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Resumo

De acordo com o Programa Nacional de Vigilancia da Gripe comprovou-se que
na quarta semana de 2019 a taxa de incidéncia da sindrome gripal, em Portugal, foi 89,3
por cada 100 mil habitantes, considerando-se uma atividade gripal epidémica de
intensidade moderada. Atualmente, a gripe é um problema de saude publica com um
impacto significativo no sistema de saude sendo responsavel por inumeras

hospitalizacdes, mortes e gastos econdmicos.

A vacinacdo é a metodologia mais eficaz na prevencdo da gripe induzindo
respostas especificas de anticorpos para o trato respiratério. Assim, a mucosa nasal do
hospedeiro para além de ser o local de infe¢do viral, também é o local ideal para a

producdo de uma resposta imunitaria prevenindo a infecdo.

Portugal implementou o Programa Nacional de Vacinacdo, contudo a
administracdo da vacina da gripe é considerada facultativa. Atualmente, a maioria das
vacinas contra o virus da gripe sdo vacinas inativas de administracdo parenteral em que

a protegdo contra o agente patogénico é apenas conseguida a nivel sistémico.

Com o desenvolvimento de vacinas e introdugao de novas estratégias, como a
administracdo por via nasal e a utilizacdo de sistemas de entrega de antigénios, tém
emergido como uma ferramenta importante para promover uma resposta imunitaria
sistémica e local, representando uma mais-valia contra agentes infeciosos do foro

respiratorio.

Esta monografia apresenta uma revisdo bibliografica da utilizacdo de
nanossistemas na producdo de vacinas contra o virus Influenza para administracdo
nasal. O trabalho descreve e comparar as vantagens da administracdao nasal, destacando
estudos com a utilizacdo de nanossistemas pela via de administracdao nasal. Estes
estudos sugerem que a utilizacdo de nanossistemas proporcionam maior tempo de
retencdo na mucosa, contornando a problematica da depuracdo mucociliar,
aumentando, consequentemente, a absor¢do dos antigénios pelo epitélio com a

administracdo de doses mais baixas, havendo reducdo dos efeitos adversos da vacina.



Vacinagdo por via nasal através de nanosistemas no combate do virus Influenza

Palavras-chave: imunizacdo através de nanossistemas; imunizacdo nasal;

nanoparticulas; vacina da gripe; virus Influenza.



| Vacinagdo por via nasal através de nanosistemas no combate do virus Influenza

Abstract

According to the National Influenza Surveillance Program it was found that in the
fourth week of 2019 the incidence rate of flu syndrome in Portugal was 89,3 per 100000
inhabitants, indicative of moderate-intensity epidemic influenza activity. Currently,
influenza is a public health problem with a significant impact on the healthcare system
and responsible for countless hospitalizations, deaths and significant economic

expenditures.

Vaccination is considered the most effective methodology for preventing
influenza by inducing specific antibodies response in the respiratory tract. Thus, the host
nasal mucosa, in addition to be the site of viral infection, is also the ideal place for

creating an immune response preventing infection.

Portugal implemented the National Vaccination Program; however, the
administration of the flu vaccine is considered optional. Currently, most of influenza
vaccines are parenteral inactivated vaccines and their protection against pathogens is

only achieved at systemic level.

The advances in vaccine development and the introduction of new strategies,
such as nasal administration and the use of antigenic delivery systems, they have
emerged as an important tool to promote a systemic and local immune response,

representing an added value against respiratory tract infectious agents.

This monograph presents a review of the use of nanosystems in the production
of vaccines against influenza virus for nasal administration. Furthermore, the work
describes and compares the advantages of the nasal administration of vaccines,
highlighting studies with the use of nanosystems thought nasal administration route.
These studies suggest that the use of nanosystems provides longer retention time in the
mucosa, bypassing the problem of mucociliary clearance, consequently increasing the
absorption of antigens by the epithelium with the administration of lower doses,

reducing the adverse effects of the vaccine.
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1. Introducao

Segundo a Dire¢do Geral de Saude (DGS), a gripe é uma doenca respiratéria aguda
contagiosa provocada por uma infecdo primaria causada pelo virus Influenza. A
transmissdo desta patologia, ocorre preferencialmente em meses frios, podendo advir
da inalacdo do virus infecioso por diversos mecanismos. Estes Gltimos incluem o toque
entre maos, superficies ou objetos contaminados ou através de pequenas particulas em
aerossol que sdo libertadas durante o espirro, tosse ou apenas pela respiragao entre
pessoas com proximidade inferior a 2 metros. Ao inalarmos a particula viral, esta
deposita-se sobre o muco que cobre o trato respiratdrio, desencadeando no hospedeiro
uma reac¢do local e sistémica no sistema imunitario como resposta a perda de

homeostasia do organismo.'3

Esta doenca tem um periodo de incubacdo de curta duracdo, 1 a 4 dias, iniciando-se
a manifestacdo dos sintomas de forma abrupta, resultado da lesdo das células epiteliais
do trato respiratdrio. Habitualmente no segundo dia de sintomas ocorre o pico de

exacerbacdo viral, com tendéncia a minimizar apés uma semana.'3

O quadro clinico carateriza-se por sinais e sintomas como a febre, tosse, dor de
garganta, fadiga, calafrios, prostracdo e dores musculares ndo sendo especificos desta
patologia. Por vezes estes sintomas podem levar a confusao no diagnostico, havendo a
possibilidade do desenvolvimento de infe¢cdes mais graves do sistema respiratério,
como pneumonia. Caso os sintomas se mantenham por mais tempo, ou se ndao houver
indicios de melhorias, sera imperativo recorrer a unidades de salde para se proceder a

um diagndstico laboratorial para o despiste de outras viroses do foro respiratério.>

A infecdo pelo virus da gripe estd na origem de milhares de dbitos devido a
complica¢des de patologias cronicas tanto a nivel respiratério como circulatério. Existe
uma especial preocupagao com certos grupos etarios, sendo categorizados como grupo
de risco. Este grupo inclui gravidas, idosos, pessoas com condi¢des crdnicas subjacentes
com propensao para agravar, contribuindo assim para o aumento de hospitaliza¢des e
mortalidade. As criancas tém a particularidade de explorar o mundo através do tato
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efetivando a transmissdao de maiores quantidades de particulas virais, e constituindo

assim um grande risco de transmissdo do virus para a comunidade.3*

A gripe constitui uma ameaca a saude publica mundial verificando-se um impacto
nos paises a niveis demografico, econdmico e social. Ao longo da histéria ocorreram
alguns episddios pandémicos relativamente ao virus Influenza. O primeiro decorreu
entre os anos 1918 e 1919, sendo denominado como a Gripe Espanhola, ou como mais
conhecido em Portugal, pneumdnica. Esta pandemia excedeu os ébitos decorrentes da
12 Guerra Mundial, atingindo 50 milhdes de pessoas em todo o mundo, sobretudo
adultos jovens. O virus Influenza responsdvel por esta pandemia foi do subtipo A (HIN1)
em que o seu reservatorio natural sdao aves, mas por mutagdes adaptativas ganhou

capacidade para infetar humanos.>®

De acordo com o artigo de Jodo Frada e o Instituto Nacional de Estatistica (INE) foram
registados 60474 6bitos no continente portugués sendo que a segunda investida do

virus, no periodo de agosto a novembro, foi considerada o periodo mais critico.”?

Sempre que se verificam tais pandemias, observa-se um declinio drastico na
esperanca média de vida. Este impacto levou a um progresso significativo tanto ao nivel
do sistema de salde publica como no da saude, expressando-se em cuidados de salude
centralizados e consolidados, no aumento de recursos econdémicos despendidos na
acessibilidade aos cuidados de saude e na coordenacdo da saude publica a nivel nacional

e global. ®°

Posteriormente, com os avancos cientificos na drea da saude, as pandemias que se
sucederam nos periodos 1957-1958 — Gripe asidtica A (H2N2), 1968-1969 — Gripe de
Hong Kong (H3N2) e 2009-2010 — Gripe A (HIN1), registaram numeros de obitos até 4
milhdes nos primeiros dois intervalos mencionados e 100 a 400 mil no ultimo. Este
decréscimo coincide com o desenvolvimento de terapéuticas antivirais, mais
propriamente com a criagdao de vacinas antigripais, que hoje em dia continuam a ser a
intervencdo mais eficaz de prevenir a infecdo e reduzir os efeitos clinicos. Apesar dos
avancgos médicos significativos nos ultimos 100 anos, existem ainda populacdes que tém
acesso limitado aos cuidados de saude, as quais provavelmente registardo altas taxas de

mortalidade numa possivel préxima pandemia. Tal facto é provavel devido ao aumento
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da urbanizagdo e mobilidade das populagdes, como também da evolugdo continua do
virus Influenza. Devido a mudancas constantes, este consegue transmitir-se

rapidamente, tornando-se imprevisivel prever o préximo surto.*0

No ano de 2009, em Portugal criou-se uma rede de laboratdrios com o objetivo de
diagnosticar a etiologia da gripe coordenada pelo Instituto Nacional de Saude Dr.
Ricardo Jorge. Estes dados, juntamente com os valores populacionais foram usados para
a ICD (do inglés, International Classification of Diseases) de modo a conseguimos
identificar os seus periodos de circulacdo e estimar o excesso de mortes associados com

o virus Influenza.31!

O diagndstico da existéncia de atividade gripal epidémica é conseguido através de
analise laboratorial, com o desenvolvimento das técnicas de biologia molecular,
nomeadamente por RT-PCR quantitativo a tempo real (do inglés, Reverse transcription
polymerase chain reaction quantitative real time). Estes métodos permitem diagnosticar
com elevado rigor, sensibilidade, especificidade e rapidez, a etiologia da infecdo num
leque alargado de virus respiratérios, incluindo os virus da gripe como também os seus
respetivos tipos e subtipos. Para além disso, RT-PCR permite quantificar os virus
(numero de cépias por mililitro) e, deste modo, é possivel avaliar a evolugdo da infe¢do

e a eficicia da terapéutica.>*?

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), existe uma ameaca constante de
um futuro surto, pois o surgimento de um novo subtipo do virus Influenza pode
aumentar a taxa de transmissdo entre diferentes classes de seres vivos. Por isso, a OMS
considera a vigilancia e precaucdo as a¢ées mais adequadas visto que “o custo de um

grande surto de gripe superard em muito o preco da prevenc¢do”. 13

Mundialmente, estima-se que existam 1 bilido de casos de gripe, entre os quais 3 a
5 milhdes sao registados como casos graves e 290 mil a 650 mil conduzem a mortes por

causas respiratérias devido a infe¢do provocada pelo virus Influenza.>14

Perante estes factos é imperioso criar alternativas para os vdrios desafios existentes
gue afetam a producdo de vacinas do virus Influenza. Atualmente 90% das vacinas
contra o virus Influenza dependem de ovos embrionados para producao, tecnologia que

consiste num processo demorado. Além disso, alguns virus da gripe estdo cada vez
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menos aptos a crescer nos ovos, e tendem a sofrer alteragdes nas caracteristicas
antigénicas apds a passagem nos ovos. Isso ressalta a necessidade de diversificar e
otimizar as tecnologias atuais de producdo, ou seja, utilizar outro tipo de composicao e
métodos de fabrico mais rapidos, de modo a criar novas vacinas que oferecam uma

protecdo mais abrangente e duradora.?®

A OMS tem como objetivo otimizar a nivel nacional e internacional as capacidades
de intervencdo a nivel da prevencdo, detecdo e resposta perante o virus Influenza, de
modo a reduzir o impacto desta infegao viral em termos sazonais e pandémicos. Para
alcancgar esta missao até 2030, estipularam estratégias e prioridades sobre as quais esta
monografia toma relevancia, pois debate as inovac¢des de investigacdes que tém vindo
a surgir relativamente ao uso de nanossistemas em formulagdes de vacinas de

administracdo nasal.131®
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2. Objetivos

Realizando a presente monografia no ambito de administracdao de vacinas nasais
mediadas por nanossistemas para o tratamento da gripe, sera feita inicialmente uma
alusdo a constituicdo, modos de replicacdo e mecanismos evolutivos do virus Influenza,
assim como o mecanismo de imuniza¢do no organismo humano apds exposicdo a este

agente infecioso.

De seguida serdo apresentadas as vantagens da imunizagao por via nasal em prol de
meios de imunizacdo ditos convencionais, para patologias ou sindromas do sistema
respiratorio. Por fim, terd lugar de destaque a apresentacao e discussao dos resultados
de estudos recentes que utilizem nanossistemas para a formulagado de vacinas contra o
virus Influenza para a administracdo nasal. Com a analise destes artigos pretende-se
distinguir os diferentes nanossistemas que tém sido objetos de estudo na formulagao
de vacinas contra o virus da gripe e o seu contributo para a melhoria da imunizagao pela

via nasal.
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3. Metodologia

A dissertacdo “Vacinacdo por via nasal através de nanossistemas no
combate do virus Influenza” consiste numa revisao bibliografica de material cientifico
da referida drea, o que se verificou incluir material publicado nos ultimos dezanove

anos.

Para a realizagcdo da dissertacdo supracitada efetuou-se a pesquisa e recolha
bibliografica de artigos em bases de dados como o PubMed, Frontiers, ScienceDirect
utilizando alguns termos-chave para facilitar a pesquisa, como por exemplo, vacinacao

contra virus Influenza e imunizag¢do nasal contra virus Influenza.

A pesquisa estendeu-se na recolha de material bibliografico em websites
pertencentes a organizagoes e instituicdes com credibilidade cientifica sobre a tematica,
sendo estas a OMS, a DGS, o INE e o CDC (do inglés, Centers for Disease Control and
Prevention) com o intuito de complementar a informacdo recolhida pelas fontes

anteriormente mencionadas.

Para além da pesquisa informdatica, foram consultados livros referentes a
tematica na Biblioteca da Universidade do Algarve no Pélo de Gambelas, na Biblioteca

Publica de Evora e na Biblioteca da Universidade de Evora.

