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Resumo

Uma das formas de controlo de doengas infeciosas sdo as vacinas, tendo como objetivo o
alcance de um nivel de cobertura suficiente para interromper a transmissdo de agentes

patogénicos.

Este estudo tem como objetivo o estudo das vacinas para a estimulagdao da imunidade ao nivel
das mucosas. E um estudo secundario com revisao narrativa e com utilizacao de diferentes tipos

de documentos como, artigos cientificos, teses ou dissertacdes, e sites.

As mucosas sdo a primeira linha de defesa contra agentes patogénicos, através da produgdo de
IgA secretora desempenhando um papel fundamental na exclusdo imunolédgica e neutralizagdo
de agentes infeciosos. A resposta imunoldgica ao nivel das mucosas ¢ essencial para a defesa
que pode ser efetivamente estimulada por vacinas direcionadas a tecidos linfoides associados
as mucosas. As diferentes vias de administracdo das mesmas apresentam como desvantagem a

degradacdo enzimatica.

A microbiota intestinal desempenha um papel fundamental na modulacdo da imunidade
induzida por vacinas. A eficacia vacinal pode ser reduzida devido a enteropatias ambientais,
desnutri¢do e em paises menos desenvolvidos. O impacto da microbiota pode melhorar as taxas

de resposta imunitaria especialmente em criangas e populagdes vulneraveis.

De modo a melhorar a eficicia das vacinas sdo usados adjuvantes e sistemas de veicula¢do onde
desempenham um papel importante na inducdo da resposta imune vacinal aumentando a
imunogenicidade. Adjuvantes que atuam ao nivel das mucosas como o quitosano, possuem
propriedades mucoadesivas que facilitam a veiculagdo de antigénios e promovem respostas
locais robustas. Sistemas de veiculagdo como as nanoparticulas (NPs) oferecem protecdo aos
antigénios contra a degrada¢do promovendo a sua libertacdo controlada. As NPs sdo sistemas
de veiculagdo inovadores para vacinas. Estas tém propriedades que mimetizam os agentes

patogénicos oferecendo respostas imunoldgicas mais robustas e direcionadas.

Atualmente, Portugal dispde de vacinas ao nivel das mucosas como, a vacina oral contra o
rotavirus, para prevencao de gastroenterites e a vacina intranasal para a gripe. A vacina oral da

poliomielite estd atualmente em desuso tendo sido substituida por vacina injetavel.

Em suma, as vacinas representam um avango promissor no controle de doencas infeciosas,
podendo transformar a satde publica global. O seu desenvolvimento e acessibilidade sao

fundamentais para maximizar seus beneficios.
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Abstract

One of the methods for controlling infectious diseases is vaccination, aiming to achieve

sufficient coverage to interrupt the transmission of pathogens.

This study focuses on vaccines that stimulate mucosal immunity. It is a secondary study with a
narrative review, utilizing various types of documents such as scientific articles, theses,

dissertations, and websites.

Mucosal surfaces serve as the first line of defense against pathogenic microorganisms by
producing secretory IgA, playing a crucial role in immune exclusion and neutralization of
infectious agents. Mucosal immune responses are essential for defense and can be effectively
stimulated by vaccines targeting mucosa-associated lymphoid tissues. However, different

administration routes present challenges, such as enzymatic degradation.

The gut microbiota plays a fundamental role in modulating vaccine-induced immunity. Vaccine
efficacy may be reduced due to environmental enteropathies, malnutrition, and conditions in
less developed countries. The impact of the microbiota can enhance immune response rates,

especially in children and vulnerable populations.

To improve vaccine efficacy, adjuvants and delivery systems are used, playing an important
role in enhancing immune responses and increasing immunogenicity. Mucosal adjuvants, such
as chitosan, have mucoadhesive properties that facilitate antigen delivery and promote strong
local immune responses. Delivery systems like nanoparticles (NPs) offer antigen protection
against degradation while enabling controlled release. Nanoparticles are innovative vaccine
delivery systems with properties that mimic pathogens, inducing more robust and targeted

immune responses.

Currently, Portugal offers mucosal vaccines such as the oral rotavirus vaccine, which prevents
gastroenteritis, and the intranasal influenza vaccine. The oral polio vaccine is no longer in use

and has been replaced by an injectable vaccine.

In summary, vaccines represent a promising advancement in controlling infectious diseases and
have the potential to transform global public health. Their development and accessibility are

essential to maximizing their benefits.

Keyword: Microbiota; mucosal; vaccines; adjuvants; delivery systems.
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1. Introducao

No decorrer dos tempos tem-se tornado cada vez mais importante a imunizacdo ao nivel das
mucosas de modo a obter um nivel de cobertura suficiente para interromper a transmissao e
propagacdo de microrganismos patogénicos. Uma das formas de controlo de doencas infeciosas
sdo as vacinas. As vacinas tém um grande impacto no controlo de doencas infeciosas, tendo
como objetivo o alcance de um nivel de cobertura suficiente para interromper a transmissao de
agentes patogénicos! A vacinagéo para além de ser eficaz no controlo e propagagdo de doencas
infeciosas também, ajuda a reduzir causas de morbilidade e mortalidade. De acordo com a
Organizacdo Mundial da Saude (2017), a vacinacao previne mais de 2,5 milhdes de mortes a
cada ano em todo o mundo?3. As vacinas induzem protecdo individual e podem proteger a
populagéo ndo vacinada reduzindo as taxas de transmisséo pessoa a pessoa e limitando o risco

de exposicéo individual®*,

A exposicdo a diferentes antigénios pode representar uma ameaca natural e pode estar presente
durante 0 nosso ciclo de vida. Agentes potencialmente patogénicos como virus, bactérias,
parasitas e fungos, ou outro tipo de agentes, como polenes, pelos de animais ou acaros, podem
desencadear no organismo uma resposta de anticorpos induzida por antigénio. De acordo com
a sua natureza, os antigénios podem ser proteinas, glicoproteinas, carbohidratos, lipidos e

acidos nucleicos’.

