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RESUMO

O virus responsavel pela gripe possui atualmente um grande impacto na saude publica, a
nivel mundial. A maneira mais simples de proteger a populagao contra este virus é através da
sua prevencio e, para isso, recorre-se a vacinacio. E de salientar no entanto que, devido as
recorrentes alteragoes a nivel dos antigénios virais circulantes e ao aparecimento de novas
estirpes do virus, torna-se necessario proceder a uma reformulagao anual da vacina. Para
além desta situagao, estas vacinas serao ainda inefetivas em possiveis pandemias que poderao
surgir. Assim, denota-se a importancia da formulagao de uma vacina universal que promova
uma protecao duradoura contra as diferentes estirpes, ultrapassando assim as limitagoes que
atualmente se verificam — protecao limitada e pouco duradoura e a dificuldade da formulagao
de uma vacina eficaz, num periodo de tempo adequado, apos o aparecimento de uma
pandemia. Ao longo deste trabalho serao apresentadas diferentes abordagens/estratégias que
atualmente estio sob investigagao, nomeadamente a utilizagdo de proteinas altamente
conservadas como a M2 e a nucleoproteina (NP), a utilizagdo da neuraminidase (NA), a
utilizagao de partes conservadas da hemaglutinina (HA) e ainda a utilizagado de misturas de

particulas tipo virus (VLPs) que expressam diferentes subtipos de HA e de outras proteinas.

ABSTRACT

Currently, the responsible virus for the flu has a major impact on public health
worldwide. Immunization campaigns are the simplest way to protect the population against
this virus. It should be noted however that, due to recurrent changes in circulating viral
antigens and to the emergence of new strains of the virus, it becomes necessary to carry out
an annual reformulation of the vaccine. In addition, these vaccines will still be ineffective in
possible pandemics that may arise. Thereby denotes the importance of the formulation of a
universal vaccine that promotes long-lasting protection against different strains, thus
overcoming the limitations that currently occur - limited and short-lived protection and the
difficulty of formulating an effective vaccine in a period of suitable time after the occurrence
of a pandemic. Throughout this work are shown different approaches/strategies are
currently under investigation, namely the use of proteins highly conserved as the M2 and the
nucleoprotein (NP), the use of neuraminidase (NA), the use of parts conserved of
hemagglutinin (HA ) and also the use of mixtures of virus-like particles (VLPs) expressing the

different subtypes of HA and other proteins.
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I. INTRODUCAO

O virus influenza é considerado, a nivel global, um problema de salide publica responsavel
por taxas consideraveis de morbilidade e mortalidade. A manifestagao da doenga pode
desencadear a hospitalizacao e, nos casos mais complicados ter como consequéncia a morte
do doente, especialmente nos grupos de alto risco como as criangas, os idosos e os doentes
crénicos (1). A OMS estima que globalmente e anualmente o virus provoca entre 3 a 5
milhoes de casos graves e entre 250 000 a 500 000 mortes (2). Deste modo, a prevengao da
infecdo com o virus influenza através de campanhas de vacinagao é a melhor estratégia de
controlo da doenga e é uma prioridade mundial, especialmente na populagao de alto risco.

Este virus é geneticamente instavel, essencialmente devido a auséncia de enzimas que
reparem os erros originados durante a replicagio do seu genoma, levando assim ao
aparecimento de alteragoes ao nivel dos seus constituintes proteicos, nomeadamente
potenciais antigénios. Estas alteragoes, também denominadas de variagoes antigénicas,
podem ser menores ou suaves (drift antigénico) ou podem ser maiores ou drasticas (shift
antigénico). O drift antigénico resulta do aparecimento e acumulagao de mutagoes
pontuais nos genes da hemaglutinina (HA) e da neuraminidade (NA) que se manifesta através
de alteracoes a nivel dos antigénios de superficie, ficando assim o virus menos suscetivel ao
sistema imune do hospedeiro uma vez que a imunidade adquirida por uma exposigao
anterior deixa de ser totalmente eficaz. Estas alteragoes originam novas estirpes, dentro do
mesmo subtipo, e estas podem ou nao ser semelhantes a estirpe anteriormente em
circulagao. Na presenca de grandes diferencas, esta nova estirpe nao sera reconhecida pelo
sistema imunologico da populagao vacinada, traduzindo-se numa menir eficacia das vacinas
utilizadas e, assim, esta podera originar o aparecimento de uma epidemia. Por outro lado, o
shift antigénico resulta principalmente da mistura aleatoria do material genético de
diferentes subtipos do virus, originando assim novos subtipos, muitas vezes com grande
potencial pandémico. Nesta situagao, e uma vez que a populagao nao teve qualquer tipo de
exposicao prévia ao virus, a imunidade sera muito reduzida ou mesmo nula, o que facilitara a
disseminagao do virus. Importa referir que estas alteragoes sao menos frequentes que as
alteragoes menores (drift), no entanto apresentam um maior impacto pois afetam um maior
numero de pessoas e promovem o aparecimento de complicagoes mais graves (3).

Anualmente, devido as alteragoes genéticas referidas anteriormente e de maneira a
garantir a imunidade da populagao, é necessario reformular a vacina da gripe consoante as
previsoes que sao estabelecidas. A OMS, durante os meses de Inverno do ano anterior a
colocagao no mercado de uma nova vacina, reporta quais sao as estirpes que estao em

circulagao e, com base nesses relatorios, faz as previsdes de quais serao as estirpes que
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estarao em circulagao no proximo ano. A produgao das vacinas inicia-se no més de Janeiro
para que, no inicio do Outono, as vacinas ja possam estar disponiveis para serem
administradas a populagao. No entanto, € de salientar que as previsoes que sao estabelecidas
nem sempre coincidem com as estirpes que efetivamente estao em circulagao na época em
curso, o que traz grandes complicagoes uma vez que, deste modo, a populagao podera nao
estar protegida contra o virus (3).