Apds a recolha da informacdo mais atual e relevante sobre a drea procedeu-se a
sintese da informacado relevante que posteriormente foi introduzida na monografia e
devidamente referenciada. E necessario referir que devido 3 escassez de estudos em
humanos de nanossistemas com a aplicacdo em questdo procedeu-se a recolha de
artigos com a aplicagao de estudos in vivo e in vitro em animais com similaridades com

0 nosso sistema nasofaringeo.
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4. O virus Influenza

4.1. Nomenclatura

A OMS estabeleceu o sistema de nomenclatura dos virus Influenza em 1971, com
revisdao no ano 1980. A sua utilizacdo é universal permite facilitar a interpretacdo dos
dados de sequéncias em diferentes laboratdrios e a expansao da arvore filogenética,
considerando variacdes antigénicas. Esta nomenclatura, aceite universalmente,
estabelece o seguinte: tipo antigénio (A, B ou C); o hospedeiro de origem quando se
refere a uma estirpe ndo humana; a origem geografica; o nimero de ordem da estirpe
do laboratério; e por fim, o ano de isolamento. No caso do virus Influenza do tipo A ao
nome da estirpe acresce a designagdo do subtipo da hemaglutinina (H) e neuraminidase

(N).3’17

4.2. Morfologia e estrutura

O agente etioldgico da gripe pertence a familia Orthomyxoviridae, a qual inclui
os 7 géneros: Influenza A, Influenza B e Influenza C, Influenza D, thogotovirus, isavirus e
guaranjavirus. Os investigadores britanicos Wilson Smith, Andrewes, e Laidlaw
identificaram primeiramente o virus Influenza B no ano 1940, de seguida o Influenza C
em 1950 e por fim, Influenza A em 1993 durante uma investigacao realizada em furdes.
Nesta monografia iremos focar em particular os virus Influenza A e Influenza B, por
serem aqueles que tém maior importancia para a Saude Publica, comparando sempre

que necessario com o virus Influenza C.*°

Esta classificacdo em virus Influenza A, B e C baseia-se nas caracteristicas
antigénicas das proteinas internas destes virus, proteina da matriz (M) e a
nucleoproteina (NP), que sdo muito estaveis. Por sua vez, os virus Influenza A
subdividem-se em subtipos segundo a especificidade das duas glicoproteinas de
superficie que os constituem, a hemaglutinina (H) e neuraminidase (N). Atualmente sao

conhecidos 18 subtipos diferentes de H e 11 subtipos de N, cujas varias combinagdes na

7
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superficie do virus Influenza A constituem a base da classificagdo em subtipos. Por sua
vez, estes subtipos de virus Influenza A integram diferentes estirpes. Circulam
sazonalmente no Homem estirpes do subtipo de virus Influenza A(HIN1) pdm09 e do
subtipo A(H3N2). Para além destas, verificou-se que durante as epizootias (epidemias
nos animais) do virus Influenza aviario de elevada patogenicidade, pode ocorrer
eventualmente, transmissdo zoondtica do virus Influenza das aves para o Homem,
apresentando uma expressdao mais grave nos subtipos A(H5N1), A(H7N7) e A (HON9).
Por outro lado, o virus Influenza B ndo se divide em subtipos, mas sim em duas
linhagens, a B/Yamagata e a B/Victoria, que por sua vez, integram vdrias estirpes de

circulagdo sazonal 101820

Como podemos observar na Figura 4-1, os virus Influenza sdo particulas
pleomérficas (variam a sua forma de acordo com o seu ciclo reprodutivo), que
predominantemente apresenta uma forma esférica, cerca de 100 nm de didmetro, ou
por vezes, uma forma filamentosa, cerca de 1 um de comprimento. A morfologia das
estirpes virais pode variar consoante o substrato utilizado para a sua replicagdo, pode
ser afetada pela polaridade das células epiteliais, pelos microfilamentos de actina e
lipidos. Esta é determinada por genes virais especificos (genes que codificam a matriz
proteica, M1, o canal proténico formado pela proteina M2 e o gene que codifica a N).
Do ponto de vista estrutural, sdo particulas com involucro que contem um genoma de
RNA, segmentado, de hélice simples e de polaridade negativa. Nos virus Influenza A e B
0 genoma inclui oito segmentos de RNA enquanto que os virus Influenza C apenas
integram 7 segmentos. Esta diferenca reside no facto de os virus Influenza C codificarem
apenas uma proteina de superficie, hemaglutinina-esterase, enquanto que os virus

Influenza A e Influenza B apresentam duas, como ja foi mencionado.!®2
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Figura 4-1-Representacdo esquemdtica do virido de Influenza. E possivel verificar as glicoproteinas de superficie
(hemaglutinina e neuraminidase) que se projetam a partir da superficie do virido, o invdlucro lipoprotéico que deriva
da membrana citoplasmdtica da célula hospedeira, a matriz proteina, e o core constituido pelas ribonucleoproteinas
(RNP).Estes RNP sdo compostos pela nucleoproteina (NP) e pelo complexo da polimerase, que inclui a proteina bdsica
1 (PB1), a proteina bdsica 2 (PB2) e a proteina dcida (PA). [Adaptado de (22)]

Os virus Influenza A infetam o Homem e uma grande variedade de outras
espécies animais, mas é nas aves migratérias que aquaticas que podemos encontrar
todos os subtipos, a excecdo dos subtipos A(H17N10) e A(H18N11) que foram penas
encontrados em morcegos. A aves migratdrias aquaticas constituem o reservatoério
natural de todos os subtipos do virus Influenza A e a fonte de transmissdo para outras
espécies animais através dos voos migratdrios. Para o virus Influenza B o Homem é o
Unico reservatdrio e hospedeiro, sendo que os seus surtos sao considerados atipicos e
benignos comparativamente com os dos virus Influenza A. Por fim, os virus Influenza C
infetam o Homem, canideos e suinos, contudo o seu papel epidemiolégico é menor, uma

vez que a sua circulagdo endémica é clinicamente pouco aparente.1%20
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4.3. Replicacdo do virus

Apds uma descricdo sobre a organizacdo do genoma e das proteinas virais,
iremos prosseguir com uma descricdo dos passos gerais do ciclo replicativo do virus
Influenza. Os virus sdo parasitas intracelulares obrigatérios, ou seja, ndo prescidem de
uma célula para a sua replicagdo. Apds a entrada na célula hospedeira, o virus
necessitard de maquinaria da célula para conseguir produzir novas particulas virais.
Todas as etapas que ocorrem numa célula infetada pelo virus se intitulam de ciclo
replicativo. O ciclo de multiplicagdo do virus Influenza tem uma durag¢do aproximada de
8 a 10 horas, comecando com a adsorcao e entrada do virus na célula hospedeira,
seguidas da descapsidacdo e encaminhamento das RNP para o nucleo da célula infetada,
passando depois pela transcricio e multiplicacdo do RNA e finalizando com a

estruturacdo, maturac3o e libertacdo de novos virides (Figura 4-2).3

mRNA synthesis
RNA replication ﬂ

Figura 4-2- Diagrama do ciclo viral do virus da gripe. [Adaptado de (23)]

Este processo replicativo inicia-se no momento em que a particula viral entra
em contato com a membrana da célula alvo. Todos os virus para contornarem o primerio

obstaculo, a membrana plasmadtica, possuem ligandos que interagem especificamente

10
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com os recetos das células do hospedeiro. Esta afinidade acontece através da H do virus
e o0 acido sialico presente em mucoproteinas das membranas das células epitelidis
respiratdrias. No entanto, este processo nao é linear, pois as estirpes do virus Influenza
tém diferentes afinidades, consoante as ligagdes quimicas com os acidos sidlicos. Estas

diferencas vao estipular quais as espécies de animais possiveis de infetar.>2324

Por outro lado, a glicoproteina N também desempenha um papel fundamental
na entrada do virus na célula. As células epiteliais do trato respiratério sdo revestidas
por muco composto por glicoproteinas que contém acido sidlico. Quando o virido
Influenza, forma infetante do virus, penetra no sistema respiratério fica preso no muco
por se ligar instantaneamente a H aos acidos sidlicos do meio. Esta interacdo impediria
gue a particula viral alcancasse o seu alvo, as células, se as N ndo atuassem de modo
inverso ao clivar a ligacdao da H com o acido sidlico do muco. Deste modo a particula viral
liga-se a célula e a entrada do virus é efetuada de forma rapida para que a N ndo atue
indevidamente. E importante frisar que todas as estirpes do virus Influenza s3o inibidas
pelo muco de forma igual, presumindo que esta carateristica é uma das que determina
a viruléncia viral. O muco é um agente tdo protetor quanto maior for o equilibrio entre

aacdodaHedaN.>?

Apds a ligacdo do virido ao recetor da célula hospedeira, mediada pela H, o virus
penetra na célula através de vesiculas de endocitose revestidas por clatrina. Por agcdo do
canal idnico formado pelas proteinas M2, verifica-se a acidificacdo das vesiculas de
endocitose que entre o pHde 5 e 6,5 induzem modificacdes na estrutura e conformacao
da H, havendo a fusdo da membrana viral e a membrana lipidica endossomal numa sé
membrana. Durante este processo também se verifica a destabilizacdo da ligacdo entre
a proteina M1 e a ribonucleoproteina (RNP), permitindo a sua libertacdo no citoplasma
e o seu encaminhamento para o nucleo através de sinais de localizagdo mediados pela
NP. As RNP entram no nucleo através dos poros nucleares. A transcricao tem inicio com
a associagao da atividade da polimerase do virido com polimerase Il celular. Isto significa
gue a polimerase Il celular sintetiza os pré-RNA celulares que vao ser capturados através
da atividade endonuclease da polimerase viral na regido cap 5° dos mRNA tendo a
funcdo de primers. Ou seja, o RNA viral liga-se a subunidade PB1 enquanto a subunidade

PB2 estabelece ligagdo com os cap 5'dos mRNA que vao ser clivados pela atividade da

11
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endonuclease localizada no dominio N-terminal da subunidade PA. Durante esta etapa,
o alongamento das novas cadeias de mRNA acontece pela adicdo de nucledtidos
associada a subunidade PB1 da polimerase. Estes novos mRNAs apresentam cadeia de
sentido positivo e sdo copias incompletas do RNA viral com terminagdes poli(A) e outra
cap. Os mRNA recém- sintetizados sdo exportados do nucleo para o citoplasma pelos
poros nucleares. Durante a transcricdo primaria, as primeiras proteinas codificadas
pelos mRNA iniciais sdo a NP, a NS1 e as subunidades da polimerase, constituintes
essenciais para a sintese do RNA complementar. A transcricio secundaria ocorre
aproximadamente 2 horas apds a infecdo com a sintese do novo RNA viral. Também é
no nucleo que decorre a replicagdo do genoma viral com a sintese de RNA
complementar de sentido positivo que serve de molde para a produ¢ao dos RNA virais
de cadeia negativa. Quer o RNA complementar quer o RNA viral contém um terminal 5

trifosfato indicador do processo de sintese sem necessidade de primers.?%2428

A traducdo dos mRNA acontecem no citoplasma da célula infetada, codificando
as varias proteinas estruturais e ndo estruturais, onde a M2, H e N s3o traduzidas em
associagao com o reticulo endoplasmatico. Durante o transporte da M2, H e N através
do complexo de Golgi, verifica-se adicdo de grupos acil e cadeias laterais de hidratos de
carbono até a sua incorporacdao na membrana citoplasmatica da célula infetada. Por sua
vez, as RNP recém-formadas vao ser exportadas do nucleo para o citoplasma e
associadas a M1 sdo transportadas para a superficie celular onde as glicoproteinas
foram inseridas. A proteina M1 desempenha um papel importante na reunidao dos
segmentos de RNP como também na libertacdo de novas particulas virais por

gemulacdo.?>?8

4.4. VariacOes antigénicas

Os virus Influenza tém uma grande aptiddo de se modificar e evoluir,
manifestando a capacidade de reinfectar a populacdo. A capacidade de transmissdo

interespécies e o consequente rearranjo de segmentos gendmicos, através de

12
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recombinagdo genética, entre virus de origem diferentes vai aumentando devido ao
facto da maior mobilidade por parte da popula¢do.t?°

A manifestacao de variabilidade genética e antigénica do virus ocorre principalmente
no tipo A podendo assumir uma expressao minor e mais frequente ou major,
correspondendo a um acontecimento mais esporadico. E possivel ocorrer no tipo B,
porem é menos provavel devido a sua maior estabilidade, ja que possui apenas um

reservatoério.*

A expressao minor, também conhecida por derivac¢des drifts, resulta da acumulacao
de mutagdes pontuais no processo de replicagdo dos segmentos que originam H e N,
alterando assim o tipo de aminodcido no epitopo das proteinas (Figura 4-3). Assim, o
virus sofre uma alteracao gradual e anual colocando em causa a eficdcia dos anticorpos
protetores que tenham sido produzidos pelo sistema imunitdrio do hospedeiro. Este
fendmeno acontece todos os anos, influenciando a duracdo e intensidade das epidemias
anuais da gripe. E por causa das varia¢des antigénicas minor que existe a necessidade

de modificar a composi¢do da vacina da gripe anualmente em cada hemisfério.>*?22

B

Drift antigénico

Virus

Célula Hospedeira

Pessoa A, anos

seguintes /\

Figura 4-3- Mecanismo que gera variagbes nos antigénios de superficie (drift) [Adaptado de (22)]

Pessoa A, ano 1 m
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Os virus Influenza ainda podem sofrer variagdes mais drasticas e raras, designadas
por variacGes antigénicas major, ou por shifts antigénicos. S3o processos que envolvem
a transmissdo zoondtica e resultam ndo sé da alteragdo de algumas glicoproteinas de
superficie de virus Influenza sazonais, mas também da alteagdo dos genes que sustenta
a viruléncia e o poder de transmissdo do novo virus. E este tipo de variacdes que permite
o surgimento de uma nova estirpe, para a qual a populagdo apresenta pequena ou
nenhuma imunidade, proporcionando pandemias (de frequéncia superior a 10 anos)

associadas a elevadas taxas de morbilidade (Figura 4-4).3%422

Influenza Influenza
(Humano) (suino) Shift antigénico Shift antigénico
—_— . N \\ﬁ\‘“'

Virus Mutado

Célula do hospedeiro

secundario /_\\

J {/_\ Célula Humana

Figura 4-4- Mecanismo que gera variagbes nos antigénios de superficie (shift) [Adaptado de (22)]

O mecanismo das variagdes major é possivel explicar através de dois modelos. Num
dos modelos, o rearranjo dos segmentos gendmicos entre virus Influenza aviario e o
virus Influenza humano ocorre quando infetam o mesmo hospedeiro, normalmente os
suinos. Estes animais por conterem no seu epitélio respiratdrio recetores de acido sialico
associados a galactose por intermédio de uma ligacdo a2-6, preferencial dos virus de
origem humana, e a2-3, preferencial do virus de origem avidria. Num segundo modelo
esta inplicito que o Homem pode ser diretamente infetado por um virus de origem
avidria, que através de sucessivas mutagdes (mutacdao adaptativa), pode ganhar a
capacidade de transmitir no sere humano. Deste modo, para que o virus se transmita a
um novo hospedeiro, esta sujeito a pressao seletiva de um ambiente novo e a pressao

relativa a especificidade de ligacdo ao recetor das células.?324
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Num periodo pds- pandémico, existe a possibilidade de um mesmo subtipo do virus
Influenza suportar diversas variacdes antigénicas drift sem ocorrer a alteracdo do

subtipo.3

5. Resposta imunologica a infecdo do virus Influenza

Agora que conhecemos o mecanismo de replicagcdo do virus Influenza ja podemos
considerar o agente infecioso como causador de uma doenga, patogénese viral, e de
todos os processos imunitarios desencadeados no organismo do hospedeiro.