A superficie da mucosa representa uma grande area exposta de tecido fino que reveste os tratos
respiratorio, digestivo e geniturinario. Além de facilitar fun¢des fisiologicas essenciais, como
absorcdo de nutrientes e trocas gasosas atua, também, como uma barreira. A mucosa possui um
sistema imunitario robusto que pode responder a exposi¢do constante a antigénios e alergénios
de alimentos e microrganismos. Em mamiferos superiores, este sistema imunitario mucoso
compreende a integragdo de uma rede imunoldgica composta por tecidos, células linfoides,
células associadas a membrana mucosa, células mieloides e moléculas efetoras, como as
citocinas, quimiocinas, peptideos antimicrobianos e imunoglobulina A secretoria (SIgA). O
sistema imunitario associado as mucosas engloba sistemas inatos e adaptativos sofisticados. A
parte inata do sistema imunitario associado as mucosas emprega uma variedade de mecanismos
de modo a fornecer uma defesa de primeira linha, que podem ser elementos mecanicos,

quimicos e celulares®’.

Os elementos mecanicos do sistema imunitario associado as mucosas do sistema inato incluem

uma barreira fisica de epitélio firmemente formado, complementada por uma camada de muco
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e incluem recetores inatos, peptideos antimicrobianos e enzimas, inibidores especificos de
proteases e espécies reativas de oxigénio, que facilitam a eliminagdo dos agentes patogénicos
através de opsonizagcdo ou respostas imunoldgicas mediadas por citocinas. Os elementos
celulares compreendem células imunoldgicas inatas, como macréfagos, células dendriticas
(DCs), mastocitos e células natural killer (NK). Estes tipos de células atuam diretamente nos
agentes patogénicos por fagocitose, podendo, inclusivamente, iniciar vias de sinalizacdo que
promovem a destrui¢io dos mesmos ao reconhecer estruturas conservadas®’. Esses mecanismos
atuam nos niveis extra-epitelial, epitelial e subepitelial. Em geral, os compostos
antimicrobianos atuam no nivel extra-epitelial, enquanto as barreiras mecanicas, assim como,
os recetores de reconhecimento padrao (que reconhecem padrdes moleculares associados a
agentes patogénicos altamente conservados) funcionam ao nivel epitelial. No nivel subepitelial,
as células imunoldgicas inatas reconhecem os agentes patogénicos e moléculas microbianas
que destroem as outras duas camadas do epitélio e utilizam uma cascata de citocinas e

quimiocinas para recrutar células efetoras e desencadear respostas imunoldgicas adaptativas’.

Os agentes infeciosos desencadeiam uma doenca sistémica ap6s uma invasao bem-sucedida
através da mucosa. Assim, a vacinagdo pela via das mucosas pode induzir imunidade de
primeira linha que impede o estabelecimento e a propagacdo da infecdo. A imunidade local
gerada pela vacinagdo pela via das mucosas € deveras essencial para uma protegao eficaz contra
infegdes nas superficies das mucosas, que normalmente sdo pouco permedveis a transdugdo de

anticorpos séricos ou a passagem passiva através do epitélio’.

Em Portugal, existe um plano nacional de vacina¢do (PNV) que teve inicio a 4 de outubro de
1965. Este programa teve como objetivo a diminui¢do da mortalidade infantil através de uma
campanha massiva contra a poliomielite®®. A vacina oral de virus atenuado contra a poliomielite
surge em 1960 desenvolvida por Albert B. Sabin, onde desempenhou um papel fundamental na
redugdo do numero de casos!®. Uma das vantagens desta vacina foi a sua facilidade de
administracdo o que permitiu a vacinacdo em massa mesmo em areas de dificil acesso. Mais
tarde a vacina oral da poliomielite veio a ser substituida pela vacina inativa de poliovirus
administrada por via intramuscular (IM), que ofereceu alta taxa de soroconversao, mas nao
induziu imunidade intestinal suficiente para prevenir a propaga¢ao do virus no intestino. Assim
sendo, apesar de ser eficaz na eliminagdo da poliomielite em paises com altos padroes de

higiene pode permitir a transmissio silenciosa do virus'!.
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A efetividade das vacinas foi comprovada pela erradicagdo da variola em 1980, com a
eliminacdo da poliomielite na Europa em 2022 e através do controlo de doencas como o

sarampo, difteria, tétano neonatal sendo estas vacinas cobertas pelo PNV ?.
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2.0bjetivo

Este estudo tem como objetivo a pesquisa € aquisicdo de conhecimentos acerca das vacinas
para a estimulacdo da imunidade ao nivel das mucosas, bem como os seus adjuvantes, sistemas

de veiculagao ¢ vias de administragao.
3. Materiais e métodos

Este tipo de estudo ¢ um estudo secundario, onde sdo utilizados estudos que ja existem de modo
a estabelecer conclusdes a partir de estudos primarios com um resumo dos dados encontrados,
recorrendo a uma revisdo narrativa'?, com diferentes tipos de documentos como por exemplo,
artigos cientificos, teses ou dissertagdes, e sites fidedignos encontrados através do motor de
busca Google. Foram, inclusivamente, utilizados documentos contendo revisdes bibliograficas
e alguns trabalhos de campo obtidos através da plataforma Pubmed. Foram selecionados os

estudos adequados de modo a cumprir com os objetivos do presente trabalho.
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4. Inducao da resposta imune da mucosa

A superficie mucosa consiste numa vasta area de tecido fino que reveste os tratos respiratorio,
digestivo e geniturindrio. Tem como funcdo facilitar funcgdes fisioldgicas importantes, absorcao
de nutrientes e realizacdo de trocas gasosas. A mucosa possui um sistema imunitario robusto e
pode responder a constante exposi¢do a substancias ambientais, incluindo antigénios e
alergénios provenientes de alimentos e microrganismos. Nos mamiferos superiores, esse
sistema imunitério associado @ mucosa € a integracdo de uma rede imunoldgica composta por
tecidos, células linfoides, células associadas a membrana mucosa, células mieloides e

moléculas efetoras, como citocinas, quimiocinas, peptideos antimicrobianos e a SIgA '3,