As limitagoes das vacinas que atualmente se verificam, como por exemplo a ineficacia das
previsoes e a prote¢ao limitada contra os diferentes subtipos do virus, tém despertado o
interesse dos investigadores, de maneira a tentar ultrapassar as mesmas. Assim, cada vez
mais se compreende a aposta e a importancia do desenvolvimento de uma vacina universal
que promova uma protegao contra os diferentes subtipos do virus e que evite a sua
reformulagao anual. Esta vacina permitira uma protecao mais eficaz da populagao, diminuindo
assim o impacto na saude publica, das variagoes antigénicas do virus. A vacina universal
permitira ainda uma atuagao mais rapida em pandemias provocadas pelo irus influenza,
nomeadamente junto da populagiao nao vacinada, evitando assim as consequéncias da mesma,
nomeadamente as complicagoes a nivel respiratorio, a febre, as dores e em situagdes mais
extremas a morte (4). Um exemplo de uma situagao pandémica relativamente recente
ocorreu em 2009 no México, tendo esta resultado do aparecimento de uma nova variante
do virus do subtipo HINI, em suinos, altamente contagiosa para os humanos, tendo-se
deste modo verificado a sua expansao a nivel mundial.

Ao longo deste trabalho serao apresentadas diferentes abordagens/estratégias que
atualmente estao sob investigagao, nomeadamente a utilizagao de proteinas altamente
conservadas como a proteina da matriz M2 e a nucleoproteina (NP), a utilizagao da
neuraminidase (NA), a utilizagado de partes conservadas da hemaglutinina (HA) e ainda a
utilizagao de misturas de particulas tipo virus (VLPs). Importa referir que estas VLPs sao
essencialmente constituidas por proteinas virais, produzidas por tecnologia de DNA
recombinante, que possuem a capacidade de se auto-organizarem numa estrutura
semelhante ao virus, sendo no caso especifico do virus influenza a HA, a NA e a M2 os
componentes mais utilizados para a sua produgao (5). Estas particulas tém também a
vantagem de serem altamente imunogénicas, conseguindo nao sé induzir o complexo major
de histocompatibilidade classe | como ainda o de classe Il das células apresentadoras de

antigénio, promovendo assim uma resposta imune quer celular quer humoral (3).
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2. VIRUS INFLUENZA

O virus influenza pertence a familia Orthomyxoviridae e esta dividido em 3 tipos: A, B e C.
Estes trés tipos sao distintos entre si nao so6 a nivel imunolédgico, mas também a nivel da
organizagao do seu genoma, da sua morfologia e dos seus hospedeiros. Dos diferentes tipos,
o A e o B sao os que apresentam um maior interesse clinico, uma vez que sao responsaveis
pelo aparecimento de infe¢coes graves do trato respiratorio, nos humanos. O tipo C apenas
provoca ligeiros sintomas nas criangas ().

O virus tipo B ¢ responsavel por infecoes menos severas, quando comparado com o
tipo A, e é constituido por duas linhas distintas que circulam em simultaneo no ambiente, a B
/ Yamagata e a B / Victoria, e infeta principalmente os humanos. Importa referir que dentro
destas linhas, em diferentes paises, aparecem virus aparentados, os quais ficam com o nome
do local onde foram descobertos, sendo estes depois incorporados nas vacinas. Por outro
lado, o virus tipo A é o mais virulento e o que desencadeia complicagdes mais graves, e é o
responsavel pelo aparecimento das epidemias e das pandemias. Infeta, para além dos
humanos, outras espécies animais como sao exemplos as aves e os suinos. O virus influenza
tipo A é o unico que possui diferentes subtipos, sendo estes baseados nas diferentes
combinagoes possiveis dos subtipos de antigénios — glicoproteinas — de superficie: a HA e a
NA. Atualmente ja foram identificados 18 subtipos diferentes de HA e || subtipos de NA, e
€ através da sua aleatorizagao que se obtém os diferentes subtipos do virus tipo A (HxNy).
Importa referir que toda a informagao que se segue é principalmente relativa ao virus tipo A,
uma vez que € este que apresenta um maior impacto na populagao humana (3).

No que diz respeito a morfologia do virus, este possui envelope, capside helicoidal e o
acido nucleico, formando estas duas ultimas estruturas a designada nucleocapside. A
nucleocapside é constituida por 8 segmentos diferentes de RNA (polaridade negativa),
responsaveis pela codificacio das diferentes proteinas virais. E constituida ainda por uma
nucleoproteina (NP) especifica e por uma polimerase viral.

As proteinas virais englobam diferentes tipos de proteinas, entre elas, as proteinas da
matriz (M), a nucleoproteina (NP), a neuraminidase (NA) e a hemaglutinina
(HA), tendo cada uma fungoes distintas e relevantes para a replicagao e sobrevivéncia do
virus.

A M2 funciona como um canal iénico transmembranar e é indispensavel a replicagao do
virus, uma vez que participa no seu processo de descapsidagao, apds este entrar na célula
hospedeira. Além destas atividades, participa ainda no processo de maturagao da HA e na
libertagio do genoma viral para o citoplasma da célula alvo (l). E constituida por 97

aminoacidos, dos quais 24 constituem o ectodominio, na sua regiao terminal (3). No virus
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influenza A humano o ectodominio da proteina M2 é altamente conservado nos seus 9
aminoacidos terminais, como se pode observar na tabela I, e apresenta pequenas alteragoes
na regiao proximal da membrana, o que torna assim esta proteina um alvo promissor para
induzir uma protegao cruzada contra os diferentes subtipos do virus. Para além desta
vantagem observou-se ainda que os anticorpos que se formam e que reconhecem esta
proteina possuem atividade neutralizante contra o virus e permitem a redugao dos niveis de

replicagao do mesmo.