O sere humano ndo é tantas vezes infetado devido a existéncia de mecanismos
imunitdrios ndo especificos (sistema imune inato) e especificos (sistema imune
adaptativo) que sdo chamados para combater e eliminar a invasdo do organismo por
uma substancia. Assim, o resultado final da infecdo depende da capacidade do
organismo hospedeiro em gerar uma resposta imunitdria efetiva perante uma infecao

viral.22:30

O trato respiratério é considerado a via de entrada viral mais comum visto que tem
uma elevada area de mucosa exposta e uma elevada taxa de ventilacdo em repouso. O
virus ao entrar na cavidade nasal depara-se primeiramente com uma componente
imunitdria ndo-especifica, como a temperatura, o pH do organismo humano (barreiras
guimicas) e com células ciliadas e muco que é secretado por células caliciformes
(barreiras fisicas). As particulas virais podem ficar aprisionadas no muco da cavidade
nasal, do sistema respiratério superior e em parte do inferior. Por outro lado, se
atingirem o trato respiratdrio inferior, enfrentam a barreira mucociliar, que apds o
aprisionamento das particulas virais impele o muco no sentido ascendente por acdo
ciliar, culminando na sua degluticido ou até proporcionando o reflexo de tosse ou
espirro. Caso as particulas consigam eludir estes mecanismos de defesa e progridam no
trajeto, atingem a regido alveolar sdo internalizadas e digeridas por células fagociticas,

como os macréfagos e células dendriticas. 223133

Considerando que a maioria dos agentes infeciosos invadem o nosso organismo por
via mucosa (oral, nasal, dérmica, vaginal ou rectal), os érgaos linféides tém um papel
fulcral na prote¢dao do organismo. Estes sdo tecidos organizados que tém grandes
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quantidades de linfécitos permitindo a interagdo destes com células nao linféides.
Assim, os 6rgaos linfoides categorizam-se em primarios ou centrais, locais onde ocorre
a producdo e maturacao dos linfdcitos, e secundarios ou periféricos, locais onde os
linfécitos sao estimulados apds o contacto com os antigénios, dando inicio a resposta
imune. Os drgdos centrais sdo a medula dssea vermelha, Unica estrutura capaz de
produzir células sanguineas, e o timo. Tanto os linfécitos B como os T surgem na medula
6ssea, contudo sofrem o processo de maturacdo em locais distintos, os B na medula
Ossea e os T no timo. Apds maturacdo, ambos tém como destino os 6rgdos linféides
periféricos, onde vao participar na génese da resposta imunitéria.?? Os drgdos linféides
periféricos sao compostos por ganglios linfaticos, pelo baco, tonsilas, adendides,
apéndice e placas de Peyer, considerando-se especializados na captura do

antigénio.?%343>

Os 6rgaos linféides secundarios estdo associados a MALT (do inglés, Mucosa-

associated-lymphoid-tissue), estando distribuidos por vérias partes do organismo:

e NALT (do inglés, Nasal-associated-lymphoid-tissue), que nos humanos
corresponde a regido do Anel de Waldeyer, sendo constituido pelas amigdalas e
os adendides. Esta estrutura linféide constitui um sistema de defesa do tubo
respiratorio e digestivo;

e BALT (do inglés, Bronchus-associated-lymphoid-tissue), que consiste em
agregados linfocitarios nos pulmdes e nos bronquios que nos humanos sé
aparecem apods infecdo ou inflamacao:

e GALT (do inglés, Gut-associated-lymphoid-tissue), inclui  estruturas
especializadas do intestino delgado e as placas de Peyer;

e Entre outros MALT.3436

Em conjunto, estima-se que o MALT contenha tantos linfécitos como o restante
organismo. Cada MALT atua a favor do mesmo principio, na captura do antigénio no
local de infecdo pelas células dendriticas apresentando-os aos linfécitos (Natural killer,
linfécitos B e linfocitos T). Este processo desencadeia o inicio de uma resposta imune
mais especifica sendo o sistema imunitario inato e adaptativo elementos

integrantes.??3433
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5.1. Resposta Imunoldgica Inata

O sistema imunitario inato é a primeira linha de defesa do organismo com a qual o
individuo ja nasce. Proporciona uma resposta rdpida, ndo especifica e de tempo limitado
aos agentes patogénicos. Se o agente patogénico sofrer uma variagdo antigénica que
resulte numa nova estirpe, e invadir pela segunda vez o hospedeiro ird haver a indugao
de uma nova resposta inata, tal como da primeira vez a que foi exposto. Acresce que a

resposta ao virus é independente da quantidade a que o organismo é exposto.?%33

A resposta imune inata é composta por barreiras fisica, barreiras quimicas, por
células efetoras (neutréfilos, células dendriticas, linfécitos, eosindfilos), citocinas e
recetores de reconhecimento padrdo, integrando os TLR (do inglés, Toll-like

recetor).?>3337:38

Uma propriedade chave do sistema imunitdrio inato é a capacidade de
reconhecimento do virus e de o considerar como estranho. Tal acontece quando os
PAMPS (padrées moleculares associados a patogéneos) expressos na superficie do virus
se ligam aos TLR expressos nas células do sistema imunitdrio (macréfagos e células
dendriticas). Aquando esta ligagdo, os macrofagos e células dendriticas produzem
citocinas, moléculas que emitem sinais entre células no desencadeamento de respostas
imunes, sendo normalmente um dos primeiros indicios de que o hospedeiro foi infetado
pelo virus. As primeiras citocinas a serem secretadas pelas células infetadas sdo os
interferdes alfa (IFN-a) e beta (IFN-B), o fator de necrose tumoral e interleucinas (IL-6 e
IL-12), sendo que as primeiras mencionadas limitam a replicagao viral precocemente. Ao
entrarem em circulacdo, as citocinas induzem reacdes inflamatdrias locais como
também sintomas tipicos de infe¢Ges por Influenza, como febre, mialgias, perda de
apetite e letargia. Numa reacdo inflamatdria os primeiros agentes fagocitdrios que
chegam ao local sdo os neutréfilos por serem bastante abundantes no sangue. Por sua
vez as células dendriticas e macréfagos patrulham o organismo em busca de sinais de
infecdo sendo responsaveis pela ingestdo e digestdo do antigénio. A medida que
absorvem as particulas virais produzem mais citocinas de modo a ampliar o sinal da

resposta inicial.?%33
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Em muitas infe¢des virais é suficiente a acao precoce de citocinas produzidas quer
por células infetadas pelo virus, quer por células dendriticas para eliminar o agente
patogénico. Se por algum motivo o sistema inato for sobrecarregado ou a replicagdo do
virus Influenza ndo abrandar, as defesas de segunda linha ou de atuagao especifica tém

que ser mobilizadas para o local para que o hospedeiro sobreviva.??33

Em conclusdo, os mecanismos redundantes da imunidade inata fornecem uma
resposta de primeira linha a infecdo por virus Influenza, contribuindo para o seu
controlo. No entanto, em certos casos, a resposta imune inata é também responsavel
pelos efeitos patoldgicos observados na infe¢do por virus Influenza A. A produgao
desregulada e desproporcionada de citocinas e quimiocinas e o recrutamento
desmesurado de células inflamatdrias (macréfagos e neutrdfilos) estdo diretamente
relacionados com o aumento de morbilidade e mortalidade verificados em alguns surtos
por virus Influenza A (por exemplo, pandemia por variantes do subtipo A (HIN1) em
1918 e 2009). Nesses mesmos surtos verificou-se que a causa de morte predominante
foi a sobreinfecdo bacteriana. As causas para essa maior suscetibilidade a infecao
secunddria por bactérias resultam quer da destruicdo das células da mucosa
respiratdria, o que diminui a eficacia da barreia epitelial, quer da desregulacdo das

funcdes das células envolvidas na resposta imune inata e adaptativa.®

5.2 Resposta Imunolégica Adaptativa

A qualidade da resposta imune inata tem consequéncias na resposta adaptativa que
Ihe segue, sendo a comunicacdo entre eles essencial para a capacidade de ajuste a um
certo patdgeno. Na resposta adaptativa, também denominada especifica ou adquirida,
ocorre o recrutamento de células imunes especializadas que desencadeiam os
mecanismos de imunidade adaptativa, permitindo a inativacdo do virus, a destruicdo de
células infetadas e a imunidade protetora necessdrias a prevencdo, cura e

convalescenca da infe¢do.223340
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5.2.1. Imunidade Celular

Enguanto que a imunidade humoral, mediada por anticorpos, é essencial para a
prevencao de novas infecbes, a imunidade celular é importante para a depuracdo viral

durante a infe¢3o por virus Influenza.33

A resposta por linfécitos T CD4+ é desencadeada apds o processo de apresentacdo
de antigénios mediados principalmente por células dendriticas, tal como foi referido
neste capitulo. Relativamente a infe¢do por virus Influenza, a imunidade celular é
essencial para promover a producao de anticorpos por parte dos linfécitos B e ainda

para desencadear a resposta citotdxica especifica mediada pelos linfocitos T CD8+.3340

Os linfocitos T CD4+ de memodria, induzidos aquando de uma primeira infecao por
virus Influenza, s3o essenciais para inibir a replicagdo viral durante infe¢des
subsequentes. Esta protecao deriva quer de mecanismos efetores diretos quer de
mecanismos indiretos mediados por funcdes reguladoras e auxiliares. E de realcar que
esta inibicdo é ativa contra vdrios subtipos do virus Influenza, ao contrario do que
normalmente acontece para os anticorpos neutralizantes. Este facto é de extrema
relevancia, pois pode constituir a base de novas estratégias vacinais que permitam
induzir uma imunidade cruzada quer para variantes sazonais, quer para estirpes

pandémicas.*4?

A resposta por linfécitos T citotdxicos (linfécitos CD8+) é essencial para eliminar as
células infetadas e, assim, permitir o controlo da replicagao viral. No caso da infe¢ao por
virus Influenza A, a resposta pelas células T citotdxicas é predominantemente dirigida
para epitopos presentes nas proteinas M1, NP, PA e PB2. Devido a baixa variabilidade
antigénica associada a estas proteinas, esta resposta é eficaz contra diferentes subtipos
do virus. Tal como descrito para a resposta por linfécitos T CD4+, apds uma infe¢do
inicial, neste caso também se verifica a permanéncia de uma populacdo de linfécitos T
CD8+ de memodria que possibilita o desencadear de uma resposta imunoldgica mais

vigorosa e precoce aquando de infe¢cdes subsequentes.4043
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5.2.2. Imunidade Humoral

Os linfocitos B sdo os principais responsaveis pela resposta humoral, pois sdo capazes
de produzir e libertar anticorpos. Os anticorpos sdo glicoproteinas que estdo
abundantemente presentes no plasma, comumente conhecidos como imunoglobulinas
(Ig), que estdo encarregues de identificar e eliminar os elementos que sao estranhos ao
nosso organismo. Estruturalmente, as Igs sdao compostas por duas cadeias leves
idénticas e duas cadeias pesadas também idénticas. A ligacdo entre as cadeias leves e
pesadas é através de pontes dissulfeto, que variam em quantidade e posicdo entre as
diferentes classes de anticorpos. Além disso, ambas as cadeias possuem uma regido
varidvel e outra constante, sendo que o dominio varidvel confere especificidade ao
anticorpo. Para que os linfdcitos B iniciem a sua producao é preciso primeiro que ocorra
a ligacdo entre estes e os antigénios. Esta ligacdo ocorre numa regido préxima das
extremidades da cadeia pesada e leve do antigénio, a qual se intitula de epitopo. Sendo
esta uma regido hipervaridvel, qualquer vertebrado pode produzir milhdes de
anticorpos que se podem ligar a muitos antigénios diferentes. A partir dai os linfécitos
B diferenciam-se em células de memodria e em plasmdcitos (células inflamatdrias
capazes de produzir imunoglobulinas e que sdo abundantes em locais onde penetram

organismos invasores e onde existe uma inflamacg&o crénica).?%3’

Os anticorpos produzidos no decurso da infe¢do viral tém como alvo principal as
regioes mais expostas das moléculas H e N presentes no invdlucro viral, bem como a
proteina transmembranar M2. Os anticorpos dirigidos para H neutralizam a infeciologia
viral, diminuindo a capacidade de infecdo de novas células, sendo, por isso,
considerados os Unicos verdadeiros neutralizantes. Eles atuam bloqueando o local de
ligacdo ao recetor celular e/ ou bloqueando a fusdo do invélucro viral com a membrana
do endossoma, apds a endocitose. Pelo contrdrio, os anticorpos dirigidos para a N nao
sdo neutralizantes, embora limitem a produgdo de particulas virais infeciosas através da
inibicdo da atividade enzimatica da N. Desta inibigao resulta uma menor severidade dos
sintomas e ela associados. Por ultimo, os anticorpos dirigidos para a proteina

transmembranar M2 facilitam os mecanismos de citotoxicidade celular. Devido ao facto
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da proteina M2 ser conservada antigénicamente, estes anticorpos tém a capacidade se

serem ativos contra vérios subtipos diferentes de virus Influenza.*

Apds a infecdo por virus Influenza, sdo detetados anticorpos especificos pertencentes
as classes IgM, IgA e IgG, que diferem nas sequéncias de aminodcidos da regido
constante das cadeias pesadas. Os anticorpos séricos IgA apresenta-se numa
concentragdao no organismo bastante superior comparativamente as restantes classes
mencionadas e parecem ser sindnimo de infecdo recente. Para além de que a sua
presenca seja predominante no muco da mucosa promovendo a prote¢do das células
epiteliais no trato respiratério. A IgA tem um poder de resisténcia a degradacdo por
proteases presentes nas mucosas, bastante elevado e ainda consegue impedir ou
dificultar estereoquimicamente que as glicoproteinas H da superficie do virus Influenza
se liguem a célula hospedeira. Deste modo podemos considerar que a IgA tem
especificidade para os epitopos, embora esta possa ser facilmente ultrapassada pela
ocorréncia de um drift antigénico. Os anticorpos IgM ativam o sistema complemento e
tem a capacidade de neutralizar o virus. De acordo com a Figura 5-1, é possivel verificar
gue existe diferencas nas concentracdes entre os anticorpos IgM e IgG tanto no primeiro

contacto com o virus como no segundo.??404>
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Figura 5-1- Concentra¢do e isétopos de anticorpos no soro durante a primeira e segunda resposta do sistema
imunitdrio ao contactar com o antigénio. [Adaptado de (22)]
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A resposta primaria tem inicio 5 a 10 dias apds o contacto com o antigénio, onde é
caracteristica uma maior e mais rapida expressao da IgM relativamente a producao de
IgG, sendo estes responsdveis por ativarem o sistema complemento e neutralizar o
virus. Enquanto que a resposta secundaria se desencadeia mais rapidamente, 1 a 3 dias
apo6s o contacto, e o anticorpo IgG é produzido em maiores quantidades no soro e
permanece no organismo durante mais tempo (aproximadamente 21 dias). Estes
anticporpos, IgG, estdo associados a prote¢dao contra novas infe¢cdes e sdo a base do

efeito protetor desencadeado nas vacinas.?>%

De acordo com a imagem anterior, podemos verificar que existem algumas
diferencas relativamente as duas respostas imunes. A indu¢do da resposta secundaria
inicia logo apds uma diminuicdo ligeira dos niveis de anticorpos da resposta primaria,
deduzindo entdo que o sistema imunitario estd muito mais sensibilizado para este
antigénio, ndo necessitando de ser exposto a uma dose tdo elevada do mesmo.
Relativamente as fases que compdem a curva de concentra¢do dos anticorpos, o
periodo entre o contacto com o antigénio e o inicio da atividade imunoldgica, tempo de
laténcia (lag) é bastante mais curto, na fase exponencial a concentracdo de anticorpos
no soro é atingida em niveis mais elevados e mais rapidamente. A fase apds o pico de
concentracdo de anticorpos designa-se de fase plateau, consistindo numa fase mais
duradoura em que o declinio ndo é tao proeminente. Apesar da sua concentragao
decresce ao longo dos seis meses seguintes, promove a prote¢do a possivel reinfecao
pela mesma estirpe, ja que ndo sdo essenciais para que o hospedeiro recupere. Por isso,
guando ocorrer uma segunda infecdo com o mesmo virus ou com um virus semelhante,
ocorre uma resposta mais rapida do anticorpo devido a especificidade e meméria

imunoldgica.
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5.2.2.1. Memoria imunoldgica