A vacinacdo pelas vias tradicionais (oral, subcutanea (SC) e IM) é eficaz para induzir uma
resposta imune a nivel sistémico, mas tem dificuldade em gerar uma resposta imune especifica
ao antigénio nas superficies mucosas. Deste modo, as vacinas que atuam ao nivel das mucosas
tém recebido especial atengdo no controlo de agentes patogénicos que entram no organismo por
estas vias. A imunizagdo da mucosa resulta frequentemente na estimulacdo de respostas
imunitarias tanto da mucosa como sistémica, enquanto a imunizacdo sistémica tende a induzir
apenas respostas sistémicas sem ativar o sistema imunitdrio da mucosa'. As regides das
superficies das mucosas, contém uma abundancia em células imunocompetentes, como 0s
linfocitos B e T (Figura 1)'*17. Estas células sdo organizadas em tecidos linfoides associados a
mucosa (MALT), que s&o os principais componentes do sistema imunitario da mucosa. A
induc&o da resposta a mucosa leva a producdo de SIgA3 4. A producéo de SIgA nas superficies
das mucosas € resultado da exposicao local de antigénios aos tecidos linfoides associados a
mucosa, especialmente aqueles do trato respiratorio superior (tecido linfoide nasal ou NALT),
do trato gastrointestinal (tecido linfoide associado ao intestino ou GALT)?*3* 6 ¢ do tecido
linfoide associado aos bronquios (BALT)!3. Anatomicamente, 0 GALT consiste nas placas de
Peyer, agregados linfoides do apéndice vermiforme e intestino grosso, tecido linfatico
acumulado no trato gastrointestinal e pequenos agregados linfoides do es6fago, enquanto o
NALT contém as amigdalas palatinas e faringeas'>*. As superficies epiteliais do NALT e do
GALT contém células M. Essas células podem transportar antigénios das superficies mucosas
para os tecidos linfoides subjacentes'®!®. Depois de entrar no MALT, os antigénios s&o
rapidamente internalizados e processados pelas células apresentadoras de antigénios, como DCs
subepiteliais e macréfagos, e posteriormente, apresentados as células B e T localizadas no

MALT®1® Ao serem sensibilizadas pelos antigénios, as células B proliferam e sofrem
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mudanca de classe, comprometendo-se a produzir IgA. Essas células B eventualmente deixam
0 MALT e migram através da circulacao sistémica para varios locais da mucosa, incluindo o

sitio de inducdo inicial onde se diferenciam em plasmocitos produtores de SIgA>28,

Mucosal ) / Lymphatic nodd

inductive sites
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/

N 'A

B cell \m\e T ccl
4 J
I - @ L
. < cm Th2 cell cn Th cell s cell
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Y >
12G “4 l\ cell
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Humoral response Cellular response

Mucosal
effector sites

Figura 1: Resposta imune da mucosa especifica do antigénio, Zhao et al'’
4.1.  Papel dos anticorpos secretores na defesa contra infegdes

As mucosas secretoras e glandulas exdcrinas dos adultos contém mais de 80% de todas as
células produtoras de anticorpos. Aproximadamente 80-90% dessas células sdo imundcitos
(linfocitos imunocompetentes) IgA, e, geralmente, uma fracdo maior pertence a subclasse IgA2
quando comparado com os tecidos linfoides periféricos, alcancando predominancia sobre a

subclasse IgA1 na mucosa do intestino grosso?’

Um aumento relativo de IgA2 nas secre¢des comparativamente com o soro pode ter grande
impacto para a estabilidade dos anticorpos secretores porque a SIgA2, contrariamente a SIgA1,
é resistente a varias proteases sintetizadas por algumas bactérias potencialmente patogénicas?!
No entanto, a producao de IgA1l ¢ mais significativa tanto na mucosa nasal (93%) quanto na
bronquica (75%)*° e os microrganismos como Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae ¢ Neisseria meningitidis produzem proteases especificas para IgAl, que
consequentemente, leva a que essas trés espécies de microrganismos sejam propensas a

produzir doengas invasivas do trato respiratorio superior.
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Mais de 90% dos imundcitos IgA na mucosa sintetizam a cadeia J, um peptideo de 15 kDa,

essencial para a correta polimerizagdo da IgA polimérica (pIgA) e da IgM pentamérica®® 22,

Posteriormente, a cadeia J também permite a ligacdo ao recetor Ig polimérico (pIgR), uma

20

glicoproteina expressa nas células epiteliais secretoras®. O complexo ligante-recetor ¢

endocitado, atravessa as células epiteliais e, apds a clivagem apical do pIgR, ¢ libertado na

secre¢do (Figura 2)*°. A por¢do extracelular do recetor permanece ligada como componente

secretor na SIgA e SIgM e estabiliza esses anticorpos. A liga¢ao covalente entre o componente

secretor e a cadeia a de pIgA torna a SIgA o anticorpo mais estavel do sistema imunitario®® 2.

O plgR clivado ndo ocupado ¢ libertado em secregdes como o componente secretor livre, que
pode ajudar na defesa inata. A mucosa intestinal ¢ o 6rgdo efetor mais importante da imunidade

humoral adaptativa, e a expressdo do pIgR pode ser aumentada por citocinas como interferon-

v2% 22 interleucina (IL)-4, fator de necrose tumoral e IL-1. A expressdo de pIgR depende da

presenca de vitamina A (4cido retindico) e do estado nutricional adequado em humanos®® ?°.

Lamina propria L Secretory epithelium Lumen

Tight junction C_.—
-~ @ =

Golgi —

Apical
endosome - /ﬁ\

\ @*ﬁ@ :

» Jchain | 252 Transmembrane SC (plg receptor) l s Free or bound SC

|

iR

Figura 2: Producio local de IgA secretora e IgM secretora, adaptado, Per Brandtzaeg et

all?