Tabela | — Adaptada da publicagao “Universal Influenza Vaccines, a Dream to Be Realized Soon” (3)

Virus Subtipo Sequéncia da M2e
Human virus M2e consensus N/A MSLLTEVETPIRNEWGCRCND
A/Philippines/2/82 H3N2 MSLLTEVETPIRNEWGCRCND
A/Puerto Rico/8/34 HIN1 MSLLTEVETPIRNEWGCRCNG
A/California/04/09 HIN1 MSLLTEVETPTRSEWECRCSD
A/Vietnam/1203/04 H5N1 MSLLTEVETPTRNEWECRCSD

Por outro lado, a NP consiste numa proteina estrutural do virus e tem como principal
fungao promover a encapsidagao do genoma. Para além desta fungao, tem ainda um papel
importante na transcrigao e na replicagao do genoma viral. Esta proteina é relativamente
bem conservada e estima-se que a diferenga maxima na cadeia de aminoacidos seja inferior a
I % entre os diferentes tipos do virus, sendo assim considerada uma candidata promissora.
A NP, uma vez que nao se encontra expressa a superficie do virus, promove essencialmente
uma resposta imune mediada por células, mais particularmente uma resposta mediada pelos
linfocitos T citotoxicos que, apesar de nao contribuir para a prevengao da infegao, permite
reduzir a severidade e a taxa de mortalidade associada a doencga. Verificou-se ainda que
possui a capacidade de desencadear a producgao de anticorpos nao neutralizantes contra as
suas regioes bem conservadas, contribuindo assim para a eliminacao das células infetadas
pelo virus e para a imunidade cruzada contra os diferentes subtipos do virus. Porém, o seu
mecanismo, ainda nao esta bem esclarecido (I, 5).

A NA é uma glicoproteina presente na superficie do virus influenza e tem como fungao
promover a libertagdo do virus das células infetadas por este, apos a sua replicagao,
permitindo assim que este infete novas células. Apesar de a NA ser mais conservada que a
HA, esta proteina nao é imunodominante e possui um papel insignificante na prevengao da
infecdo. E de salientar no entanto que os seus anticorpos especificos, que sio detetados
normalmente apos uma infecao natural ou apds a vacinagao, possuem a capacidade de
restringir a replicagao viral uma vez que impedem a libertagao dos novos virus das células
infetadas, o que dificulta a disseminagdo do virus pelas restantes células que

consequentemente acaba por limitar a duragao e a severidade da doenga. Importa referir
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ainda que os seus anticorpos nao sao classificados como anticorpos neutralizantes uma vez
que o seu mecanismo de agao consiste em bloquear a libertagdo do virus das células ja
infetadas através da sua ligagao a neuraminidase quando o novo virus € libertado pela célula
infetada, impedindo assim que esta clive as ligagoes do acido sidlico com a hemaglutinina, e
nao em neutralizar a atividade do mesmo, ou seja, impedir logo no inicio a sua entrada nas
novas células para que nao exerga a sua fungao (I, 5).

Por fim, a HA é também uma glicoproteina presente na superficie do virus e ¢é
responsavel pela ligacdo e pela fusao do virus com a membrana celular do hospedeiro. O
virus influenza do tipo A possui diferentes subtipos de HA, como ja foi referido
anteriormente, que sao classificados em dois grupos filogenéticos de acordo com a
homologia entre a sua sequéncia de aminoacidos. Durante o ciclo de infecao do virus o
percursor da HA, o HAOQ, é clivado por proteases em duas subunidades, a HAl e a HA2
como se pode observar na figura |, que permanecem unidas através de uma ligacao de

dissulfeto.

JL Figura | — Adaptada da publicagago “The prospects and
challenges of universal vaccines for influenza” (14)

HAI

(regido variavel)

3 Esta proteina é constituida por dois dominios
? 5 Local de clivagem

diferentes, a cabeca globular e a base, que sao

HA2 funcionalmente e “antigenicamente” distintos entre

(regido conservada)

si. A cabeca globular ¢é constituida

. exclusivamente pela porgao central da HAI e
contém a maioria dos sitios antigénicos e o local de ligagao ao recetor, sendo assim
responsavel pela ligagdo do virus a célula hospedeira. Os anticorpos contra esta regiao
impedem assim a ligagdo da HA ao seu recetor, inibindo a entrada do virus na célula,
demonstrando deste modo possuirem uma atividade inibitoria da HA e uma capacidade de
neutralizar o virus. Importa referir no entanto que a cabega globular é altamente variavel
entre os diferentes subtipos do virus, tendo esta a capacidade de sofrer alteragoes quando é
sujeita @ uma pressao por parte do sistema imunologico, permitindo-lhe assim escapar aos
anticorpos neutralizantes produzidos por uma infecao ou vacinagao anterior. No entanto, é
de realgar que esta possui também algumas regioes conservadas entre os diferentes subtipos
do virus. Por outro lado, a base é composta pela parte terminal da HAI e pela totalidade da
HA?2, sendo esta responsavel pela fusao da membrana do virus com a membrana celular do

hospedeiro e posterior libertagio do genoma viral para o citoplasma da célula. Ao contrario
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do dominio anterior, a base demonstra ser relativamente bem conservada entre os
diferentes subtipos do virus, no entanto € muito menos imunogénica uma vez que o acesso a
base é limitado, o que faz com que os anticorpos contra esta regiao sejam produzidos em
menores quantidades, o que justifica o facto de estes anticorpos neutralizantes contra a base

terem sido descobertos mais tarde (6, 5).

3. VACINAS PARA A GRIPE

3.1. VACINAS COMERCIALIZADAS

Como ja foi referido anteriormente, € a OMS que estabelece as previsoes das estirpes
que estarao em circulagdo no préximo ano e que deverao ser incluidas na vacina. A
imunidade adquirida nesta situagdo é apenas especifica para o subtipo presente na
constituicao da vacina, protegendo somente contra uma infecio por esse mesmo subtipo.
Assim, a eficacia da vacina dependera da semelhanga entre as estirpes incluidas na vacina e as
estirpes circulantes.