Quando os agentes patogénicos ndo sofrem alteracdo suficiente nos epitopos-chave,

recorre-se a reativacdo das células de memaria que ja tém imunidade pré-formada. Estas

células especializadas rapidamente reconhecem o antigénio formando uma resposta mais

rapida e eficaz que no primeiro contacto. Assim, é possivel combater a infecdo sem

necessitar de montar uma resposta primaria novamente, significando que o sistema

imunoldgico ignora as mudancas subtis que ocorrem a cada ano na estrutura antigénica

do virus Influenza. Por vezes, o agente infecioso sofre alteracdes suficientes, originando

"novos" epitopos, ou um nimero de alteracdes suficiente de epitopos-chave que implica

a ocorréncia de uma nova resposta primaria. A producdo de uma nova resposta primaria

ndo é coincidente em todos os hospedeiros, pelo que os casos graves de gripe nao

ocorrem com tanta frequéncia, exceto nos anos que coincidem com pandemias (Figura 5-

2) '22,45,46
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Figura 5-2- Resposta imunitdria de acordo com a especificidade e memdria imunoldgica do antigénio.[Adaptado de

(22)]

Quando mencionamos ter imunidade para um determinado virus referimo-nos ao

facto de possuirmos memdria imunoldgica contra este. Apesar da resposta inata

demorar dias a ser executada, a resposta associada a memaria imunoldgica desenvolve-

se em poucas horas apés a infecdo. Deste modo as células de memadria, um subconjunto
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de linfécitos B e T, permanecem no organismo durante anos, prontas para atuarem

rapidamente se houver um encontro subsequente com o agente patogénico.303>37

Por ultimo, a eficiéncia da resposta secundaria dependera do tempo decorrido desde
o primeiro contacto com o antigénio, ou seja, sera pior sucedida se o intervalo de tempo
for muito curto ou muito extenso. No primeiro panorama, o anticorpo proveniente da
reposta imunitaria primaria tem uma permanéncia no organismo bastante curta nao
desempenhando adequadamente o seu papel de protecdo. Se a segunda exposicdo ao
antigénio for apds alguns anos é previsivel que a concentrac¢do das células de memoéria

do organismo seja muito menor, pois a sua concentracdo n3o é persistente.>4¢

Utilizando-se desse principio, a vacina surge desta forma com um papel muito
relevante, pois proporciona de forma artificial o primeiro contacto com o antigénio de
modo a adquirir imunidade a este. Assim, se o organismo humano for exposto de novo
a mesma particula viral, é capaz de fazer um reconhecimento mais rapido e eficiente

com menos dependéncia do sistema imune inato.?%3340

6. Vacinacao contra a gripe

A OMS emite, bianualmente, recomendag¢des técnicas quanto as estirpes do virus
Influenza que devem constar na composi¢ao da vacina na época seguinte. Esta avaliagao
tem de ser revista anualmente devido ao facto da sazonalidade epidémica da gripe, e da
capacidade evolutiva do virus da gripe que, de modo continuo, altera as suas
caracteristicas antigénicas para contornar o nosso sistema imunitario, proporcionando
a vacina uma protecdo limitada. As recomendacdes sdo feitas com base na previsao dos
virus que irdao circular nos meses seguintes no hemisfério norte e no hemisfério sul,
resultando da andlise de dados epidemiolégicos e viroldgicos colhidos pelo sistema de
vigilancia da gripe, (do inglés, WHO’s Global Influenza Surveillance and Response

System), coordenado a nivel mundial pela OMS.21347
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6.1. Vacinas licenciadas

De forma geral gerais, as vacinas podem ser classificadas conforme incluam virus
inativado ou atenuado, segundo o modo de producdo, a utilizacdo de adjuvantes, via de

administracdo e o nimero de estirpes do virus da gripe que a constituam.*4°

Vacina inativada

A vacina inativada é produzida com virus “mortos” por processos quimicos ou com
os seus fragmentos, podendo classificar-se em vacina de virus total, vacina de virido
fragmentado ou vacina subunitaria. Em muitos paises, a vacina produzida a base de virus
total tem vindo a ser substituida por vacinas subunitdrias ou de fragmento por
provocarem mais reacdes adversas. Na vacina do tipo virido fragmentado, o virido sofre
um processo de fragmentacdo com a utilizacdo de detergentes, ao passo que, na vacina
subunitdria, a H e N (glicoproteinas de superficie onde se localizam os principais
antigénios do virus da gripe) sofrem um processo de purificacdo para remocao de outros
componentes do virus. A grande diferenga entre ambas reside no facto de a vacina do
tipo virido fragmentado conter antigénios de superficie e estruturais, enquanto que a

vacina subunitdria tem apenas antigénios de superficie.*°

Desde 1977 que as vacinas sao classificadas como trivalentes incluindo trés estirpes
do virus da gripe sazonal (uma estirpe do subtipo A (H3N2), uma estirpe do subtipo A
(HIN1), uma estirpe do tipo B, da linhagem Victoria ou da linhagem Yamagata). Como
as vacinas trivalentes apenas incluiam uma linhagem do tipo B, havia uma limitagao na
imunidade fornecida pelas vacinas as estirpes da outra linhagem existente. Nas épocas
de 2001/2002 e 2010/2011, a eficacia da vacina considerou-se limitada ndo prevenindo
0s casos de gripe, pois a estirpe do tipo B em circulagdao nao era concordante com a da

vacina. 47”1

A partir dai, as vacinas comecaram também a classificar-se como quadrivalentes, e
comercializadas em Portugal no inverno de 2018/2019. Durante o periodo de setembro
de 2018 a fevereiro de 2019 verificou-se a predominancia do virus Influenza A por todo
o globo, sendo que as estirpes, A(HIN1) pdm09 e a A(H3N2) foram as que circulavam
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em maioria na Europa. Alem disso, o virus Influenza B foi detetado unicamente no
hemisfério sul, em numeros globais reduzidos, sendo consideradas relevantes as

estirpes B/Victoria/2/87 e B/Yamagata/16/89(Figura 6-1).>2

Subtipo do virus (%):
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Figura 6-1- Distribuigcdo da transmissdo dos subtipos do virus Influenza na época de setembro 2018 e fevereiro 2019
[Adaptado de (52)]

A estirpe A (HIN1) pdm09 apresenta uma mutacdo que leva a substituicdo da H1,
sendo desta forma semelhante a constituicdo da vacina A/Brisbane/02/2018. O virus da
linhagem B/Yamagata/16/89 esta relacionado de forma antigénica com a cepa
B/Phuket/3073/2013 e os virus Influenza de linhagem B/Vitoria/2/87 tém uma agdo no

organismo humano semelhante a cepa B/Colorado/06/2017.5%°3

Desta forma, a composicdo recomendada para a vacina quadrivalente contra
Influenza para a temporada de setembro de 2019 a fevereiro de 2020 no hemisfério
norte compreende:

e Uma estirpe viral A (HIN1) pdm09 idéntica a A/Brisbane/02/2018;

e Uma estirpe viral A(H3N2) pdm09 idéntica a A/Kansas/14/2017;

e Uma estirpe viral B (linhagem Victoria) idéntica a B/Colorado/06/2017;

e Uma estirpe viral B (linhagem Yamagata) idéntica a B/Phuket/3073/2013.

Se considerarmos a vacina trivalente, é recomendada a utilizagao de uma estirpe viral B

(linhagem Victoria) idéntica a B/Colorado/06/2017.>%>3
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Em Portugal todas as vacinas disponiveis para combater o virus da gripe sao

inativadas de administra¢do intramuscular.36°*

Vacina viva atenuada

A vacina viva atenuada, como o nome sugere, é produzida a partir de estirpes
“enfraquecidas” do virus. Os genes da H e da N dos virus sazonais sdo introduzidos em
virus de estirpes mutantes adaptadas ao frio e termossensiveis. Assim este virus tém a
capacidade de se replicar a baixas temperaturas, mas ndo a temperaturas superiores a
379C, o que, na pratica, corresponde a que sejam capazes de replicacdo no trato
respiratdrio superior (fossas nasais e faringe), mas ndao noutros locais do organismo
humano onde a temperatura é mais elevada, nomeadamente, no trato respiratdrio

inferior (brénquios e pulmdes).4°->°

Este tipo de vacina induz a produgdao de um menor nivel de anticorpos séricos do
gue a vacina inativada, mas, por outro lado, induz o aumento de anticorpos ao nivel da
mucosa nasal e desencadeia uma resposta imunoldgica celular mais efetiva. A

magnitude deste efeito parece ser mais marcada em crian¢as do que em adultos.*

Tal como a vacina inativada, a vacina atenuada pode ser trivalente ou quadrivalente.
Esta vacina de administracdo intranasal, mimetiza a infecdao natural, induzindo deste
modo uma melhor resposta imunitaria do que a vacina inativada. No entanto, a
administracdo de vacinas vivas atenuadas pode desencadear a prépria doenca no

individuo a imunizar, especialmente em individuos imunocomprometidos. °%°°

Vacina recombinante

Neste tipo de vacinas, a H é produzida através de tecnologia de recombinacdo, sem
necessidade de replicacdo do virus da gripe. Também pode ser uma vacina trivalente ou

quadrivalente e é de administracdo intramuscular.*®
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6.2. IndicacOes para vacinar

A OMS recomenda a vacinagdo contra a gripe sazonal a individuos de risco elevado
de complicacbes por gripe e também as pessoas que vivem ou cuidam de individuos
pertencentes a esse grupo de risco (Tabela 6-1). Assim, a OMS recomenda que sejam
vacinados gravidas (podem ser vacinadas em qualquer trimestre de gestacao), criangas
entre os 6 meses e os 5 anos, individuos portadores de doencas crénicas com idade
superior a 6 meses, profissionais de salde, idosos como também pessoas que viajam

para os locais epidémicos.?>°>>8
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Tabela 6-1-Doencgas ou condicbes de satde para as quais estd recomendada a vacina contra a gripe [Adaptado de

(56)]

Doenga ou condi¢ao de

saude

Exemplos

Respiratoria

Cardiaca

Renal
Hepatica

Neuromuscular

Hematoldgica
Imunodepressora
Obesidade
Transplante de 6rgaos
solidos ou medula

Diabetes mellitus

Doenca genética

Outras

Asma que necessite de tratamento continuo ou
repetido com esteroides, Doenca pulmonar obstrutiva
cronica, fibrose

bronquiectasias, fibrose quistica,

pulmonar intersticial, pneumoconiose, displasia
broncopulmonar.

Doenga cardiaca congénita, hipertensao arterial com
complicagdes cardiacas, insuficiéncia cardiaca cronica,
doenga isquémica cardiaca.

Insuficiéncia renal crénica, sindrome nefrodtica.
Hepatite cronica, cirrose, atresia biliar.

Com compromisso da fungdo respiratdria ou risco
aumentado de aspiragao de secregdes.
Hemoglobinopatias.

Primaria ou secunddria a doencas ou tratamentos.
indice de massa corporal igual ou superior a 30 kg/m?

Individuos transplantados ou a aguardar transplante.

Tipo 1 e tipo 2.
Défice de alfa-1 antitripsina.
Criancas e adolescentes em tratamentos prolongados

com salicilatos.

A partir dos 9 anos de idade, esta recomendada 1 dose anual. Antes desta idade,

criancas que nunca foram vacinadas contra a gripe devem receber 2 doses com um

intervalo de 4 semanas entre as mesmas.>>*°
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6.3. Efeitos Adversos e contraindicacdes

A administracao de vacinas tanto inativadas como vivas atenuadas contra o virus
Influenza podem desencadear alguns efeitos indesejados em alguns individuos. Os
efeitos adversos podem ser divididos em trés categorias: rea¢des locais ou sistémicas de
pequena gravidade, reacles sistémicas com possivel recuperacdo apds assisténcia
médica e por fim, reacoes sistémicas graves que podem comprometer o bem-estar e

colocar a vida em risco.223654

Relativamente a vacina inativada, as rea¢des no local das inje¢Ges (dor, vermelhiddo
e induracdo) sdo as mais frequentes, autolimitadas, desaparecendo ao fim de 1-2 dias e
podem ocorrer em 15-20% dos vacinados. A ocorréncia de febre, arrepios, mal-estar, ou
mialgias é menos frequente, atingindo cerca de 1% dos vacinados e mostra-se mais
frequente em individuos que nao tiveram exposicdo anterior aos antigénios da vacina.
Estes efeitos podem aparecer 6-12 horas apds a toma da vacina, durando, tendo
duracdo média de 1-2 dias. As reacdes alérgicas (urticaria, asma alérgica, angioedema e
choque anafilatico) sdo raras, e provavelmente estdo associadas a alergia a algum

constituinte da vacina.>%>°

Por outro lado, na vacina viva atenuada as rea¢des mais frequentes sdao semelhantes
as de uma sindrome gripal (tosse, dores de cabeca, congestdo nasal, dores de garganta),
podendo ocorrer em até 40% dos adultos vacinados. Nas criancas dos 6 aos 24 meses,

hd um aumento do risco de ocorréncia de pieira ou asma.>%>°

As contraindica¢des absolutas relativamente a toma da vacina sdo raras, contudo
incluem casos de hipersensibilidade aos excipientes e a proteina do ovo, mesmo que
seja em pequena quantidade, antecedentes de reagao grave a uma dose anterior da
vacina. Por outro lado, para a administracdo da vacina em individuos com doenca aguda
grave com ou sem febre, ou que esteja sob medicacdo frequente, é importante alertar
o médico para se estimar o beneficio/risco da sua administracdo. Nestes casos sera

prudente adiar a imunizac3o do individuo para apds recuperagdo.36:49°0
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Estas vacinas apesar de serem seguras e eficazes, apresentam limitagdes: como
referido anteriormente, o drift antigénico permite o aparecimento de variantes virais
gue, por possuirem mutacdes na proteina H, escapam a capacidade neutralizante dos
anticorpos induzidos pela vacinagdo. Em consequéncia, as vacinas ndo permitem uma
resposta eficaz de longa duracgdo, impondo uma constante atualizacdo das preparacgdes

vacinais, de forma a mimetizar ao maximo os antigénios das variantes circulantes.*®

De modo a suprir esta lacuna, tem havido investigacdes para novas formas de
vacinas, visando por um lado, a inducdo de anticorpos neutralizantes de largo espectro
(isto é, capazes de reconhecer proteinas H de vdrios subtipos do virus Influenza) e, por
outro lado, a indugcdo de uma resposta T citotdxica. Para alcangar este ultimo objetivo,
tém sido testadas vacinas baseadas nas proteinas M1, NP, PR8 e o uso da haste da H
pois sdo antigénicamente mais conservados, permitindo que os anticorpos para eles

criados reconhecam varios subtipos do virus Influenza.®%6!