Os esteroides podem aumentar a expressio do pIgR humano?® sendo provavel que este recetor
esteja sob controlo hormonal da glandula lacrimal e do trato genital. A estimulagdo nervosa
autobnoma parassimpatica e simpatica das glandulas submandibulares de ratinhos foi descrita
como tendo aumentando significativamente a producdo de SIgA (em 2.6 e 6 vezes,
respetivamente), o que pode demonstrar um efeito dos neurotransmissores nas células epiteliais

secretoras?’

O principal objetivo do sistema de anticorpos secretdrios €, em cooperacdo com 0s mecanismos

de defesa da mucosa inata, realizar a exclusdo imune. E relevante salientar que a SIgA pode
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inibir a colonizagio e invasdo por microrganismos patogénicos?’. Ambos os anticorpos pIgA e
IgM pentamérico internalizados pelo pIgR podem inclusive inativar virus como por exemplo,
rotavirus, virus da gripe e virus da imunodeficiéncia humana (HIV), dentro das cé€lulas epiteliais
e carregar os agentes patogénicos e os seus produtos de volta ao lumen, evitando assim danos
ao epitélio®®” 2. O efeito de aglutinagio e neutralizagio viral através do pIgA é superior
comparativamente aos anticorpos monoméricos>’, e os anticorpos SIgA podem bloquear a
invasdo microbiana com elevada eficiencia®’. Assim, individuos negativos para o HIV que
vivem junto com parceiros positivos para o HIV por varios anos, muitas vezes parecem estar

protegidos por anticorpos SIgA especificos no trato genital*® 7.

De acordo com as propriedades do componente secretor da membrana, a SIgA especifica pode
aumentar a adesdo de bactérias e outros antigénios ao muco, promovendo, assim, a remog¢ao
pelo movimento ciliar respiratorio e pelo peristaltismo intestinal. Existem fungdes de defesa de
extrema importancia como a capacidade dos anticorpos SIgA induzirem a perda de plasmideos
bacterianos que codificam moléculas associadas a adesdo e resisténcia a antibioticos?’, a
interferéncia com fatores de crescimento como o ferro e enzimas necessarias para a eliminagao
de bactérias patogénicas e parasitas 2°, e uma influéncia positiva na fase indutiva da imunidade
mucosal promovendo a captacao de antigénios relevantes em GALT via um recetor de ligagao
de IgA em células. A Ultima fun¢do evidencia a importancia da amamentagdo fornecendo

anticorpos SIgA relevantes da mae para o intestino do lactente®”.

Estudos feitos com a indugdo de resposta por parte da SIgA na interferéncia da captacdo
mucosal de macromoléculas em animais experimentais, mostram o aumento da permeabilidade
mucosal e captacio de antigénios de Escherichia coli?®?*. Foi demonstrado na literatura, que

anticorpos SIgA sdo essenciais na prote¢do contra a toxina da célera (CT) sem expressdo de

J20, 28 R20, 29

cadeia ou plg

E dificil avaliar o efeito protetor dos anticorpos SIgA e SIgM durante infegdes nas mucosas,
devido a indugdo simultdnea de imunidade humoral sistémica. Isto pode ocorrer apds
imunizag¢ao local com uma vacina viva e também, quando as particulas semelhantes a virus ou
vacinas de subunidades ndo proliferativas sdo aplicadas junto com um adjuvante mucosal
apropriado. No trato respiratdrio, um efeito protetor de anticorpos séricos, principalmente IgG,
pode contribuir para a exclusdo imune, além da importancia geral de inibir a disseminagao
adicional do agente infecioso por neutralizacdo dependente de anticorpos e eliminagdo imune

dentro da lamina propria®. A producio de anticorpos ao nivel das mucosas depende da forma
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como o antigénio ¢ apresentado, pelo que a via de administragdo ¢ importante, pois influencia

a eficécia, seguranga e resposta imunoldgica gerada pela vacina.
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S.Vias de administracio e tipos de vacinas

5.1. Vias de administracio

Ao longo dos anos e na atualidade, devido a sua eficacia, a maior parte das vacinas sao
administradas por via IM ou SC*’. Atualmente existem vérias vias de administra¢io de vacinas

que serdo descritas ao longo do texto.

A administracdo de vacinas por diferentes vias apresenta vantagens e desvantagens. As vacinas
para administragdo IM sdo caras, exigem armazenamento em cadeia de frio e pessoal
qualificado. Por outro lado, as vacinas orais sdo mais vantajosas para o paciente sendo faceis
de administrar embora, exijam as mesmas vias de conservacao que as vacinas por via IM, bem
como, a mesma qualificacdo de pessoal para a sua administracdo. As vacinas orais tém o
potencial de estimular o MALT localizado no trato digestivo e 0 GALT, ambos relevantes para
a inducao de uma resposta ao nivel da mucosa eficaz contra muitos virus. Além disso, a vacina
pode ser administrada por via oral de muitas formas distintas, como liquidos, capsulas,

comprimidos, comprimidos mastigaveis, etc®.

A administracdo oral é a preferida do ponto de vista do paciente, pois € a mais conveniente,
econdémica e facil de usar. Embora altamente desejavel, a via oral tem algumas limitacGes
importantes que precisam ser melhoradas de modo a obter uma formulacdo eficaz. As
limitacbes incluem a baixa biodisponibilidade, a degradacdo da vacina por enzimas ou
condicBes &cidas, a concentracdo inconsistente da vacina e o sabor. A biodisponibilidade é a
principal preocupacdo para uma vacina administrada por via oral, o que leva a grande

necessidade de identificar melhores opcdes para uma maior eficacia®?.