Durante a época sazonal de 2015/2016, os virus previstos para estarem em circulagao na
populacao humana no hemisfério norte foram o HINI e o H3N2, do tipo A, e o virus tipo
B. Esporadicamente, também outros virus do tipo A manifestaram atividade durante os
meses de estudo, como é exemplo o H5NI, o H5N6, o H7N9, e o HIN2. Assim, com base
nos dados reportados pela OMS em Fevereiro de 2015, a recomendagao para a composigao
da vacina desta época consistiu na inclusao de trés virus: o virus A/California/7/2009
(HINT1)-like virus, o virus A/Switzerland/9715293/2013 (H3N2)-like virus e o virus
B/Phuket/3073/201 3-like virus (7).

Por outro lado, com base nos resultados dos relatorios obtidos pela OMS, que foram
apresentados a comunidade em Fevereiro de 2016, a vacina da época sazonal de 2016-2017
devera possuir na sua composicao o virus A/California/7/2009 (HINI)-like virus, o virus
A/Hong Kong/4801/2014 (H3N2)-like virus e o cirus B/Brisbane/60/2008-like virus (8).

As vacinas atualmente utilizadas tém na sua constituicdo as glicoproteinas de superficie
do virus, a HA e a NA, e a sua agao preventiva deve-se essencialmente a sua capacidade de
induzir a produgao de anticorpos neutralizantes direcionados para a cabega globular da HA,
uma vez que € esta a responsavel pela ligacao e entrada do virus na célula hospedeira. No
entanto, uma vez que a cabega globular da HA é altamente variavel, a sua atividade é
especifica para cada subtipo e estirpe deste (6). Assim, para tentar contornar este problema
e de maneira a superar todas as limitagoes das vacinas atuais (protecao limitada e pouco
duradoura e a dificuldade da formulagao de uma vacina eficaz, num periodo de tempo

adequado, apds o aparecimento de uma pandemia), cada vez mais se considera a formulagao
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de uma vacina universal que permita uma maior prote¢ao da populagao mundial e sobretudo

que permita uma estabilizagao da composi¢ao da vacina e uma produgao continua desta.

3.2. VACINA UNIVERSAL (EM ESTUDO)

A vacina universal permitira conferir uma protegao contra todos os subtipos do virus e,
em situagao de pandemia nas populagoes nao vacinadas, possibilitara uma rapida atuagao.
Esta vacina necessitara de administragoes menos frequentes, idealmente apenas uma vez na
vida, e permitira uma reducao nos custos relativamente a produgao da vacina da gripe, uma
vez que nao necessitara de ser reformulada anualmente (1).

Atualmente, e de forma a ir de encontro com o objetivo principal, a descoberta de uma
vacina universal, tém-se apostado na investigacdo das partes altamente conservadas das
proteinas do virus, os alvos antigénicos, como por exemplo o ectodominio da proteina M2 e
a base da hemaglutinina, para permitir assim uma protec¢ao contra todos os subtipos. Apesar
de se tratar de uma ideia muito promissora, desde o inicio foram encontrados alguns
obstaculos, nomeadamente o dificil acesso dos anticorpos a estas regioes, que estao menos
expostas, e o facto de serem pouco imunogénicas. Sendo assim, um dos grandes objetivos da
vacina universal passa por arranjar uma estratégia que permita o aumento da sua
imunogenicidade de maneira a induzir uma resposta imunologica que confira protegao ().

Diversas proteinas expressas pelo virus influenza tém sido consideradas como
candidatas promissoras para o desenvolvimento da vacina universal, nomeadamente a
proteinas M2, a NP, a NA e a HA, estando diferentes abordagens/estratégias sob
investigacao ().

De seguida serao apresentadas diferentes abordagens/estratégias que atualmente estao sob

estudo.

3.2.1. Estudos pré-clinicos

3.2.1.1. Proteina da matriz (M2)

Devido essencialmente a sua baixa densidade de antigénios (| a 3 copias de M2 por virus)
e ao seu pequeno tamanho quando comparado com os outros dois antigénios de superficie
do virus (HA e NA), é de salientar que os niveis de anticorpos produzidos contra a proteina
M2 e o seu ectodominio sao muito baixos tornando assim esta proteina pouco imunogénica,
o que constitui uma barreira para o seu possivel uso na futura vacina universal (3). Varias
tém sido as estratégias para tentar contornar esta situagdo, nomeadamente a adi¢ao de
adjuvantes (9), a fusao da proteina M2 a proteinas transportadoras que sejam muito

imunogénicas, a utilizacdo de genes que estimulem a atividade do sistema imunitario (10), o
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aumento do nimero de copias da proteina na superficie do virus (11), a utilizagao de VLPs
(12), entre outras.

Numa das estratégias onde procederam a adicao de adjuvantes, o método em estudo
consistiu em adicionar o CpG-ODN, um imunopotenciador, a um antigénio, um péptido do
ectodominio da M2. Neste estudo foi possivel observar que quando se adiciona um outro
adjuvante, como por exemplo o aluminio, em conjunto com o anteriormente referido na
vacina, estes induzem uma resposta imunoldgica aumentada nos murganhos, demonstrada
pelos altos niveis de anticorpos e de citocinas. Contudo, verificou-se também que apesar da
resposta imune ter sido potenciada, esta nao era suficiente nem eficaz relativamente a
protecao que conferia contra o virus influenza. Este estudo permitiu concluir que a
intensidade da resposta imunolégica nao esta diretamente correlacionada com a maior ou
menor prote¢ao ao virus que é conferida (9). Permitiu ainda deduzir que sao necessarios
mais estudos para tentar perceber quais foram as falhas e onde se pode intervir de maneira a
obter os resultados desejados, ou seja, uma protecao eficaz contra os diferentes subtipos do
virus.