Assim, devido a todos os factos mencionados anteriormente, é importante criar
alternativas para melhorar alguns aspetos que falham nas vacinas de administracao
intramuscular utilizadas em Portugal. Para melhorar o panorama atual, no inicio deste
século iniciaram-se investigacdes com o objetivo de tornar o processo de imunizacao
mais apelativo e, ao mesmo tempo de induzirem resposta imune local e sistémica mais
duradoura e adequada. Para otimizar a eficdcia da vacina é necessario a combinacdo de
diversas estratégias como é o caso da escolha do local de administracdo, diferentes

sistemas em entrega do antigénio ou ainda a adi¢do de adjuvantes imunoldgicos. %462

64

6.4. Estratégias em desenvolvimento

As vias de imunizacdo sdo estratégias importantes, pois aumentam a
imunogenicidade das vacinas no ato da entrega. A administracdo por vias mucosas tém

apresentado resultados promissores, especialmente a administracdo via nasal, com
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potencialidade para atingir os objetivos pretendidos, de que as vacinas convencionais

ficam aquém.556¢

6.4.1. Via de administracao nasal

Apesar dos avangos recentes nas tecnologias de entrega, a vacina contra a gripe
continua a ser principalmente administrada por via intramuscular como ja foi referido
anteriormente. Contudo, a utilizacdo destas vacinas, ditas convencionais, gerou alguns
inconvenientes e/ou relutdncia por parte da populagdo, surgindo assim como

alternativa promissora a administrac3o por via nasal.t”:68

A imunizacdo contra a gripe por via nasal é concordante com o local de infecdo do
virus Influenza, considerando-se assim esta via uma forte candidata para a imunizacao
contra este virus. A vacinacdo através da via nasal tornou-se bastante atrativa
oferecendo bastantes vantagens. Esta via de imunizacdo ndo requer a utilizacdo de
agulhas, permitindo uma vacinacdo sem dor, potenciando uma maior recetividade a
revacinacao anual e também a minimalizacdo da transmissdo de doencas pela utilizagao
destas. Contrariamente a vacinagdo parenteral, a vacinagdo por via nasal permite o
aumento dos niveis séricos de I1gG e de citocinas, como também o aumento da secrecao
de anticorpos IgA especifico para o antigénio para a mucosa. Assim é possivel
desencadear uma resposta imunolégica, quer a nivel local, quer a nivel sistémico,
proporcionando um aumento significativo na eficiéncia da vacina contra a gripe. O facto
de haver a inducdo de anticorpos IgA por esta via de administracdao, mostrou evidéncias
na protecdo contra virus antigénicamente diferentes (Influenza A, Influenza B e

Influenza C).36.65-68

Para a vacinagdo por via nasal ndo é exigido esterilidade do produto a veicular,
antissepsia do local de administracdo ou do operador, ou de pessoal especializado para
a administracdo de vacinas, considerando-se assim uma via bastante menos dispendiosa
comparativamente a intramuscular. Deste modo, a via nasal é propicia a
autoadministracdo, sendo possivel aplicar em paises em desenvolvimento com
condicOes precdrias de saneamento ou em situacdes de catastrofes. Outra grande
vantagem é o uso de uma menor quantidade de antigénio para produzir imunidade,
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devido a pequena probabilidade de este ser clivado por proteases presentes nesta

via '36,66,67,69

No entanto, existem algumas limitagOes associadas a administragao por via nasal
gue devem ser consideradas de modo a provocar uma resposta imune na mucosa e
sistémica aceitavel. Como por exemplo, a rapida depuragdao mucociliar, a degradagao
proteolitica que ocorre a nivel da mucosa nasal e o tamanho do antigénio sdo alguns
fatores que levam a diminuicdo do tempo de permanéncia do antigénio dificultando a
sua captacdo pelas células dendriticas da mucosa , comprometendo, eventualmente, a

producdo de uma resposta imune robusta.”®”?

Assim para o fabrico de uma vacina de administracdo por via nasal eficaz é
fundamental manter o antigénio de forma estavel na regido da nasofaringe por tempo
suficiente, para que este interaja com as células imunocompetentes do epitélio nasal
com o intuito de estimular uma resposta imune sistémica e da mucosa nasal contra o
antigénio Influenza a longo prazo. Para amplificar estes resultados foram propostas
estratégias, como a adicdo de adjuvantes imunoldgicos e de sistemas de entrega de

antigénios, para a melhoria neste tipo de administrac3o.6¢72-74

6.4.2. Adjuvantes imunolégicos

O objetivo da vacinacdo é gerar uma resposta imunitdria contra o antigénio
administrado, capaz de proporcionar uma proteg¢do a longo prazo. No entanto, a baixa
imunogenicidade das vacinas é um grande obstaculo na inducdo de uma resposta rapida

ao virus.”>7®

Para combater tal adversidade, sdo utilizados adjuvantes, substancias capazes de
aumentar a imunogenicidade das vacinas, amplificar a resposta imune a um antigénio,
aumentar a entrega e sua apresentacao as APCs, bem como recrutar as células
inflamatodrias e imunocompetentes. Ao serem adicionados as vacinas, torna-se possivel
diminuir a carga de antigénio presente numa vacina e aumentar a eficdcia da mesma,
promovendo uma resposta imune adequada, especialmente em populagao idosa e

imunocomprometidas.’®’’
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A sele¢do de adjuvantes estd relacionada com a via de administragdo, o tipo de
imunidade requerida pela vacina e com probabilidade de efeitos adversos. Os
adjuvantes mais utilizados tém capacidades solubilizante, tamponizante, conservante,
humectante ou viscosificante. Para ser selecionado devera ser estavel, biodegraddvel,
de baixo custo, incapaz de induzir respostas imunes contra si e promover uma resposta
imune adequada. Atualmente, o aluminio é o adjuvante mais utilizado em vacinas
adjuvadas, contudo ndo é o mais apropriado para combater patogénico intracelulares
de doencas infeciosas. Desta forma tem-se apostado no desenvolvimento de novos
adjuvantes tais como, emulsdes sintéticas (6leo em agua), formulacdes lipidicas,
adjuvantes moleculares (citocinas e quimiocinas) ou substdncias naturais, e sua
combinagdo, de modo a potencializar a indu¢do de uma resposta imunitaria. As novas
formulagcbes de adjuvantes ainda se encontram em testes clinicos, mostrando-se

promissoras para contemplar as vacinas contra Influenza.®>71.77-79

6.4.3. Sistemas de entrega de antigénio

A alternativa da vacinagao pela via nasal levanta alguns obstaculos, como a
diminuicdo da biodisponibilidade do antigénio e consequentemente a capacidade de
induzir imunidade por parte deste, que podem ser facilmente solucionados através da
utilizacdo de sistemas de entrega de antigénios. Com o desenvolvimento de estudos
nesta area, o processo de vacinagao pela via nasal pode tornar-se mais eficiente e capaz
de produzir em grandes quantidades vacinas utilizando apenas uma pequena
quantidade de antigénio do virus Influenza para qual a populagdo é imune. Apesar
destes sistemas incluirem estruturas da escala micrométrica e nanométrica, sdo
preferidas as estruturas que utilizam a nanotecnologia como base pois tém um tamanho
mais reduzido, uma grande drea de superficie em relacdo ao seu volume, e uma alta taxa
de difusdo que possibilita maior tempo de contacto com as células epiteliais da mucosa,

sendo menos suscetiveis ao seu arrastamento com o muco.%:80-83

A aplicagao de novas vacinas no combate a doengas infeciosas com sistemas de
entrega de antigénios foi possivel devido a descoberta de moléculas com capacidades

agonistas dos TLR das células. A partir dai usaram-se diferentes materiais capazes de
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mimetizar sinais de perigo ao sistema imunolégico, desencadeando a capacidade de

modular uma resposta imune. 848>

Antes de projetar uma formulacdo de aplicacdo por vias mucosas é de extrema
importancia selecionar cuidadosamente os adjuvantes e os sistemas de entrega que as
constituem, porque cada local de indugdo de imunidade tem os seus préprios requisitos.
De seguida serdo resumidos os critérios para a escolha e elaboracdo de formulagbes que

utilizem sistemas de entrega de antigénios: 6>66:78:86

e Fabrico simples e econémico;

e Reprodutivel;

e Estavel apds a administracdo;

e Aplicdvel a um amplo conjunto de antigénios, proteinas e
polinucleétidos;

e Nao toxico;

e De facil armazenamento;

e Seguro.
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7. Nanossistemas e a sua aplicacao na veiculacdo de vacinas

A nanotecnologia é um campo cientifico multidisciplinar, em que na sua base
encontram-se os nanossistemas, materiais de dimensdes compreendidas entre 100 nm e
1 um. A utilizacdo de nanossistemas na area da nanomedicina permitem criar alternativas

mais eficazes quer na prevencao, diagndstico ou tratamento de diversas doencas.®’

O uso de nanotecnologia em imunizacdo por mucosas tem mostrado grande
evolucdo e interesse nos Ultimos 5 anos, especialmente pela capacidade de veicular
antigénios em diferentes tipos de nanossistemas. O desenvolvimento de vacinas através
desta estratégia permite a protecdo do antigénio, uma maior eficiéncia no transporte do
antigénio pela mucosa e posterior apresentacdao aos APCs. Para além disso, possibilita
uma libertagdo do antigénio de forma mais controlada, a diminui¢do de toxicidade e da
resisténcia as barreiras bioldgicas do corpo, como também, a capacidade de encapsular

varios epitopos, possibilitando a existéncia de vacinas multivalentes. 28892

No entanto, o numero de ensaios clinicos utilizando nanossistemas para a
formulagao de vacinas para administragdo intranasal ainda é limitado. Esta limitagao
estd associada principalmente a dificuldade de manter a integridade da nanovacina
durante todo o processo de formulagdo. Todas as caracteristicas dos nanossistemas
mencionadas anteriormente e a capacidade de induzir de uma resposta imune
apropriada sdo particularmente sensiveis as propriedades fisico-quimicas do prdprio
nanossistemas, dos ligantes, dos adjuvantes, das propriedades fisiolégicas do meio e da
poténcia do antigénio. Além disso, 0 mecanismo de intera¢do dos nanossistemas com
as células imunoldgicas, por vezes, parece pouco claro e precisa de ser melhor

compreendido a nivel molecular.%32

Diversos tipos de nanossistemas revelaram resultados promissores como sistemas
de entrega de vacinas contra infe¢des por virus respiratérios, particularmente contra o
virus influenza. Entre estes, nanoparticulas (nanocdpsulas e nanoesferas) poliméricas,
nanoparticulas lipidicas, lipossomas, micelas poliméricas, nanoparticulas metdlicas e
dendrimeros (Figura 7-1). O material usado para formular os nanossistemas deve ser
ndo reativo, biocompativel, estavel e deve fornecer a permeabilidade necessaria ao

antigénio.8%°0,68
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Figura 7-1- Diferentes tipos de nanosistemas [Adaptado de (90)]

De seguida serdo apresentados os tipos de nanossistemas com exemplos de

estudos relevantes para a entrega de vacinas contra o virus Influenza.

7.1. Base polimérica

7.1.1. Nanoparticulas

As nanoparticulas poliméricas sdo estruturas coloidais cujas dimensdes
compreendem o intervalo entre 10 e 1000 nm, em que a sua composicdo e modos de
preparacao condicionam a dois tipos de estruturas diferentes, as nanocdpsulas e
nanoesferas (Figura 7-2). Estas nanoparticulas poliméricas sdao distintas na sua
organizacdo estrutural que, consequentemente, condiciona o modo como veiculam os
antigénios. Por um lado, as nanocdpsulas constituem sistemas reservatérios onde é
possivel identificar um nucleo liquido diferenciado (de cardacter oleoso ou aquoso)
rodeado por uma membrana polimérica, na qual o antigénio pode encontrar-se
dissolvido no nucleo, adsorvido na superficie. Por outro lado, nanoesferas sdo sistemas
formados por matrizes poliméricas que ndo apresentam um nucleo diferenciado. Neste

tipo de nanoparticulas, os antigénios encontram-se frequentemente
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distribuidos/encapsulados de forma homogénea no interior da matriz, sendo libertados

por difus3o. 946

Nanocapsulas Nanoesferas
Membrana Matriz
Polimérica O 0O polimérica
O
o O
Nicleo O
oleoso 0_0

Antigénio Antigénio

Figura 7-2- Representagdo esquemdtica de estruturas poliméricas, Nanocdpsulas e Nanoesferas [Adaptado de (108)]

Atualmente, os sistemas poliméricos constituem excelentes opcoes de veiculacdo de
antigénios, pois possibilitam uma libertagdo mais controlada do antigénio através da
manipulacdo dos polimeros que as constituem, pela capacidade imunoestimuladora e
de adesiva, permitindo o aumento de tempo em contacto com a mucosa. Deve haver
uma selecdo criteriosa do polimero a utilizar, considerando a sua biocompatibilidade,
compatibilidade com o antigénio, velocidade de degradacdo e o custo de
producdo/obtencdo do polimero. Atualmente, as nanoparticulas com polimeros de
origem natural sdo considerados os sistemas de eleicdo para a administracdo de vacinas
em tamanho nanométrico, devido a flexibilidade e versatilidade desses biomateriais. Os
polimeros de origem natural comparativamente aos de origem sintética ou semi-
sintética, conferem elevada biocompatibilidade, facil excrecdo do organismo sem
apresentarem altos niveis de toxicidade. A producdo de respostas imunolégicas destas
nanoparticulas poliméricas pode ser potencializada pela adi¢cdo de adjuvantes, todavia

é necessario mais estudo para a evolugdo para ensaios clinicos. 6>°0,97-100

Estudos sobre a imunizacdo contra o virus Influenza destacaram o uso de
nanoparticulas de diversos polimeros, quitosano, PLGA (do inglés, lactic acid-co-glycolic

acid) e Y-PGA, 6597,101
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Quitosano

