
os desafios encontrados pelas equipas de investigacdo na luta contra estas doencas, das
quais algumas foram classificadas como doengas tropicais negligenciadas.

Foi possivel constatar que o investimento em investigacdo e desenvolvimento de
vacinas é frequentemente impulsionado pela ocorréncia de surtos epidémicos e posterior
atencdo mediética resultante. Tal é observado concretamente com a Zika, onde, apesar
de ter surgido um namero significativo de ensaios clinicos apés os surtos sentidos entre
2015 e 2016, a queda acentuada da incidéncia global limitou o avanco de candidatos
para ensaios de fase Il e Ill. Por outro lado, o virus da dengue, com prevaléncia e impacto
regulares em regides tropicais, foi investigado com regularidade ao longo do periodo
estudado, tal como pode ser verificado pela frequéncia de artigos publicados. De notar
ainda que para esta doenca existem duas vacinas ja licenciadas, a Dengvaxia (CYD-
TDV) e a Qdenga (TAK-003), ambas vacinas vivas atenuadas com eficacia demonstrada
em diversos ensaios clinicos.

O estudo de novos tipos de vacinas podera estar também relacionado com
caracteristicas requeridas por diferentes tipos de populagdes. No caso das vacinas
aprovadas para a encefalite japonesa, podemos atestar que uma das vacinas, a IMOJEV,
€ uma vacina de dose Unica usada em zonas endémicas geralmente com menos recursos
e infraestruturas, sendo uma vantagem no que toca a este tipo de popula¢des. No caso
da vacina IXIARO, apesar do seu plano de administracdo implicar a toma de uma
segunda dose, é uma vacina administrada sobretudo em viajantes oriundos de paises
desenvolvidos ndo endémicos, e, apesar desta particularidade, confere a vantagem de
deter um melhor perfil de seguranca face a vacina IMOJEV, sendo preferivel a sua toma
em paises desenvolvidos onde os cuidados de saude estdo melhor distribuidos pela
populacgéo.

Existe ainda a particularidade em que a auséncia de surtos da doenca constitui
uma dificuldade acrescida para o avang¢o dos ensaios clinicos. No caso das vacinas
contra o virus do Nilo Ocidental, a auséncia de sintomas na maioria dos individuos
infetados, aliada a auséncia de surtos, constituem fatores que fazem com que o0s

candidatos existentes ainda nao tenham avancado para ensaios clinicos de fases mais
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avancadas. Mesmo a vacina mais promissora para esta doenca, HydroVax-001,
permanece apenas com estudos em fases iniciais devido a estes fatores.

Foi também possivel concluir que o tipo de vacinas para estas doengas tem vindo
a evoluir ao longo do tempo. No caso de vacinas usadas contra os flavivirus, as vacinas
de primeira geragdo, atenuadas e inativas, foram as mais estudadas. Tal podera ser
devido a efichcia comprovada destas vacinas e perfis de seguranca mais bem
documentados. Apesar desta constatacéo, é possivel observar um aumento de ensaios
clinicos para vacinas de geragfes posteriores, como vacinas de subunidades, RNA e
MRNA, que poderd ser explicado pelo excecional enfoque dado a investigacdo de
vacinas contra a COVID-19 desde 2020.

Outro ponto a ter em atencdo sera o impacto das alteragfes climaticas e do
aquecimento global para o aparecimento de doengas em zonas ndo endémicas. Usando
o exemplo das doencas causadas por flavivirus, o aumento da temperatura é um fator
gue favorece o aumento da proliferacdo de mosquitos que servem de vetores para este
tipo de doencas, levando consequentemente ao aumento da sua incidéncia na
populacdo. Este podera ser um fator a ter em conta para os sistemas de saude destes
paises, que terdo inevitavelmente de se adaptar ao tratamento destas novas doencas
nos seus territorios.

Nesse sentido, serd também necessario um esfor¢co conjunto entre entidades de
saude internacionais e locais para o controlo e preven¢ao destas doencgas, assim como
o melhoramento de infraestruturas essenciais por parte dos préprios 6rgaos
governamentais. Além das préprias vacinas e terapéuticas adotadas, sera igualmente
importante capacitar as popula¢gdes mais necessitadas com acesso a agua potavel e
boas condigfes sanitarias aumentando assim a capacidade de prevenir o aparecimento
de novos surtos.

Num modo geral, esta analise revelou um cenario complexo e atual do progresso
das vacinas contra os flavivirus. Diversos fatores socioeconémicos podem estar a limitar
0 sucesso das vacinas contra estas doencas, apesar dos avancos tecnolégicos mais
recentes. Adicionalmente, e com o acentuar das altera¢Bes climaticas, as areas
endémicas para estas doencas poderdo sofrer mudancas e expandir-se para outras
zonas do globo em breve, pondo em risco um maior nimero de pessoas e
sobrecarregando 0s sistemas e infraestruturas de saude que ndo se encontram
devidamente preparadas. Torna-se fundamental que as entidades de saude, publicas e
privadas, mantenham e reforcem os meios, independentemente das flutuacbes de
atencdo mediatica, para garantir uma boa preparacdo na resposta a novos surtos destas

doencas, protegendo assim as populacdes mais necessitadas.
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