Numa outra estratégia em estudo, utilizando a tecnologia de ADN recombinante, foi
desenvolvido um plasmideos contendo os genes que codificam a por¢ao constante da M2.
Ao utilizar este plasmideo, observou-se que esta promovia uma boa protegao contra os
subtipos do virus que possuissem uma sequéncia do seu ectodominio semelhante a que era
codificada pelo gene inserido na vacina, indicando assim uma protecao cruzada contra
diferentes subtipos nos murganhos (10). Esta estratégia parece ser muito promissora uma
vez que permitira uma protegao contra uma grande variedade de subtipos do virus, uma vez
que esta porgao € relativamente bem conservada nos diferentes subtipos do virus.

Uma estratégia diferente das referidas anteriormente consiste em administrar aos
murganhos por via intranasal um péptido sintético que expressa multiplas copias da parte
conservada do antigénio, nesta situagao multiplas copias do ectodominio conservado da M2
(eM2). Este péptido, que é um indutor da resposta imunitaria mediada pelas células Th, é
produzido em laboratério e forma-se através do estabelecimento de ligagoes covalentes
entre a sua porgao terminal e o ectodominio da proteina M2. Verificou-se que, apds duas
imunizagoes os murganhos demonstraram possuir uma boa resisténcia contra a replicagao
do virus no trato respiratério e que este péptido tinha a capacidade de induzir uma resposta
imune humoral forte. No entanto, em comparagao com murganhos que foram imunizados
por duas infegoes heterosubtipicas consecutivas, verificou-se que a resisténcia a nivel nasal e
a nivel da traqueia foi de grandeza semelhante, contudo a nivel pulmonar este péptido

desencadeia uma menor resisténcia (I1). Assim, é necessirio planear mais estudos de
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maneira a tentar contornar este obstaculo uma vez que assim a populagao nao ficara
totalmente protegida e corre o risco de desenvolver complicagoes pulmonares graves caso
o virus consiga atingir estas areas.

Por fim, outra estratégia em estudo consiste em utilizar VLPs formadas pela proteina
eM2. Neste estudo verificou-se que apos a imunizagao intranasal com as VLPs, os anticorpos
produzidos nos murganhos foram notavelmente superiores comparativamente aos
produzidos apods a imunizagao apenas com o eM2 soluvel. Esta imunizagao intranasal induziu
ainda uma elevada resposta celular e humoral na mucosa nasal dos murganhos, observando-
se ainda uma protecao completa contra infe¢oes por virus homodlogos. Como o objetio de
melhorar o resultado, os autores do estudo testaram ainda uma outra formulagao contendo
a flagelina truncada, com a finalidade de esta aumentar a imunogenicidade do antigénio. Esta
ultima foi introduzida através de dois métodos diferentes: no primeiro método foi ancorada
na membrana da VLP contendo o eM2 e no segundo método foi também ela expressa numa
VLP sendo depois administrada a mistura de VLPs. Apos a andlise dos resultados verificou-se
que em ambos os métodos houve uma forte indugao da resposta imune humoral e celular,
que conferia uma protegao cruzada contra diferentes subtipos do virus. Sendo assim os
autores concluiram que esta estratégia é altamente promissora, justificando o planeamento
de estudos adicionais (12).

Apos a analise das diferentes abordagens apresentadas pode-se concluir que algumas
parecem ser muito promissoras, uma vez que permitem a indugao de uma forte resposta
imune contra um grande leque de subtipos do virus, no entanto é necessario continuar estes
estudos de maneira a garantir que se trata de uma estratégia segura e eficaz antes de

prosseguir para ensaios clinicos.

3.2.1.2. Nucleoproteina (NP)

Alguns estudos tém sido efetuados nos Ultimos anos com o objetivo de verificar se a
proteina NP se trata efetivamente de uma possivel candidata para a constituigao da futura
vacina universal, destacando-se essencialmente dois método para a indugao da resposta
efetiva dos linfocitos T citotoxicos: o uso de sistemas de entrega de antigénios baseados em
vetores e o uso de vacinas de ADN (13). Tem sido varias as estratégias utilizadas com esta
proteina, no entanto, apesar de se verificar que estas promovem um determinado nivel de
protecao contra diferentes subtipos do virus esta ainda nao ¢ satisfatéria, indicando assim
que estas vacinas deverao ser reformuladas de maneira a induzirem uma resposta imune
mais eficaz e aceitavel. E de realcar que, de entre as diferentes estratégias, a vacina de ADN

€ a que promove uma protegao cruzada mais evidente (I3).
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3.2.1.3. Neuraminidase (NA)

Varias tém sido as estratégias baseadas nesta proteina, entre elas a produgao de
anticorpos contra as partes conservadas do seu local ativo que mostraram ter a capacidade
de inibir a atividade enzimatica de varios subtipos desta proteina, incluindo as duas linhas do
virus tipo B, no entanto esta ainda nao foi testada em estudos in vivo. Uma vez que nao
possui um papel ativo e preponderante na prevenc¢ao da infecao muitos consideram a NA
uma fraca aposta para a futura vacina universal visto que seria uma vacina contra a infegao
permissiva, pois a NA atua apos o virus entrar nas células. E de salientar no entanto que esta
proteina continua a ser uma candidata de interesse, especialmente quando em combinagao
com outros antigénios (1, 5).