O quitosano é um polimero de origem natural, biodegradavel e atoxico que tem sido
bastante utilizado em sistemas para veicular antigénios/farmacos pela via nasal. Confere
principalmente propriedade mucoadesiva, proporcionando um maior contacto entre a
formulacdo e as células do epitélio. Para além disso, o quitosano possui a faculdade de
quebrar as tight-juntions (complexos de multiproteinas que selam a via paracelular) de
células do epitélio polarizadas, aumentando a acessibilidade das nanoparticulas com o

antigénio aos locais de indu¢do de imunidade.102-104

Dabaghian et al. estudou em ratinhos a potencialidade das nanoparticulas em induzir
imunidade contra M2, candidato a vacina universal contra o virus Influenza, por via nasal
e a importancia de ter um adjuvante. Durante este estudo ndo se utilizou nanoparticulas
de quitosano, devido ao facto de a pH fisioldgico alterar a solubilidade e carga do
quitosano. De modo a contornar tal problematica, usaram nanoparticulas com polimero
derivado do quitosano, N-trimetil quitosano (TMC), que é solivel numa ampla gama de
pH e tem uma carga mais positiva a pH neutro ou basico. O TMC consegue entdo superar
todas as caracteristicas do quitosano e ainda induzir a maturacdo das células dendriticas,
melhorando a resposta imune inata. 132 Adicionalmente, foi utilizada uma proteina de
choque térmico 70 (HSP70c) como adjuvante capaz de potencializar a resposta
citotdxica (produzir linfécitos T CD8+) e induzir INF-y contra o antigénio. Desta forma,
grupos de ratinhos sofreram imunizacdo via nasal com rd4M2e.HSP70c+ TMC,
r4aM2e.HSP70c, r4M2e+TMC, r4M2e livre e solugdo tampdo PBS, em que
posteriormente foram avaliadas as respostas imunes celulares e humorais especificas a
este antigénio, e concludentemente a eficacia protetora contra a estirpe A/ PR/8/34
(HIN1). Os resultados in vivo mostraram que a administracdo de nanoparticulas de
r4M2e.HSP70c+TMC surtiram um aumento significativo no nivel sérico de IgG, de IgA e
de producdo de citocinas (IFN-y e IL-4) comparativamente aos outros grupos. O
aumento dos niveis de anticorpos e de producao de citocinas também foi notdério apds
a infecdo com o virus Influenza, promovendo uma resposta imunitaria mais eficiente e

maior protecdo contra o virus (Figura 7-3).103105
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Figura 7-3- Determinagdo de (A) anti-M2 IgG (B) anti-M2 IgA (C) anti-M2 INF-y no fluido bronco- alveolar (BALF) antes e
4 dias apds a infecdo de Influenza [Adaptado de (103)]

Neste estudo também foi possivel verificar que em ambas as formulagdes com
nanoparticulas, rdM2e.HSP70+TMC e r4dM2e+TMC, mostraram um perfil de libertacao
do antigénio bastante similar e aceitavel, em que 65% da libertacdo do antigénio
ocorreu nas primeiras 12 horas, seguido de uma libertacdo moderada perfazendo 93%
apos as 100 horas (Figura 7-4). Contudo, concluiu- se que a imunidade protetora efetiva
contra o contra uma dose letal de 90% (LD90) do virus Influenza A/ PR/ 8/34 (HIN1) foi
conseguida apenas quando administraram em simultdneo, as nanoparticulas de TMC e
o adjuvante HPS70c. A administracdo nasal deste nanossistemas permitiu a inducao de
uma resposta imune contra M2, tanto celular como humoral, de longa duragdo e

40



Vacinagdo por via nasal através de nanosistemas no combate do virus Influenza

também a capacidade de atenuar a infe¢dao viral em compara¢do com os ratinhos
vacinados com r4M2e.HSP70s livre por via intramuscular. Este facto é possivel, pois o
anticorpo IgA especifico para a proteina M2 recentemente sintetizada nas células
epiteliais, interferem na replica¢do intracelular ou na montagem do virus, e portanto,

aliviam a infec3o viral.103
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Figura 7-4-Perfil de libertacdo de antigénio em nanoparticulas de TMC com e sem o adjuvante HPS70c [ Adaptado
de (103)]

Dhakal. et al. aplicou por via nasal as nanoparticulas de quitosano (CNPs) em suinos,
com o objetivo de potencializar a resposta imune sistémica e a producdo de anticorpos
na mucosa, proporcionando uma melhor imunidade protetora nos porcos. Para isso,
avaliaram as respostas imunes e a eficacia da protec¢do cruzada da vacina inativada com
antigénios da estirpe HIN2, encapsulada em nanoparticulas a base do polimero de
quitosano (CNPs-H1N2). Esta nanovacina foi administrada na quinta semana de idade
de todos os leitdes, vacinados ou do grupo de controlo, e o reforco na oitava semana de
idade. Posteriormente na décima semana de idade, todos os leitbes receberam 2 ml da
estirpe virulenta HIN1 (linhagem y). As amostras de sono foram retiradas nos dias 21 e
35 apds a vacinagao enquanto que as lavagens nasais foram recolhidas nos dias 0, 4 e 6
apos terem sindo expostos ao virus Influenza HIN1. Os leitGes que foram vacinados com
CNPs-H1N2 exibiram resposta na producdo de anticorpos séricos IgG e a presenca de
anticorpos IgA secretados na mucosa em zaragatoas nasais. Antes da exposicdao dos

leitdes ao virus Influenza HIN1, verificou-se um aumento da presenca de linfécitos T
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citotdxicos, na proliferagao linfocitaria especifica ao antigénio e da secrecao de IFN-y
nos leitdes em que foram administrados CNPs-H1N2, em compara¢dao com o grupo
controlo, administrado com a vacina soluvel. Os resultados desta experiéncia
verificaram que os leitdes vacinados com CNP-HIN2 apresentaram uma menor
severidade, ao nivel macroscépico e microscépico, em lesdes do trato respiratorio
associadas ao virus Influenza. E importante frisar que o indice infecioso recolhidos nos
dias 4 e 6 apds o desafio foram significativamente reduzidos nos leitdes em que foi
administrado CNP-H1N2, contudo tais resultados ndo foram concordantes nem nos
leitdes em que foi administrada a vacina solivel nem no grupo controlo. Além disso, foi
ainda observado um aumento na producdo de células de meméria e na secre¢do de IFN-
y nos linfonodos, mas acima de tudo, foi verificada uma forte resposta imunolégica na
mucosa, pela presenca de anticorpos IgA, o que permitiu uma proteg¢do cruzada no trato
respiratdrio, resultando numa reducdo da propagacado viral da cavidade nasal para as
restantes cavidades do sistema respiratério dos porcos. Desta forma, os resultados
deste estudo também defendem a utilizacdo de nanoparticulas de quitosano como
sistema de veiculacdo de antigénios para produzir a vacina contra o virus Influenza. A
nanovacina da gripe a base de quitosano é considerada como candidata ideal para uso
em suinos, considerando-se o porco como um potencial modelo animal para se

prosseguir para os testes pré-clinicos.'3?

Estudo clinico realizado por /llum et al. avaliaram em seres humanos a vacina nasal a
base de nanoparticulas de quitosano na dose de 7,5 ug e 15 pg de H. Grupos de 20
voluntarios sauddveis foram imunizados duas vezes por via nasal, em que os resultados
obtidos foram comparados com os de uma Unica imunizagao via intramuscular da vacina
trivalente. O soro foi recolhido antes da primeira imunizacao, aos 26 dias apds a primeira
imunizacdo e depois aos 28,56 e 98 dias apds o reforco. A amostra da lavagem nasal foi
recolhida antes da primeira imunizagao, aos 26 dias apds a primeira imunizacao e depois
aos 14, 28 e 98 dias apds o reforco. Os resultados apresentados na tabela 7-1 indicaram
que 40% dos individuos a que foi administrada a formulagao por via nasal obteve um
aumento bastante significativo nos valores relativos a inibicdo da hemaglutinacdao com
a segunda imunizagdo em comparagdo com os valores obtidos com apenas uma

imunizacdo. Estes mostraram-se idénticos para as trés estirpes de Influenza indicando
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que a vacina induz uma resposta imune eficaz. Quando administrado a mesma dosagem,
ambas as vias de administracdo mostraram resposta eficaz contra o antigénio (valores
superiores a 40), como também se obteve um nimero semelhante de voluntarios (70%)
que apresentaram niveis de protecdo. Para além disso, os individuos mostraram
tolerabilidade a formulacdo de nanoparticulas de quitosano, considerando-se um

candidato promissor a formulacdo de vacinas contra Influenza.%

Tabela 7-1- Eficdcia da formulagdo com nanoparticulas de quitosano contra o virus Influenza A/Sydney em estudo
clinico em humanos [ Adaptado de (106 )]

Dias de Inibicao da hemaglutinagdo eficaz contra A/Sydney

estudo (% de individuos responsivos)

Administracdo nasal | Administracdo nasal | Administracao

de 7,5 ugdeH de 15 ugde H intramuscular de 15 yg de H
0 12 imunizagao 12 imunizagao -
26 13 38 -
28 22 imunizagao 22 imunizagao 12 imunizacao
56 17 52 65
84 26 57 59
126 22 57 62
PLGA

Paralelamente, a inducdo de imunidade e efetividade da entrega do antigénio virus
Influenza também foi testada em nanoesferas de PLGA por administracdo nasal em
ratinhos. PLGA é um polimero sintético, biodegradavel e biocompativel aprovado pela
Food and Drug Administration (FDA) e pela Agéncia Europeia do Medicamento (EMA)
para o uso seguro em seres humanos. Devido as suas propriedades mucoadesivas, esta
nanoparticula polimérica comprovou a eficacia no transporte do virus Influenza. Deste

modo, as nanoparticulas de PLGA promovem uma maior eficiéncia na internaliza¢dao do
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antigénio pelas APCs, facilitando o processamento e a apresentacdo deste ao

MALT 68,99,100,107

No estudo de Maryam et al. avaliou-se a potencialidade das nanoesferas de PLGA a
encapsular o antigénio do virus Influenza, com a ajuda de co-adjuvantes, a saponina
Quillaia ou o oligodesoxinucleiétido CpG. A producdo destas nanoparticulas tem como
intuito o desenvolvimento de vacinas por via nasal. Neste estudo foram estudadas
propriedades morfoldgicas e fisico-quimicas das nanoesferas a partir de métodos de
miscroscopia eletrénica de varrimento (SEM), determinacdo do potencial zeta, a
eficiéncia de encapsulacdo e o perfil de libertacdo. A Tabela 7-2 sumariza os resultados
obtidos, onde é possivel verificar um valor aproximado de -31 mV de potencial zeta,
comprovando que a veiculacdo de antigénios por nanoesferas de PLGA é estdvel,
podendo ser mantida em armazenamento por longos periodos de tempo. Estes dados
também sdo indicativos de uma eficiente encapsulacdo do antigénio, conduzindo a
producdo de uma formulacdo adequada. Relativamente ao perfil de libertacdo dos
compostos das nanoesferas de PLGA in vitro, foram libertados nos primeiros 90 minutos,
48% do antigénio, 44% do CpG e 35% da saponina Quillaia. Comparando os adjuvantes,
o CpG mostrou um perfil de libertacdo mais elevado, tendo um papel mais significativo
na indugdo da resposta imunoldgica humoral e celular, relativamente a saponina de
Quillaia. Para além disso, o facto do seu perfil de libertagao ser semelhante ao do préprio
virus Influenza, este é considerado o co-adjuvante mais adequado para a administracao
Figura 7-5. A libertagao acentuada nos primeiros 90 minutos deve-se a possivel clivagem
da matriz da nanoesfera de PLGA, corroborando com o facto de que estas sofrem uma

rapida metabolizac3o.%%100,107

Tabela 7-2- Resultados do potencial zeta e eficdcia de encapsulagdo das diferentes nanoesferas de PLGA [Adaptado

de (99)]
Nanoesferas de PLGA Potencial zeta (mV) Eficiéncia de encapsulagao (%)
Contendo antigénio -31+4 80,3+6,08
Contendo saponina Quillaia ND 62,67%+2,57
Contendo CpG ND 31,55+1,38
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Figura 7-5- Perfil de libertagcdo do antigénio do virus Influenza, e dos adjuvntes CpG e Quillaia das nanoesferas de
PLGA numa solugdo de PBS a 37°C in vitro [Adaptado de (99)]

Para melhorar a eficdcia das nanoparticulas de PLGA como sistema de entrega de
antigénio, Tamiru Negash et al. submeteram as nanoparticulas de PLGA a uma
modificacdo de superficie. Numa das preparacdes revestiram as nanoparticulas de PLGA
com polimeros de quitosano, fornecendo um potencial de superficie positivo (+31 mV)
as particulas, objetivando facilitar a interacdo destas com o muco pela maior
permanéncia da formulacdo na superficie mucosa. O grupo das nanoparticulas que ndo
sofreram qualquer modificacdo na superficie apresentavam um didmetro inferior,
relativamente ao didmetro de 819 nm das nanoparticulas de PLGA revestidas com
guitosano. Este estudo foi aplicado em galinhas, em que se administrou por via nasal
antigénios do virus influenza aviario (H4N6) encapsulados em dois tipos de formula¢des
diferentes (NPpca+CPG, quitosano-NPpiga). Estas formulagbes foram também
comparadas com a administracdao nasal de virus Influenza avidrio inativado. Pelos
resultados foi possivel verificar que na quarta semana apds a imunizac¢ao, as induziram
quitosano-NPpiga maior quantidade de anticorpos inibidores da hemaglutinacao
comparativamente as formula¢des NPpca+CPG e a do virus inativado (Figura 7-6A). A

partir da terceira semana apds a imunizagdo, a formulagao quitosano-NPp s apresentou
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maiores quantidades de anticorpos IgG séricos (O.D de 1,6) e de anticorpos IgA (O.D de

1,2) comparativamente aos outros dois grupos (Figura 7-6B e C). 100,108,109
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Figura 7-6- Representagdo dos niveis séricos de anticorpos IH (A), de IgG (B) e de IgA (C) induzidos por administragdo
nasal de nanoparticulas de PLGA encapsulando virus Influenza avidrio ou pela administragdo do virus Influenza avidrio
inativado inteiro. [Adaptado de (100)]