Atualmente, existe um nimero limitado de vacinas orais licenciadas para uso humano em que
utilizam microrganismos patogénicos vivos atenuados (Febre Tifoide; Vivotif®, Colera;
Orochol®, Rotavirus; Rotarix® e RotaTeq®™) ou microrganismos patogénicos inteiros inativados
(Colera; Dukoral®™). As vacinas orais disponiveis comercialmente tdm mostrado alta eficacia
em paises industrializados, mas uma eficicia muito menor em paises em vias de
desenvolvimento. Embora a eficacia comprometida ndo seja muito bem compreendida, algumas
possibilidades que justificam a menor eficacia incluem fatores nutricionais como a vitamina A,
interacdo com os altos niveis de anticorpos no leite materno, enteropatia ambiental e infecao

por Helicobacter pylori*.
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As vacinas orais como as peptidicas, de DNA ou RNA ¢ um desafio significativo para a
tecnologia farmacéutica devido a sua baixa biodisponibilidade através do trato gastrointestinal.
A explicacdo possivel para a baixa absor¢ao oral das vacinas pode incluir degradagao
enzimatica, fraca penetragdo na membrana, metabolismo hepatico e as caracteristicas fisico-
quimicas unicas da mucosa gastrointestinal. Como o trato gastrointestinal estd continuamente
exposto a uma ampla gama de agentes patogénicos, as vacinas orais bem-sucedidas precisam
induzir sinais fortes e apropriados para serem reconhecidos pelo sistema imunitario. Caso
contrario, o sistema imunitario do hospedeiro consideraria as vacinas como nao imunogénicas,
0 que pode resultar numa resisténcia imunoldgica em vez de proporcionar protecio. Portanto,
¢ importante selecionar adjuvantes eficazes e seguros para estimular suficientemente o sistema
imunitario ao nivel das mucosas. Uma vacina oral ideal deve proteger os antigénios da
degradacdo através do trato gastrointestinal, proporcionar antigénios suficientes a superficie da
mucosa indutiva, aumentar a captura de antigénios, ativar células imunoldgicas e produzir

respostas imunoldgicas ao nivel das mucosas que sejam eficazes e duradouras??.

A via SC é uma via muito utilizada para a administracdo de vacinas que se localiza na
hipoderme e é composta por uma camada de gordura branca, também chamada de tecido
adiposo, ligada a parte inferior da derme por extensas fibras de colagénio sendo composta
principalmente por fibroblastos e adipdcitos. A presenca destes lipidos permite que as vacinas
injetadas permanecam neste local por um logo periodo, através de um mecanismo de depdsito.
O local anatémico determina a extensdo da vascularizacdo hipodérmica, o que permite o
recrutamento de células imunes. Em contraste com a epiderme ou a derme, a hipoderme é

naturalmente desprovida de células imunes residentes®,

A vacinacao epidérmica refere-se a um método de vacinacao que visa a epiderme ap0s passar
pela camada cornea com uma micro ou nano agulha. O termo vacinacdo transcutanea ou
transdérmica destina-se a aplicacdo topica de antigénios na epiderme. As técnicas de vacinagéo
transcutanea sdo diversas e minimamente invasivas. Sao realizadas na pele que esta intacta
(incluindo a camada cornea) ou que foi preé tratada (disrupcdo quimica ou fisica da camada

cornea, parte acelular da epiderme)®3,

A administracdo pela via IM é uma outra via usada para a administracdo de vacinas. Este
método visa o depdsito da vacina diretamente no tecido muscular profundo. O musculo estriado
carateriza-se pela sua elevada vascularizacdo, o0 que representa uma maior velocidade de

absorcédo quando comparado com a via SC, resultando numa agdo sistémica mais rapida°.
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Avia IM é a preferencial para a administracdo de substancias irritantes e viscosas, uma vez que
0 musculo é pouco enervado por fibras sensoriais o que resulta numa sensibilidade reduzida.
Podem ser administrados, por esta via, medicamentos que se apresentem em solucdo ou
suspensdo aquosa, ou que contenha um veiculo ndo aquoso (p. ex., oleosos ou glicdis). A via
IM permite a absor¢do de maiores volumes, sendo que o volume méaximo de medicamento a
administrar depende da dimensao do musculo selecionado e da respetiva capacidade de difuséo
e absorcdo. Estima-se que os musculos de maior dimensdo tenham uma capacidade para
volumes compreendidos entre 2 e 5 ml, e volumes entre 1 e 2 ml para masculos mais pequenos.
A administracdo de um volume superior ao recomendado, além de comprometer a adequada
difusdo do farmaco, pode comprimir a estrutura neurovascular local, o que pode levar a mal-
estar ou dor, aumento da temperatura local, hiperemia, ou até mesmo uma leséo local mais
grave, podendo causar alteracdo da sensibilidade e/ou mobilidade do membro e necrose. Por
serem dotados de uma grande area vascular, 0 que permite uma rapida absorcdo, e por
apresentarem, em relacdo a outros muasculos, menor risco de lesdo de estruturas anatdmicas
subjacentes, nomeadamente vasos de grande calibre, 0ssos e estruturas nervosas, 0s musculos
identificados como 0s mais adequados e seguros para administracdo de medicamentos sdo o
musculo deltoide, glateo méaximo, gliteo médio e minimo e antero-lateral da coxa (vasto

lateral)®.

Existem outras vias de administragdo de vacinas menos comuns como a via sublingual, nasal,

vaginal e retal.

A via sublingual tem sido utilizada durante muitos anos para a administracdo de medicamentos
e de pequenas moléculas ao fluxo sanguineo. O potencial desta via de administragdao de vacinas
foi desvalorizado durante muito tempo. Nos tltimos anos, varios laboratorios documentaram a
eficacia da imunizagdo sublingual em induzir uma ampla gama de respostas imunoldgicas em
diferentes sistemas experimentais animais, utilizando uma variedade de antigénios, incluindo
proteinas soluveis, antigénios particulados inertes (virus mortos, particulas semelhantes a virus,
extratos bacterianos) e virus vivos atenuados. Na maioria dos casos, as respostas imunes
sistémicas e mucosas, incluindo respostas humorais e de células T citotoxicas, foram induzidas
tanto em tecidos mucosos quanto extra-mucosos. No geral, a imuniza¢do sublingual foi
comparavel a imunizacao nasal em termos de magnitude, amplitude e disseminacao anatomica

das respostas imunologicas induzidas®* °.