Nos dltimos anos tem-se apostado muito nos estudos experimentais. Uma abordagem em
estudo consiste na utilizagao de VLPs contendo a NI, uma vez que é este subtipo o mais
presente nos virus que infetam a populagao humana, e verificou-se que estes tinham a
capacidade de induzir a produgao de anticorpos contra a NA, anticorpos estes que
conseguiam conferir uma protegao cruzada contra os tipos H5NI e HINI do virus influenza
(). Numa outra abordagem, utilizando também VLPs produzidas em baculovirus contendo o
subtipo N | da NA, verificou-se que estas VLPs tinham a capacidade de induzir a produgao de
anticorpos que conferiam prote¢ao nao s6 contra o virus homologo HIN| como também
contra o virus heterdlogo H3N2, o que pressupoe que estes anticorpos sejam produzidos
contra as partes conservadas da proteina, ja referidas anteriormente (14). Uma outra
metodologia em estudo consiste na utilizagio de uma combinagao das formas multiméricas
do subtipo HINI do virus, ou seja combinagao da HA do tipo HIl e da NA do tipo NI,
sendo que os resultados demonstraram que nesta situagdo a NA exerce um papel
importante na protegao que é conferida pela HA, no entanto sao necessarios mais estudos

que permitam elucidar qual é o mecanismo de agao e como decorre todo este processo (5).

3.2.1.4. Hemaglutinina (HA)

Uma vez que o local de clivagem do HAO ¢ altamente conservado, quer no virus tipo A
quer no tipo B, e tendo um papel essencial na replicagao do virus, este tem sido considerado
um alvo atrativo para o desenvolvimento de uma vacina universal. Varias estratégias tém sido
estudadas, nomeadamente a utilizagao de péptidos conjugados que possuem a capacidade de
induzirem anticorpos contra o local de clivagem do HAO, sendo possivel observar que esta é
promissora para o virus tipo B uma vez que foi possivel observar que os anticorpos
formados conseguiam proteger os murganhos contra as duas linhagens deste virus,

funcionando assim como vacina universal. Em contrapartida, no virus do tipo A esta
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estratégia nao mostrou ser tao eficaz uma vez que nao promoveu uma protegao completa
para os diferentes subtipos nos murganhos que foram vacinados, no entanto observou-se
uma diminui¢ao da mortalidade e morbilidade (5).

Uma vez que a HA estda abundantemente presente na superficie do virus, esta torna-se
num alvo atrativo para o sistema imune do hospedeiro. Assim, denota-se a importancia da
descoberta de anticorpos que consigam neutralizar o virus pela ligagao a esta proteina.
Como a cabega globular possui também algumas regides conservadas entre os diferentes
subtipos do virus, e uma vez que os epitopos da cabega globular sao muito mais facilmente
acedidos pelos anticorpos, a descoberta de anticorpos contra os seus epitopos € muito mais
importante que contra a base no entanto, tem-se apostado essencialmente na indugao de
anticorpos contra a base da HA, uma vez que esta ultima possui essencialmente regices
conservadas. Os anticorpos contra a base da HA dos virus pertencentes ao grupo | podem
ser induzidos por uma infe¢ao ou vacinagao, no entanto estes mantém-se subdominantes
relativamente aos anticorpos especificos contra a cabeca globular, uma vez que o acesso a
base é limitado, como ja foi referido anteriormente (5).

Assim, cada vez mais se tem apostado na descoberta de anticorpos e de estratégias que
promovam uma melhor resposta imune contra estas regioes conservadas da HA de maneira
a conseguir-se uma protegao contra os diferentes grupos e linhagens do virus, com a
finalidade de tornar a tao desejada vacina universal uma realidade.

Felizmente tém sido varias as descobertas, como se pode observar na tabela 2. Importa
referir que estes anticorpos foram descobertos e obtidos a partir de bases de dados

humanas, no entanto foram testadas em modelos animais.

Tabela 2 — Adaptada da publicagao *“ Options and Obstacles for Designing a Universal Influenza Vaccine” (6)

Especificidade de Protecio

Virus Influenza A Virus Influenza B
Anticorpo Monoclonal  Local de Ligacio Grupo 1 Grupo 2

A06 Stalk H1, H5 NA°® NT
CR6261 Stalk H1, H2 HS, H6, H8 HY NA NT
F10 Stalk H1, H2 HS, H6, H8 HY NA NT
CRS8020 Stalk NA H3 H7 NT
CRE043 Stalk NT H3, H7 HI0 NT
FIov3 Stalk HI1, H5 H3 H7 NT

CR9114 Stalk H1 H3 Yam, Vic

CRS8033 Head NT NT Yam, Vic

CR8071 Head NT NT Yam_ Vie
CHG65 Head Hi1 NT NT
518 Head Hi1 NT NT
Co05 Head HI1, H2, H9, H12 H3 NT
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Ao analisar a tabela 2 podemos observar que existe uma grande variedade de anticorpos
monoclonais contra a HA, anticorpos estes que foram identificados a partir de humanos, no
entanto muitos deles apenas sao eficazes contra um dado grupo especifico do virus, nao
conferindo assim uma protecao geral contra os diferentes subtipos. Exemplo destes
anticorpos sao o A06, CR626le FI0 que sao anticorpos contra a base da HA e que
mostraram ter atividade neutralizante apenas para o grupo | do virus influenza do tipo A, o
CR8020 e o CR8043 que mostraram ter atividade neutralizante apenas para o grupo 2 do
virus influenza A e ainda o CHé65 e o 5J8 que apesar de serem direcionados para a cabega
globular mostraram ter atividade neutralizante apenas para o subtipo H| do virus influenza
A. Para além destes, temos ainda o exemplo do CR8033 e do CR8071, que mostraram ser
eficazes apenas para o virus influenza do tipo B.

E de salientar no entanto que foram também identificados anticorpos monoclonais com
atividade neutralizante quer para o grupo | quer para o grupo 2 do virus influenza do tipo A.
Esses anticorpos, o Fl6v3 e o CO5 (o primeiro direcionado para a base da HA e o segundo
para a cabega globular), demonstraram ser efetivos contra os subtipos que atualmente estao
mais presentes na populacio humana, nomeadamente o HIl e o H3, e contra os que
aparecem esporadicamente, nomeadamente o H5, H7 e H9, no entanto estes possuem a
desvantagem de ainda nao terem sido testados para verificar se possuem ou nao a
capacidade de neutralizar o virus do tipo B. Para contornar este problema, um outro
anticorpo foi identificado, o CR9114. Este dltimo mostrou ser eficaz nao sé a neutralizar o
virus influenza tipo A, como também o virus influenza tipo B (6).