Portanto, com base nos resultados apresentados, as galinhas foram capazes de
induzir respostas mediadas por anticorpos tanto ao nivel sistémico como da mucosa,
conferindo imunogenicidade ao antigénio de Influenza aviaria encapsulado em
nanoparticulas de PLGA. Apesar das subclasses do anticorpo IgG ndo terem sido

determinados nas galinhas, a aplicagdo de nanoparticulas na administracdao nasal
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potencializou a entrega do antigénio dos virus Influenza. Contudo, ainda é necessario
estudos que determinem se a quantidade de anticorpos produzida é suficiente para a

protecdo contra os virus Influenza de origem aviaria.®>100.107

Em conclusdo, todos os estudos apresentados com nanoparticulas, sejam elas
compostas por TMC ou de PLGA, indicaram que a indu¢dao de imunidade protetora
contra o virus Influenza foi resultado da cooperacdo entre nanoparticulas poliméricas e
de adjuvantes administrados, HSP70c, saponina Quillaia ou oligodesoxinucleétido CpG

que conferem propriedades imunoesmulatérias as formulagdes. 29103

7.1.2. Micelas

Por vezes, polimeros hidréfilicos quando estdo presentes em agua agregam-se de
forma espontanea de modo a minimizar o contacto da parte hidrofébica com esta. O
tipo de forma que esta molécula se costuma agregar depende da sua estrutura inicial,
da sua concentragao assim como de outros fatores como a pressao e a temperatura. O
processo de auto-rearranjo mais simples sdo as micelas, compostos estes formados por
surfactantes (agentes ativos de superficie) quando a sua concentragao estad acima da
concentragao micelar critica. A parte hidrofilica do surfactante fica em contacto com o
solvente enquanto que a hidrofébica fica no interior da micela. Este processo natural e
espontaneo dos polimeros anfifilicos se agruparem permite o transporte de antigénios
pouco soluveis em agua no seu interior. As interagdes podem ser feitas a partir de
ligagdes ndo especificas ou covalentes com o dominio hidrofébico do polimero ou entao,
para moléculas hidrofilicas que possuem carga (como acidos nucleicos, péptidos e

proteinas) por meio de interacdes eletrostéticas com a carga oposta do polimero.108110

Young-Woock et al. utilizaram nanomicelas de 20 nm a base do polimero y-PGA (do
inglés, gama-polyglutamic acid), para obterem um sistema de entrega de antigénio
mucoadesivo. Neste estudo o y-PGA foi conjugado com grupos hidrofébicos de
colesterol, que ao sofrerem um auto-rearranjo formaram nanomicelas. Apresar do

polimero y-PGA ser anidnico, é a repulsdo eletrostatica entre os grupos funcionais do y-
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PGA (grupos carboxilicos), decorrente do pH 6,0 -6,5 da mucosa nasal, que torna mais
suscetivel a interacdo secundaria dos grupos carboxilicos com as glicoproteinas da
mucosa. Para além do caracter mucoadesivo dos grupos carboxilicos das nanomicelas
de y-PGA, a introdug¢do de grupos amina a este nanossistemas induz uma interagao mais
forte com a camada celular epitelial de indole anidnica, resultando numa maior
resisténcia dos antigénios na camada mucosa como também permitiram uma libertacao
prolongada e controlada dos antigénios a camada celular epitelial (Figura 7-7).
Subsequentemente a adigdao dos grupos aminas, o potencial zeta das nanomicelas de y-

PGA sofreu uma alteracdo de -65,35 para 36,43 mV. &
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Figura 7-7- Imunizagdo por mucosa baseada em micelas de polimeros. Os grupos carboxi podem atuar como um
mucoadesivo na presenga de glicoproteinas da camada de muco (circulo vermelho). Enquanto que as porgées de
amina podem interagir com a camada de celulas epiteliais de indole anionico (circulo azul) [Adaptado de (83)]

Para testar a eficacia das nanomicelas de y-PGA como sistema de transporte, os
autores encapsularam o PR8, um antigénio do virus Influenza inativado da estirpe
A/PuertoRico/8/34 (HIN1). Estaformula¢do foi administrada por via nasal em ratinhos,
em que os resultados foram comparados a ratinhos submetidos administra¢do nasal do
antigénio livre. Comprovou-se que nos ratos imunizados com as micelas foram induzidos
altos niveis de IgG especifico para o antigénio PR8 no soro, 28,6 vezes mais elevados que
na formulacdo de PR8 livre, assim como niveis elevados de anticorpos IgA especificos
para o antigénio PR8 presentes em lavagens nasais, 27,6 vezes superiores aos anticorpos
encontrados nos ratos imunizados somente com o antigénio livre. Deste modo, os

resultados sugerem que a co-entrega do antigeno PR8 através de nanomicelas y-PGA
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induziu uma resposta imune humoral abundante especifica de PR8 (Figura 7-8A e B). A
administracdo de nanomicelas também estimulou a secrecdo de IFN-y e a inibicdo de
hemaglutinacdo (bloqueio da capacidade do virus em aglutinar glébulos vermelhos com

anticorpos especificos).®3
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Nivel de anticorpo IgG Nivel de anticorpo IgA
(log2) (log2)

Figura 7-8- Resposta imune especifica contra PR8 do virus Influenza em ratinhos vacinados por via nasal com 1-PBS;
2- Antigénio PR8 isolado (20mg); 3- PR8 em nanomicela y-PGA (10 mg); 4- PR8 em nanomicela y-PGA (100 mg). O
grdfico (A) corresponde aos valores relativos aos anticorpos igG no sono e o grdfico (B) aos anticorpos IgA recolhidos
da lavagem nasal [Adaptado de (83)]

Como os ratinhos imunizados com nanomicelas de y-PGA demonstraram uma
resposta imune celular e humoral robusta, os investigadores estudaram a imunidade
protetora contra uma dose letal de infecdo do virus Influenza A/PuertoRico/8/34
(HIN1). Resultados apresentados na Figura 7-9 comprovam que a imunizacdo com este
nanossistemas apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 100% durante o estudo, sem
qgualquer nivel de toxicidade ou inflamag¢dao na mucosa nasal. Enquanto que os ratinhos
imunizados apenas com o virus PR8 apresentaram uma taxa de sobrevivéncia de 50%

no dia 14 e perderam mais de 10% do seu peso corporal.®?
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Figura 7-9- Taxa de sobrevivéncia dos ratinhos imunizados com diferentes formulagées apds exposicdo do virus
Influenza A/PuertoRico/8/34 (HIN1) [Adaptado (83)]

Embora os niveis de imunidade humoral e celular terem sido observados mais
elevados na administragao de 100mg de nanomicelas, bastou a administragdo de 10mg
de nanomicelas de y-PGA para aumentar a taxa de sobrevivéncia contra uma infecao
letal. Os resultados descritos foram considerados significativos pois houve uma melhoria
na resposta do anticorpo quando este ndo é muito imunogénico assim como a
estimulacdo da resposta imune celular, que é igualmente importante na protecdo contra
agentes patogénicos. Desta forma, futuramente, as nanomicelas podem constituir
futuras vacinas de administracdo nasal, em que é necessario obter uma vacina “em
massa” ao qual a populacdo é imune. Apesar de apresentarem estas vantagens, ndo
existem muitos estudos na administracao nasal destes sistemas, devido a possibilidade
de destabilizacdao por diluicdo em contacto com fluidos bioldgicos, o que pode resultar

na libertacdo imediata do antigénio encapsulado. 83108111

7.2. Nanoparticulas inorganicas

As nanoparticulas inorganicas possuem uma estrutura nao flexivel de dimensdes
entre 5 a 40 nm, sendo vantajosos devido a sua maior eficdcia terapéutica,

biodistribuicdo e farmacocinética. Entre as nanoparticulas inorganicas, destacam-se
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para a vacina¢do nasal as nanoparticulas de ouro (AuNPs). As AuNPs s3ao particulas
inertes, ndo tdxicas, constituidas por uma parte central de 4tomos de ouro e por uma
superficie que pode ser funcionalizada através da adi¢ao de grupos tiol, controlando a
estabilidade e a solubilidade das particulas. Esta caracteristica também permite que as
AuNPs sejam reconhecidas por macrofagos e células dendriticas, induzindo a ativacado

imunolégica.®1112.113

Estudos desenvolvidos por Tao et al. consideraram a utilizagao de uma proteina
integrante (M2) da superficie do virus como alvo para a vacina contra o virus Influenza.
Como esta proteina se encontra em baixa concentragdo na superficie do virus, apresenta
uma baixa imunogenicidade, pelo que é necessario a utilizacdo de nanoparticulas para
colmatar esta adversidade. Para garantir que toda a superficie da nanoparticula de ouro
é coberta pelo antigénio, optaram por adicionar uma quantidade excessiva de M2 a
formulacdo, estando parte do M2 imobilizado e outra parte soldvel (Figura 7-10). A
guantidade de M2e que se encontra livre na formulacdo é um fator fulcral no aumento
de anticorpos séricos IgG especificos anti-M2. O estudo sugere que as nanoparticulas
devem ter uma combinagao na dose correta de antigeno sollvel e antigeno imobilizado,

como é possivel verificar na imagem seguinte. 9113114

Soluble M2e MZ2e immobilized
on AuNPs

AuNP — M2e =~ Soluble CpG

Figura 7-10- Esquema da formulagdo da vacina que tem trés constituintes, M2, AuNP e o adjuvante CpG, dos quais o
M2 estd presente tanto na forma imobilizada como soluvel, ao contrario do adjuvante que apenas se encontra na
forma soluvel. [Adaptado de (91)]
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Nestes estudos testaram a resposta imunitaria da vacina em ratos de modo a avaliar
a longevidade e eficdcia da imunidade gerada pela administracdo intranasal. As
nanoparticulas de ouro com a proteina M2 imobilizada conseguiu difundir-se nos
ganglios linfaticos, desencadeando resposta imune a nivel citotdxico como também na
producdo de anticorpos IgG anti M2 (com estimulacdo das subclasses IgG1 e IgG2a). Esta
estratégia de imunizacdo apresentou uma protecdo durante oito meses contra a infecao
pelas estirpes A/Califérnia/04/2009 (H1IN1) pdm, A/Victoria/3/75 (H3N2) e A/ Vietman/
1203/ 2004 (H5N1).91113-115

Determinou-se que nem o tamanho da particula de ouro, nem a sua administracao
proporcionaram qualquer risco de seguranga neste tipo de nanossistemas.
Nomeadamente, os ratos ndo apresentaram sinais de doenca, perda de peso ou pelo,
inatividade ou rubor indicativo de possivel inflamagao. Contudo é necessdrio comprovar
a biodisponibilidade destas particulas em humanos, estudos esses que se encontram em

progresso.’1,116117

Este estudo foi duplicado pelo mesmo autor, alterando o uso de nanoparticulas de
ouro para nanoparticulas de silica. Tal como os resultados obtidos no estudo com
nanoparticulas de ouro, verificou-se um aumento na indu¢do de imunidade, contudo
menos significativa. Isto deve-se ao facto das nanoparticulas de silicas serem menos
eficazes na encapsulacdo comparativamente as nanoparticula de ouro, que apresentam

uma taxa de absorgdo do antigénio M2e de 19,9% e 7,2%, respetivamente.92

Um aspeto importante da produgdo destas formulacdes é a facilidade que os
constituintes das nanoparticulas de ouro, silica tém de ser sintetizados e em grandes
guantidades, o que possibilita uma adaptacdo continua da formulacdo de acordo com
as mudangas antigénicas que o virus Influenza sofre. No entanto, é fundamental o
desenvolvimento de mais estudos, sobretudo a nivel clinico, para estes sistemas serem
considerados perfeitamente seguros pela via nasal. Permanece, no entanto, incognito o
seu mecanismo de acao, dados relativamente a sua biodegradacao, vias de excrec¢ao e

também niveis de toxicidade a longo prazo. 9112118
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7.3.  Particulas Virus-Like

As nanoparticulas virias também designadas por VLP (do inglés, virus-like particle),
sdo sistemas dindmicos de automontagem, de 20- 100 nm de didmetro, que apresentam
repeticdes de proteinas funcionais na sua superficie sem qualquer caracter infecioso. E
importante ressalvar que estas proteinas funcionais sdo responsaveis pela capacidade
de fagocitose pelas APCs, garantindo uma entrada eficiente nas células e,
consequentemente, um direcionamento especifico para NALT. As VLPs poderem ser
aplicadas em vacinagdao como sistemas de entrega de antigénio, capazes de interagir
com o sistema imunoldgico, proporcionando respostas imunes potentes com um perfil
de seguranca adequado, constituindo assim uma alternativa segura para as vacinas de
virus inativados. Para além disso, estas estruturas sdo nanossistemas estaveis com a
possibilidade de serem produzidas sinteticamente em grande quantidade num curto
espaco de tempo (Figura 7-11). Estes nanossistemas sdo vantajosos relativamente aos
nanossistemas sintéticos por causa da sua biocompatibilidade e biodegradabilidade,
sendo preferivel a utilizacdo de nanoparticulas que derivam de virus de plantas e
bacteriéfagos, dada a menor propensio de serem patogénicas em seres humanos e de

desencadearem efeitos adversos.®&12>-127
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Figura 7-11- Estrutura e composigdo do VLP. As VLPs do virus Influenza podem compreender até quatro proteinas
estruturais H ( azul), N ( vermelho), M2 ( verde) e M1 ( cinzento) [Adaptado de (127)]
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As VLPs, ao contrario dos nanossistemas anteriormente mencionados, ndo sdo
formuladas por técnicas farmacéuticas, mas sim através de tecnologia recombinante in
vitro. A producdo destes nanossistemas tém como intuito o desenvolvimento de vacinas
considerando a imprevisibilidade da evolugao do virus, oferecendo uma protecao para

varias estirpes de Influenza.'®

Estudos de Lee et al. investigaram os efeitos protetores contra o virus Influenza
administrando VLPs com a proteina M2 na sua superficie (VLP M2e5x) por via intranasal
em 10 ratinhos BALB. O processo de imunizacdo durante esta experiéncia consistiu em
dois momentos intervalados de 4 semanas. Resultados demonstraram baixos niveis de
anticorpos especificos anti-M2 na primeira imunizacdo, contudo estes niveis sofreram
um aumento significativo depois da imunizacdo ser reforcada (Figura 7-12A). A
vacinagdo com M2e5x VLP resultou na producgdao de anticorpos IgG2a e IgGl, que

sugerem ainducdo de respostas imunes celulares e humorais especificas anti-M2 (Figura

7-12B).128
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Figura 7-12--(A) IgG especifico para M2. Os soros imunoldgicos foram diluidos em serie e os niveis de IgG contra o
péptido M2 foram analisados por ELISA. (B) Isdtipos de anticorpos IgG especificos para M2 foram determinados em
ratinhos [Adaptado de (128)]

De seguida, os ratinhos vacinados com M2e5x VLP foram expostos ao virus Influenza
de estirpe A/Philippines/2/1982 ou A/ Vietman/ (rgH5N1) 6 semanas apods o reforco. No
terceiro dia apds a exposicdo, a carga viral pulmonar nos ratinhos imunizados com

M2e5x VLP revelaram uma diminui¢ao de 14 vezes em comparagao com os ratinhos nao
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imunizados. Este decréscimo tornou-se mais notdrio ao fim do sexto dia, onde a carga

viral sofreu uma diminuicdo de 76 vezes nos ratinhos imunizados (Figura 7-13).12812°
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Figura 7-13- Carga viral pulmonar a 3 e 6 d.a.i ( dias apds a infecdo) com a estirpe A/Vietnam/ (rgH5N1) 3 x a LD50
[Adaptado de (125)]