A mucosa nasal desempenha um papel fundamental no sistema imunitario mucosal, sendo, por

norma, o primeiro ponto de contato para antigénios inalados. A imunizagdo intranasal tem-se
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destacado como uma via eficaz para a administragdo de vacinas que visam tanto a imunidade
periférica quanto a mucosal. Vdarios fatores tornam a via nasal atraente para a imunizagao,
incluindo sua acessibilidade, intensa vascularizagdo, presen¢a de microvilosidades que
aumentam a superficie de absor¢ao e a capacidade de induzir respostas imunologicas tanto na
mucosa quanto sistémicas. Esta via de administracdo apresenta como vantagens a facil
acessibilidade, sendo uma técnica simples e pratica. A alta vascularizagdo também ¢ muito
importante, uma vez, que a mucosa nasal possui uma rica rede de vasos sanguineos promovendo
uma rapida absor¢do. No que diz respeito a grande superficie de absor¢do, as microvilosidades
aumentam significativamente a area de contacto. Quanto a indugdo de respostas imunolégicas,
estas sao capazes de induzir respostas tanto locais quanto sistémicas. A imunizagdo em grandes
grupos € possivel pela facilidade de administragdo e ndo necessita de agulhas, eliminando

assim, o risco de infe¢des>® 7.

Ao considerar aspetos da imunizacao nasal, ¢ importante lembrar que alguns artigos descrevem
a administracdo “nasal” envolvendo outras superficies mucosas. Grandes doses administradas
pelo nariz podem ser engolidas, levando a via oral. A quantidade de material utilizada na
vacinacao nasal ¢ crucial. Por exemplo, volumes maiores podem resultar em uma porgao
significativa da dose entrando nos pulmdes, enquanto volumes menores tendem a ser retidos

nas passagens nasais>®’.

A administracdo de substancias medicamentosas por via vaginal € uma pratica médica utilizada,
especialmente eficaz no tratamento de condi¢des genitais locais, como infecdes, lesbes
neoplasicas e vaginite atrofica, alem de ser utilizada para fins contracetivos e de
inducdo/prevencéo do trabalho de parto. A via vaginal oferece vantagens significativas, como
facilidade de administracdo e reducdo da exposic¢do sistémica ao medicamento, evitando o
efeito de primeira passagem hepatica. As formas farmacéuticas semissolidas, como os géis, sdo
preferiveis, mas os comprimidos, supositorios, espumas e solugdes, também sdo comuns.
Recentemente, formulacBes baseadas em filmes e anéis tém atraido especial atencéo devido a
sua capacidade de fornecer libertacdo prolongada. No entanto, essas formas de dosagem
apresentam algumas limitacGes, por ser dificil de controlar o destino das substancias ativas apos
a sua libertacdo no muco vaginal, o que pode ser problemético para medicamentos com

problemas de estabilidade ou permeabilidade®.

Uma outra via de administracdo é a via retal. Esta via pode ser apropriada para a imunizacéo
contra agentes entéricos como os rotavirus. Estudos com vacinas intrarretais usando estirpes

atenuadas ou antigénios de poliovirus, peptideos do HIV ou mesmo virus da gripe induziram
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respostas especificas localizadas no intestino e em outros locais que compartilham uma

imunidade mucosal comum?3®: 49,

Para além da via de administracdo, o tipo de antigenio utilizado numa vacina pode ter impacto
na estimulacdo ao nivel das mucosas, ou seja, € crucial para garantir uma melhor resposta
imunoldgica eficaz, segura e pratica. Para cada tipo de vacina existe uma via especifica de
administracdo, tendo em conta o seu modo de interacdo com o sistema imunitario e o tipo de

resposta que visa gerar.

5.2. Tipos de vacinas

Existem maioritariamente sete tipos de vacinas que podem ser classificadas como, vivas
atenuadas, inativadas, de subunidades, toxoides e conjugadas, vacinas de DNA ¢ RNA e vetorial

recombinante’!> 4!,

As vacinas vivas usam uma forma atenuada dos agentes patogénicos que causam uma doenca.
Como essas vacinas sdo semelhantes a infe¢do natural, elas podem produzir uma forte resposta
imunologica e podem ter efeito de longa duragdo. Apenas 1 ou 2 doses da maioria das vacinas
vivas sdo suficientes para produzir o efeito imunologico desejado. No entanto, as vacinas vivas
tém algumas limitagdes em termos de produgdo, manipulacio e efeitos adversos. E necessaria
uma seguranga estendida para lidar com a produgdo da vacina quando virus vivos sdo usados
como antigénio. Deve haver um cuidado especial em certas populacdes como pessoas com
sistemas imunitarios enfraquecidos, problemas de saude de longo prazo ou pessoas que
passaram por transplantes. Outra limitagdo € o facto das vacinas vivas precisarem de ser bem
preservadas em sistemas de armazenamento a frio, o que limita seu uso em massa em paises em
desenvolvimento onde a vacinagdo em massa ¢ mais necessaria. As vacinas vivas protegem
contra doencas como sarampo, rubéola, rotavirus, variola, varicela, febre amarela e herpes

zoster. As dosagens na forma liquida sdo administradas por via SC ou oral’!.

As vacinas inativas usam a versao morta do agente patogénico que causa a doenga. As vacinas
inativas geralmente ndo fornecem imunidade tdo forte quanto as vacinas vivas, sendo
necessarias multiplas doses em que varias doses de refor¢o sdo seguidas pela dose inicial. As
vacinas inativas sdo mais estaveis e seguras do que as vacinas vivas. Outra vantagem das
vacinas inativadas ¢ que ndo requerem conservacao a baixas temperaturas, portanto, podem ser
facilmente armazenadas e transportadas em forma liofilizada, o que proporciona a sua aplicagao

em paises com dificuldades nas cadeias de frio. Estas vacinas protegem contra a hepatite A,
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gripe, poliomielite e raiva e sdo administradas em forma de suspensao. As vias de administragao

mais comuns sdo a IM, SC e a intradérmica’’.