Com todos estes conhecimentos adquiridos, cada vez mais se acredita na formulagao de
uma vacina universal que consiga induzir uma combinagao de anticorpos neutralizantes
contra a base da HA, uma vez que esta possui maioritariamente regioes conservadas ao
contrario da cabega globular (nesta as regices variaveis tendem a ser imunodominantes), e
que consiga efetivamente conferir protegao contra todos os subtipos do virus influenza.

Com a finalidade de induzir a produgao de anticorpos que tenham a capacidade de
reconhecer os epitopos conservados da base da HA, varias estratégias de vacinagao tém sido
estudadas, nomeadamente a utilizacao de uma HA truncada, onde lhe é removida a cabega
globular de maneira a que a base se mantenha na sua forma integra. Nesta experiéncia os
murganhos primeiro foram vacinados com um fragmento de ADN que codifica a HA
truncada, sendo depois vacinados com VLPs que contém a proteina HA truncada. Os
resultados desta experiéncia foram promissores, uma vez que se verificou que esta vacinagao
induzia uma produgao de anticorpos com uma reatividade mais abrangente

comparativamente ao uso da HA na sua totalidade. Uma outra estratégia em estudo consiste
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em repetidas vacinagdes com uma molécula de HA quimérica que contém a mesma base no
entanto vai diferindo na sua cabega globular. Observou-se que a resposta dos anticorpos
produzidos contra a base da HA ia melhorando a cada vacinagao enquanto a resposta contra
a cabeca globular era sempre uma resposta primaria (5). E de realcar no entanto que, apesar
de os resultados destas estratégias serem promissores, sao necessarios mais estudos que
permitam elucidar o mecanismo e quais os anticorpos que de facto sao produzidos e
também maneiras de tornar estes anticorpos mais eficazes na prote¢ao contra os diferentes

subtipos do virus.

3.2.2. Estudos clinicos

Uma vez que os resultados dos ensaios pré-clinicos tém sido muito favoraveis, varios
estudos ja se encontram neste momento em estudos clinicos, com a finalidade de verificar na
pratica se os resultados se repetem aquando a sua experimenta¢gao em humanos.

De entre os diferentes estudos decidi abordar apenas aqueles que na minha opiniao sao
mais promissores e aqueles que se encontram em fases mais avangadas.

Importa referir ainda que, apesar de todos os avangos e resultados positivos com a NA
nos estudos pré-clinicos, nao existem ainda reportados ensaios clinicos utilizando esta
proteina isolada. Com base no site ClinicalTrials.gov, existiram alguns estudos, no entanto
estes foram removidos antes da sua inscricao.

E de realcar também que existem estudos que parecem ser muito promissores, alguns
deles utilizando a HA, no entanto, os seus resultados ainda nao foram publicados. Por outro
lado, apos a andlise dos resultados de alguns estudos conclui-se que sao necessarios mais
estudos, de maneira a que se compreenda melhor qual € o mecanismo de agao envolvido na
resposta imune e ainda tentar encontrar estratégias que permitam melhorar a resposta

imune de maneira a garantir a seguranga e uma protecao eficaz e duradoura.

3.2.2.1. ACAM-FLU-A

Neste estudo, conduzido pela Sanofi Pasteur, foi testada a seguranga e a eficacia de uma
vacina recombinante, a ACAM-FLU-A, num estudo de fase | (15). Nesta vacina o core do
virus da Hepatite B (HBc) foi utilizado com o objetivo de facilitar a apresentagao da M2e as
células do sistema imunolégico. De maneira a conseguir uma maior exposicao da M2e aos
anticorpos, o cHB e a M2e foram apresentados como proteinas de fusao, provenientes da
Escherichia coli, e posteriormente criaram-se as condi¢coes ideais para que estas se
transformassem numa VLP, uma vez que se observou que esta adquiria uma conformagao na
qual o eM2 era expresso a sua superficie, em grande numero, tornando-o assim mais

exposta ao sistema imune, aumentando assim a sua imunogenicidade. Os resultados deste
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estudo permitiram demonstrar que esta vacina € bem tolerada, uma vez que nao apresentou
grandes efeitos adversos, e que promove uma protecao satisfatéria contra o virus (16, 13).
Observou-se ainda que na sua forma purificada, a protegao conferida por esta VLP era
dependente das células natural killer (NK), que fazem parte da primeira linha de defesa do
nosso organismo (3). Estes resultados permitiram inferir que esta estratégia é promissora,

no entanto outros estudos serao necessarios para consolidar as observagoes reportadas.

3.2.2.2. VAXI02 (STF2.4 x M2e)

Num outro estudo de fase | e fase Il, conduzido pela Vaxlnnate Corp., foi testada uma
outra vacina, a VAXI02 (STF2.4 x M2e). Esta vacina consiste numa proteina de fusao
recombinante que resulta da fusao entre a flagelina do tipo 2 da Salmonella typhimurium (STF2
ou fljB), um ligando dos recetores Toll-like 5 (TLR5), e a proteina M2 na sua porgao
terminal. A flagelina foi utilizada neste estudo uma vez que esta consegue ligar-se aos TLR5
que estao presentes na superficie das células imunitarias dendriticas dos humanos,
conseguindo ativar deste modo a imunidade inata, o que permitira assim a esta vacina induzir
uma resposta imune significante. Os resultados destes estudos permitiram concluir que esta
vacina é segura e bem tolerada e que tem a capacidade de induzir uma boa resposta

imunoldgica em humanos (13).