A utilizacdo de VLPs como sistema de entrega de antigénio provocou a indugdo, tanto
a nivel da mucosa como sistémico, de anticorpos especificos para M2. Observou-se
niveis elevados de anticorpos 1gG e IgA nos ratinhos imunizados antes e apds serem

expostos aos virus A/ Vietman/ (rgH5N1) (Fig 7-14A e B).1%8
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Figura 7-14- (A) Anticorpos IgG especificos para M2 no fluido broncoalveolar nos 0,3 e 6 dias apds a infegdo (B)
Anticorpos IgA especificos para M2 nos 0, 3 e 6 dias apds a infe¢do [Adaptado de (128)]
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Do mesmo modo, Mi et al. utilizaram nanoparticulas derivadas de Escherichia coli
(rHF) que apresentam a proteina M2 na sua superficie para estudar a inducdo de
respostas imunes na mucosa através da vacinacdo intranasal. Neste estudo comparou-
se a indugdo de anticorpos especificos para M2 em ratinhos que se administrou PBS,
3M2e, nanoparticulas rHF e nanoparticulas de 3M2e-rHF. Os anticorpos foram
recolhidos de lavagens nasais, quatro semanas apés a imunizacdo final e quatro dias
depois de os ratinhos serem expostos a A/PR/8, e posteriormente submetidos a ELISA
(teste imunoenzimatico que permite a detecdo de anticorpos especificos). Verificaram-
se niveis de IgA e IgG na mucosa nasal do grupo de ratinhos imunizados com 3M2e-rHF,
pré e poés-infecao, significativamente maiores que nos restantes grupos (Figura 7-15A e
B). Assim, estes resultados sugerem que a vacinagao intranasal com nanoparticulas de
3M2e-rHF induz fortes respostas imunes na mucosa. Adicionalmente neste estudo, os
efeitos imunoldgicos e a eficdcia protetora das nanoparticulas 3M2e-rHF foram
avaliadas através de diferentes vias de administracao, intramuscular e intranasal. Como
é possivel verificar na Figura 7-15C, os niveis séricos dos anticorpos IgG especificos para
M2 induzidos por via intramuscular foram igualmente elevados aos niveis alcancados
pela administracdo intranasal. Contudo a eficdcia protetora das nanoparticulas de
3M2e-rHf administradas por via intramuscular revelou-se significativamente mais fraca

devido ao fraco poder indutivo de anticorpos IgA na mucosa nasal.*3°
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Figura 7-15- Comparagdo da prodgdo de anticorpos IgG e IgA entre diferentes formulagées e vias de administragdo
(A) Indugdo do anticorpo IgA especifico para M2 pelos sistemas 3M2e-rFH, 3M2e, rHF e PBS. (B) Indugdo do anticorpo
1gG especifico para M2 pelos sistemas 3M2e-rHF, 3M2e, rHF e PBS. (C) Indugdo de Anticorpos IgG e suas subclasses (
1gG1 e IgG2a) pelo sistema 3M2e-rFH administrado pela via nasal (n) e intramuscular (i.m) [Adaptado de (130)]

Resultados obtidos dos estudos de Lee et al., Mi et al. e Min-Chul et al. mostraram
gue a vacinagdo por via intranasal com VLPs de 3M2e-rHF e M2e5x-VLP induz a
producdo de anticorpos IgG e IgA especificos para M2, tanto na mucosa como a nivel
sistémico. Para alem disso, verificaram que os anticorpos IgA induzidos tém a
capacidade de se ligarem as proteinas M2 do virus que sofreram mutacGes (Figura 7-
16). Estes resultados sugerem que a administracdo dos nanossistemas em questdo por

via intranasal conferem protecao cruzada eficaz contra diversos subtipos do virus

Influenza.125130.131
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Figura 7-16- Teste de ligagdo entre o anticorpo IgA presente nas lavagens nasais dos ratinhos imunizados com 3M2e-
rFH pela via intranasal com os péptidos M2 de diversos subtipos do virus Influenza [Adaptado de (130)]
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7.4. LimitacOes

Embora os estudos descritos anteriormente apresentem resultados promissores para
novas formulagdes de vacinas contra a gripe, existe alguma falta de conhecimento e
preocupacdo por parte da comunidade cientifica. Primeiramente é destacado o
manuseamento dificil e complexo dos materiais de escala nanométrica, devido as forcas
e interacdes que podem ocorrer e afetar a utilidade dos produtos, a possivel auséncia
de compatibilidade desses biomateriais, assim como aplica¢do dificil dos métodos de

produc3o de nanossistemas a escala industrial.*3’

Por vezes, a performance dos nanossistemas administrados pela via nasal encontra-
se condicionada, apresentando baixa capacidade de atravessar a membrana da mucosa,
uma rapida depuracdo dos tecidos da cavidade nasal e uma falta de variedade de
adjuvantes compativeis com o organismo humano.®® O tempo de permanéncia da
formulacdo no organismo tem que ser suficiente para permitir a biodisponibilidade do
antigénio e consequentemente, uma maior eficacia terapéutica, contudo ndo pode ser
excessivo, pois a acumulagdo de niveis téxicos de nanomateriais pode provocar
consequéncias a saude a longo prazo. Importa salientar que os efeitos tdxicos podem
estar associados aos nanomaterias, podendo ndo apresentar nenhuma manifestacao,
ao contrario do que ocorre na generalidade dos efeitos toxicos causados por macro
materiais. Alguns investigadores concluiram que a utilizagdo de nanomaterias na
vacinagao contra o virus Influenza pode causar danos mitocondriais, aumento ou

diminuic3o da agregacdo plaquetdria, ou até alteracdes cardiovasculares.'3%13°

Apesar de haver uma grande variedade de compostos que podem ser utilizados na
preparacao destes sistemas de veiculagdo de antigénio, é necessdria uma sele¢ao
criteriosa. E fundamental eleger a formulacdo que proporciona a melhor resposta
imunolégica possivel aos antigénios e adjuvantes, uma vez que esta eleicdo é
influenciada pelas préprias carateristicas do sistema, a estabilidade do antigénio
encapsulado, a toxicidade no organismo, como também, pela técnica e custo de
producdo dos nanossistemas comparado com as vacinas convencionais. Deste modo, a
escolha do material do nanossistemas que vai encapsular o antigénio é um dos principais

fatores de preocupagdo na sua administragdo pela mucosa nasal, impactando a eficacia
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clinica. Geralmente, as particulas devem ser produzidas a partir de materiais nao
reativos, biocompativeis, estdvel e capaz de encapsular com eficiéncia uma quantidade

exata de antigénio que potencie a imunizacdo contra a gripe pela cavidade nasal.34119.140

O numero reduzido de ensaios clinicos realizados ou em curso resulta da dificuldade
em controlar a reprodutibilidade da vacina e respetivo sistema transportador, bem
como, da falta de estabilidade durante as etapas de producdo e armazenamento. Para
além destes inconvenientes, a escolha do modelo animal mais adequado para os
estudos pré-clinicos em humanos também foi referida como obstaculo ao sucesso da
imunizagdo por via nasal contra a gripe em humanos. E importante que o animal
utilizado tenha vias aéreas similares aos humanos, fator essencial para uma melhor
avaliagao da eficacia e seguranga dos sistemas de transporte de antigénio, para a
previsdo da dose ideal para a administracao por via nasal e de modo a facilitar a previsao

do desenvolvimento de alergias ou doencas respiratdrias.14%:142

Para que estes estudos sejam efetuados em seres humanos, a relagdo risco- beneficio
tem de ser favoravel para o sujeito, antes de ser ponderada para a sociedade em geral.
Para minimizar o risco do paciente sdo tomadas algumas precaucées, como a utilizacdo
de um modelo humano somente quando a pergunta e o objetivo do estudo nao se
consigam solucionar em modelos animais ou em técnicas in vivo, assim como, deve ser
facultada terapia antiviral disponivel no mercado, oseltamivir ou peramivir, caso o
participante desenvolva infecdo grave contra o virus Influenza durante o desafio
experimental. Para que o desafio experimental em humanos contra Influenza se
mantenha com integridade ética e possa ser implementado, devem ser tomados em

consideracdo os critérios descritos na tabela seguinte (Tabela 7-3).146:147
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Tabela 7-3- Consideragdes éticas no desenho de um modelo de vacina para o combate do virus Influenza (Adaptado
de (147)]

Consideragoes éticas no desenho de um modelo de uma vacina para o combate do

virus Influenza

e Selecdo da estirpe e dose apropriada do antigénio de Influenza para alcancar
a doencga de modo leve ou moderado;

e Critérios de inclusdo e exclusdo de participantes saudaveis com
comorbilidades minimas;

e Revisdo completa do estudo proposto por uma comissao de ética;

e Selecdo de parametros clinicos e microbioldgicos adequados para minimizar o
risco para os participantes;

e Realiza¢do de provas de diminuicdao da infecciosidade (virus detetavel por
testes moleculares) apos a alta do participante para eliminar as possibilidades
de este transmitir o virus a popula¢do em geral;

e Acompanhamento clinico e avaliacdo adequada quando ocorrem efeitos
adversos decorrentes da infecao pelo virus Influenza;

e |InstalagOes e equipas treinadas para garantir a monitoriza¢dao cuidadosa dos
participantes;

e Assinatura e compreensdo do consentimento informado por parte do

participante e uma compensagao justa.

Uma limitagao da utilizagdo do modelo humano é o requisito de ter voluntarios
sauddveis sem comorbidades significativas. Como mencionado acima, devem ser
recrutados voluntarios saudaveis, a fim de reduzir o risco geral e as complicacdes para
o individuo. No entanto, torna-se uma limitagao a compreensao da patogénese do virus
Influenza e do desempenho da vacina em populacdes de alto risco que tém maior
probabilidade de contrair infe¢cdes graves, como os muito jovens e idosos,
imunocomprometidos e aqueles com comorbidades. Outra limitacdo inerente a este
modelo é o objetivo, produzir apenas uma infecdo leve a moderada do virus, e ndo
doenca grave. Pelo que, a eficdcia de novas vacinas deveria ser testada na populacdo

que sofre de doencas graves, contudo tal ndo é possivel por razdes éticas.'*’
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No entanto, apesar dos artigos apresentarem resultados promissores, é também
necessario ter em conta que os resultados sao baseados em modelos experimentais in
vitro ou in vivo em modelos animais e que por vezes existem varia¢gdes nas condicdes
em que se realizam os ensaios (métodos de prepara¢dao, materiais de diversas origens,
polimeros e antigénios com diferentes propriedades), pelo que a extrapolacdo destes
resultados para modelos humanos deve ser feita com o rigor que a investigagdo exige.
De fato, a aplicacao clinica de nanossistemas nesta drea ainda se encontra numa fase de
desenvolvimento inicial, onde a compreensdo da interagdo entre nanossistemas e
processos bioldgicos é crucial para o desenvolvimento de formulacdes eficazes que
garantam perfil farmacocinético, farmacodinamico e de seguranca adequado. Desta
forma urge a necessidade de realizar ensaios com voluntdrios humanos para validar a
eficacia desta tecnologia, e a0 mesmo tempo tentar padronizar os protocolos
experimentais. Estes protocolos experimentais tém que ter em consideragao os custos
das matérias-primas e técnicas a utilizar, pois ao serem demasiado elevados, tornam-se
formulagGes bastante dispendiosas e consequentemente inacessiveis a maioria da

populagﬁo 139,141-143

Adicionalmente, tal como acontece com outros produtos farmacéuticos que contém
nanossistemas, estes também devem ser submetidos a uma regulamentac¢do adequada
para que haja seguranga nos procedimentos efetuados, e consequentemente, obter
resultados clinicos confidveis. Questées de seguranca e de ambientalismo tem ganho
mais atencdo em virtude do aumento da investigacdo de nanossistemas para esta
finalidade, pelo que é imperativo a continua investigacdo em nanossistemas, para que
sejam aceites como método alternativo de vacinas de aplicacdo nasal contra o virus

Influenza, e posteriormente licenciamento para uso humano.137/141,143-145
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8. Conclusdo

A vacinacdo conta Influenza é a estratégia mais eficaz e segura de protecdo do
individuo e consequentemente de uma epidemia na comunidade. Por isso é
fundamental a continuagao de investigagdes alternativas que melhorem a intensidade

e a duragdo da imunizacdo contra as imprevisibilidades antigénicas do virus.

Como o sistema respiratorio é a via de invasdo principal deste agente patogénico, a
comunidade cientifica considerou prudente e fulcral a geracdo tanto de uma imunidade
local como a imunidade sistémica. Além disso, a imunizacdo por mucosas, neste caso a
via nasal, pode representar uma alternativa promissora para as vacinas de
administragdo intramuscular, por ser uma via menos invasiva e consequentemente de
mais facil adesdo por parte da populacdo. Vdrias vantagens favorecem a utilizacdo desta
via, como por exemplo, a alta vascularizagdo da cavidade nasal e a capacidade de a
mucosa nasal responder a antigénios, através da presenca de células

imunocompetentes, células M e dendriticas.

Para reforcar da imunizagdo por esta via, considerou-se a utilizacdo de nanossistemas
como sistemas de transporte de antigénios por apresentar o tamanho adequado para
este tipo de administracdo. Estudos revelaram que o uso de nanossistemas é uma
estratégia interessante para o desenvolvimento de vacinas contra Influenza, pois
protege o antigénio da sua degradacdo por fatores fisico-quimicos da mucosa nasal e
controla o processo da sua libertacdo. Destaca-se esta Ultima caracteristica por ser a
maneira mais eficiente de apresentar os antigénios as APCs para desenvolvimento de
uma resposta imune protetora a posterior. As propriedades dos nanossistemas podem
ser potenciadas com a utilizagdo de polimeros e/ou adjuvantes, que por serem
moléculas com propriedades mucoadesivas aumentam a capacidade de retencdo dos

nanossistemas na mucosa nasal.

Outra grande vantagem é a capacidade de encapsular multiplos epitopos do
antigénio num sé veiculo, abrindo a possibilidade para a criacdo de vacinas
multivalentes e o possivel desenvolvimento de uma vacina universal contra a gripe de

protecdao ampla.
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E de realgar, por sua vez a falta de investigaces meticulosas na aplicagdo de
nanossistemas por via nasal em diversas areas (seguranca, toxicologia, econdmicas)
visando a producado de vacinas ndo apenas eficazes, seguras, mas também baixos custos
de produgdo e aplicacdo. E necessario o desenvolvimento e financiamento de mais
investigacbes utilizando nanossistemas por via nasal para formular vacinas contra

Influenza totalmente eficazes e seguras, isto porque, apenas um pequeno nimero de

estudos esta em desenvolvimento inicial.

Nos préximos anos esperamos alcangar um maior nimero de resultados satisfatérios
para que se consiga iniciar ensaios clinicos, utilizando nanossistemas para aplicagao
nasal, na vacina contra Influenza. Futuramente, a nanovacinacdo podera vir a ser
aplicada como estratégia de prevengao de epidemias no combate do virus Influenza em
paises subdesenvolvidos ou em vias de desenvolvimento que, geralmente e
previsivelmente, apresentam baixos recursos econdmicos e uma elevada taxa de
mortalidade para doencas infecto-contagiosas. Esta estratégia de prevencao devera ser
operacionalizada através da implementacao de programas de vacinagao, recorrendo ao

conhecimento emergente e tecnologias facilitadoras.
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