As vacinas de subunidade usam apenas uma parte dos agentes patogénicos para estimular o
sistema imunitario. Em alguns casos, essas vacinas usam epicopos - as partes muito especificas
do antigénio que os anticorpos ou células T reconhecem e se ligam. Como as vacinas de
subunidade contém apenas a parte essencial dos antigénios e ndo 0s microrganismos inteiros,
as possibilidades de reagdes adversas a vacina sao menores. Um exemplo € a vacina contra o
virus da hepatite B, estando os estudos em constante progresso para a produ¢ao de uma vacina
de subunidade recombinante contra o virus da hepatite C. As vacinas de subunidade sdo

administradas em forma de solugio por via IM ou SC3!.

As vacinas conjugadas sdo idénticas as vacinas de subunidade em que apenas usam uma
pequena parte de uma bactéria ligada a uma proteina transportadora. Algumas bactérias
possuem um revestimento externo de polissacarideos que disfargam os antigénios de uma
bactéria para que os sistemas imunitarios imaturos de bebés e criangas mais jovens nao possam
reconhecé-los ou responder a eles. As vacinas conjugadas, que sdo um tipo especial de vacina
de subunidade, contornam esse problema. Estas vacinas sdo usadas para criar uma resposta
imune combinada mais poderosa, em que, a parte da bactéria usada sozinha ndo produz uma
resposta imune forte por si s, € quando combinada com a proteina transportadora pode gerar
imunidade contra futuras infe¢cdes. As vacinas conjugadas sdo usadas na prote¢do contra o

Haemophilus influenzae tipo B*'.

As vacinas com toxoides sdo produzidas a partir da toxina produzida pelas bactérias que sofre
um processo de destoxificacdo. A resposta imune ¢ direcionada para a toxina em vez do
microrganismo patogénico inteiro. As vacinas toxoides sdo usadas para proteger contra difteria

e tétano. Estas sdo administradas em forma de suspensdo por via IM>!,

As vacinas de DNA baseiam-se em antigénios virais codificados por um plasmideo
recombinante. As proteinas ou polipeptideos virais sdo produzidos pelos processos de
transcricdo e traducao nas células hospedeiras. No caso do desenvolvimento da vacina para a
COVID-19 a sequéncia foi a seguinte: Aquisi¢do da sequéncia da proteina Spike a partir do
GISAID (Iniciativa Global de Compartilhamento de Dados da Influenza Aviaria); adicdo da
sequéncia principal IgE N-terminal; Otimizagao da sequéncia IgE-Spike de modo a melhorar a
expressao e imunogenicidade e por fim a ligacao do fragmento ao vetor da expressao pGX0001

apos digestao*!.
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As vacinas de mRNA contra a COVID-19 sdo baseadas em mRNA encapsulado por vetores,
geralmente nanoparticulas lipidicas (LNPs), que facilitam a producdo de proteinas virais ou

polipeptideos durante o processo de tradugdio nas células hospedeiras®*'.

As vacinas de vetor viral baseiam-se em virus geneticamente modificados com replicagao
atenuada que transportam o material genético que codifica as proteinas ou polipeptideos virais.
O antigénio especifico é produzido pelas células hospedeiras apos a transducdo imunoldgica*!.
Mediante o tipo de vacinas, estas precisam de um adjuvante especifico de modo a maximizar a
eficacia da resposta imunitaria, especialmente daquelas que precisam induzir imunidade nas
mucosas. Os adjuvantes t€ém como objetivo melhorar a resposta imune especialmente quando o

antigénio por si s6 ndo ¢ suficiente para gerar uma resposta robusta.
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6. Adjuvantes da mucosa

Os adjuvantes sdo definidos como véarios componentes que aumentam a imunogenicidade das
vacinas quando administrados em conjunto com os antigénios vacinais. Os adjuvantes podem
variar desde compostos sintéticos de pequenas moléculas até extratos naturais complexos e
materiais particulados**#344. A primeira descoberta de adjuvantes foi em 1926, quando
Alexander Glenny descobriu que a mistura de sais de aluminio com antigénios e a sua
administracdo em cobaias induziu mais anticorpos do que a administracdo de antigénios
sozinhos (Figura 3)* %°. Posteriormente, na década de 1940, Freund e os seus colegas
desenvolveram emulsbes 6leo-em-agua, que levaram a criacdo dos adjuvantes de Freund. No
entanto, o adjuvante de Freund ndo foi licenciado para uso em vacinas humanas devido a sua
toxicidade para humanos. Similar a estes adjuvantes ha o uso do lipopolissacarideo bacteriano
(LPS) em vacinas humanas que tem sido limitado devido aos seus efeitos adversos locais e
sistémicos. Desde 1920 até 1990, apenas os adjuvantes de aluminio foram aprovados, apesar
dos esforgos para desenvolver novos adjuvantes para vacinas humanas. Foi em 1997 que a
emulsdo 6leo-em-agua MF59 foi aprovada na Europa como adjuvante para vacinas contra
influenza. Nos 20 anos seguintes, outros quatro adjuvantes (AS04, AS03, AS01 e CpG ODN
1018) foram licenciados para uso em vacinas, o que mudou a monotonia dos adjuvantes para
vacinas humanas. Muitas outras classes de diferentes compostos foram avaliadas como
adjuvantes durante esse periodo, incluindo sais minerais, produtos microbianos, emulsdes,
saponinas, agonistas sintéticos de pequenas moléculas, polimeros, NPs e lipossomas que
mostraram aumentar a forca, amplitude e persisténcia das respostas imunes em estudos pré-

clinicos e clinicos*? 6,

Embora os adjuvantes sejam extremamente utilizados em vacinas hd muito tempo, 0s
mecanismos pelos quais eles aumentam as respostas imunes nao foram bem explicados. Foi
somente com a revelacdo do mecanismo pelo qual a resposta imune inata controla a resposta
imune adaptativa que se comegou a perceber os mecanismos de acdo dos adjuvantes. Os
adjuvantes direcionam e aumentam respostas imunes adaptativas especificas, visando celulas
imunes inatas e ativando as vias de sinalizagéo dos recetores de reconhecimento de padrdes
(PRRs). Subsequentemente, descobriu-se que alguns materiais de veiculagdo também podem
atuar como adjuvantes, aumentando respostas imunes adaptativas por meio da imitacdo do
tamanho ou estrutura espacial de agentes patogénicos naturais para facilitar a captura e

apresentacdo de antigénios por células apresentadoras de antigénios (APCs)*> %,
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Figura 3 — Vacinas com e sem adjuvante, adpaptado Zhao et al 4
6.1. Modos de a¢do em adjuvantes de vacinas ao nivel das mucosas