3.2.2.3. Vacina contra o virus Ankara modificada (MVA)

Recentemente foram realizados ensaios clinicos de fase | e |l utilizando na composicao da
vacina o MVA, de maneira a expressar a nucleoproteina e a proteina da matriz Ml, que
também ¢ altamente conservada (estima-se que a diferenca maxima na cadeia de
aminoacidos seja inferior a 5 % entre os diferentes tipos do virus). Esta vacina foi
desenvolvida através da jungao da sequéncia nucleotidica da NP e da MI, na sua forma
completa, utilizando uma sequéncia de ligagdo com 7 aminoacidos, sendo depois este
fragmento inserido no material genético da vacina referida (17). Os resultados dos estudos
utilizando a MVA-NP+M| permitiram demonstrar que esta vacina sera segura, a menos que
sejam utilizadas doses muito elevadas, e que podera ser efetiva na prevengao das infegoes
pelo virus influenza nos humanos, uma vez que se observou uma redugao de 60 % de casos
confirmados de infegao pelo virus influenza nos voluntarios que foram submetidas a uma
Unica dose de vacina. No entanto, é de salientar que o pequeno nimero de intervenientes
no ensaio, |l vacinados e |l controlos, nao permite afirmar que a vacina seja
garantidamente eficaz, necessitando assim de mais estudos onde sejam incluidos um maior

numero de participantes (I, 14).
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Esta proteina foi testada num outro estudo de fase |, em combinagao com a HA e com a
MI (18), sendo este apresentado posteriormente neste trabalho, no capitulo da

hemaglutinina.

3.2.2.4. Multimeric-001

Num outro estudo de fase |, uma nova vacina, a Multimeric-001, foi testada a nivel da sua
seguranga e da sua tolerabilidade e ainda a nivel da sua capacidade em induzir uma resposta
imune aceitavel. Esta vacina é constituida pelos epitopos lineares conservados da HA, da NP
e da M| dos virus tipo A e tipo B que sao apresentados na sua forma final como um Unico
poliepitopo recombinante. Neste estudo foram avaliadas 60 voluntarios saudaveis, que foram
divididos em diferentes grupos (l. grupo de teste sem adjuvante — sem Montanide ISA 51
VG, 2. grupo de teste com adjuvante — com Montanide ISA 51 VG e 3. grupo controlo). Os
resultados deste estudo permitiram concluir que esta vacina é segura e bem tolerada nos
diferentes grupos em estudo. Relativamente a protegao conferida verificou-se que no grupo
onde foi utilizado o adjuvante houve uma melhor reposta imune quer celular quer humoral,
quando comparada a resposta obtida no outro grupo experimental. Foi ainda observada uma
protecao contra diferentes subtipos do virus em ambos os grupos experimentais (18).
Assim, é possivel concluir que esta vacina tem um bom potencial para desempenhar o papel
de vacina universal. No entanto, uma vez que foram avaliados um pequeno grupo de
participantes, é necessario alargar este estudo a um nimero maior de participantes de forma

a verificar se os resultados positivos se repetem.

4. DISCUSSAO / CONCLUSAO

Nos ultimos anos, o desenvolvimento da vacina universal para o virus influenza tem sido
uma das grandes metas a atingir, uma vez que representa um grande impacto para a saude
publica. A vacina universal ideal tera a capacidade de conferir protecao contra todos os
subtipos do virus influenza do tipo A e ainda contra as duas linhagens do tipo B. Uma vez
que este virus tem a capacidade de sofrer constantes alteragoes a protegao torna-se dificil
no entanto, ao estudar diferentes abordagens foi possivel observar que esta é possivel uma
vez que os resultados obtidos foram promissores. E de salientar que apesar de todos os
avangos e progressos que se tém verificado ultimamente, ainda nao existe nenhuma vacina
comercializada que confira uma protegao eficaz e duradoura contra um amplo espectro dos
diferentes subtipos do virus no entanto, alguns investigadores estimam que possivelmente
esta estara no mercado daqui a poucos anos ().

Das diferentes estratégias que foram apresentadas neste trabalho na sua grande maioria

todas elas parecem ser muito plausiveis, uma vez que apresentam bons resultados. Na minha
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opiniao, apesar de estas estratégias ainda n3ao possuirem muitos estudos e
consequentemente resultados, a mais promissora sera a utilizagao de VLPs com proteinas
conservadas, nomeadamente a M2e e a base da HA. Apesar de estas proteinas conservadas
se mostrarem efetivas quando utilizadas isoladamente, na sua forma original, sem ajuda de
adjuvantes, tornam-se pouco imunogénicas e dificeis de alcangar pelos anticorpos formados
no decurso da imunizagao, que desempenham aqui um papel essencial uma vez que sao
responsaveis por neutralizar o virus e impedir assim que este se replique e se propague pelas
restantes células do hospedeiro. Assim, com o auxilio das VLPs e de outros adjuvantes que
sejam necessarios, estas proteinas tornam-se ainda mais efetivas pois ficam mais estaveis,
uma vez que estarao a superficie da VLP, e para além desta situagao tem ainda a vantagem de
assim se tornarem muito mais imunogénicas, facilitando deste modo a resposta imune. Uma
outra vantagem observada a nivel experimental e que trard grandes avangos caso seja
reportada também nos humanos é o facto de a protecao que é conseguida se verificar
também nos murganhos mais velhos, o que permitira garantir a prote¢ao de um dos grupos
de alto risco, a populagao idosa.

Por fim importa realgar que ainda sao necessarios varios estudos, quer pré-clinicos quer
clinicos, com o objetivo de perceber melhor qual é o mecanismo de agao e qual o
procedimento que esta envolvido na indugao da imunidade e ainda para demonstrar a
eficicia e a seguranca da vacina nos diferentes grupos populacionais. Para além desta
situagcao, e até que nao se consiga a formulagao da vacina universal, é necessario investir e
reformular o processo de produgiao das vacinas atualmente existentes no mercado de
maneira a que estas possam ser adquiridas mais rapidamente de maneira a salvaguardar

situagoes pandémicas que possam surgir.
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