Muitas substancias como particulas, produtos quimicos e 6leos, t€ém sido estudadas como
adjuvantes de vacinas em experiéncias com animais e ensaios clinicos. Os adjuvantes
promovem a geragao de sinais de apresentacdo do antigénio (sinal 1) e sinais de coestimulagao
(sinal 2) ativando APCs. Os sinais de apresenta¢do de antigénio sdo os complexos peptideo-
major de histocompatibilidade (MHC) que sdo apresentados na superficie das APCs apos a
captura e processamento dos antigénios. Os sinais de coestimulagdo incluem moléculas
coestimulatorias (por exemplo CD40, CD80, CD86) expressas na superficie das APCs e

citocinas inflamatdrias secretadas (por exemplo IL-6, IL-10, IL-12 ¢ TNF-a)** %,

Existem duas classes principais: agonistas de recetores imunes inatos e outros (Figura 4)*. Os
agonistas de recetores imunes inatos funcionam como padrdes moleculares associados a
patogenos (PAMPs). Eles sdo reconhecidos diretamente por recetores imunes inatos, como
recetores do tipo Toll (TLRs), recetores do tipo RIG-I (RLRs), recetores do tipo Nod (NLRs),
recetores de lectina do tipo C, recetores do tipo AIM2 (ALRs) e cGAS/STING, e induzem
respostas de citocinas pro-inflamatorias e interferon, coletivamente referidas como “respostas

imunes inatas”*% %031

. Os modos de a¢do na categoria "outros" podem ser subdivididos em
indutores de padrdes moleculares associados a danos (DAMPs) e sistemas de veiculagdo de
antigénios puros. Adjuvantes que sdo categorizados como indutores de DAMP ndo causam

nenhuma resposta imune inata in vifro, como secrec¢ao de citocinas ou matura¢ao de DCs, eles
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apenas induzem respostas imunes inatas in vivo. Essas substancias injetadas agem destruindo
as células do hospedeiro, fazem com que haja a libertagdo de varios fatores classificados como
DAMPs (por exemplo, DNA ¢ RNA), que posteriormente ativam recetores imunes inatos. Os
adjuvantes indutores de DAMP geralmente sdo substancias ndo derivadas de agentes

49.50. 51 Os adjuvantes de

patogénicos, como lipidos, sais minerais ou particulas poliméricas
sistemas de veiculagdo pura sdo totalmente inertes tanto in vitro quanto in vivo, em termos de
indugdo de resposta imune inata. A transferéncia do antigénio as células apresentadoras de
antigénios, como as DCs ¢ muito eficaz e a subsequente apresentacdo de antigénios mediada

por DCs resulta numa resposta imune adaptativa aprimorada *°.

VRN

Tipo de adjuvante

N S

VRN 7 N\

Atividade in vitro: inerte Ativo
Outros Agonistas dos recetores
/J{mes inatos
Bed
Endocine / -\
lipossomas sais minerais o Stress celular Substancias derivadas de agentes
emulsdes em 6leo DAMP T  emorte patogénicos ou micrébios

\partelas L 1 NS %

. CRX-601

Sistemas de c¢CHP DNA PAMP Flagelina
. N DAMPs g

veiculacdo C-CPE RNA c-di-GMP

! v

Promocéo da captacdo do - . .
s plas Ativacdo de recetores imunes inatos

antigénio da vacina (TLR, RLR, NLR, CLR, ALR, ¢cGAS/STING)
Melhoria da apresentacdo do
antigénio Interferon
Citocinas pro- inflamatérias

Inflamacéo

Maturacio de células
dendriticas e migracio

Inducéo de respostas imunes
adaptativas
subconjunto de células dendriticas - e
diferenciagdo de células T dependente do
contexto (Th1, Th2, Th17, CTL)

Figura 4: Classificacio de adjuvantes baseada no modo de acdo, adaptado, Taiki Aoshi *.
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As superficies mucosas, atuam como barreiras fisicas impedindo que os antigénios da vacina e
os adjuvantes alcancem as células epiteliais das mucosas e outras células potenciais
transportadoras de antigénios, como células caliciformes, macrofagos CX3CR1", formadores

de dendritos transepiteliais (TED)*" 2

, c€lulas M e DCs intraepiteliais na mucosa. As cé¢lulas
que compdem o epitélio mucoso estdo interconectadas por juncgdes apertadas e formam uma
barreira impermeavel a substancias estranhas. Pequenos produtos quimicos, como o adjuvante
c-di-GMP, podem ser difundidos passivamente e conseguem atravessar essa barreira através do
espago intercelular entre as células epiteliais; esse mecanismo ¢ chamado de via paracelular.
Antigénios direcionados as células epiteliais, como os antigénios direcionados a FcRn **33 ou
claudina 4 (pequenas proteinas transmembranares)*” >* 5 sdo transportados pela transcitose
(combinagao de endocitose e exocitose) mediada por recetor das células epiteliais na via
transepitelial. Antigénios soluveis experimentais, como ovoalbumina ou dextrano, podem ser
captados pelas células caliciformes na via das mesmas ou pelos macrofagos CX3CR1"
formadores de dendritos transepiteliais na via TED. NPs e algumas bactérias sdo capturadas
pelas células M na via das células M ou pelas DCs intraepiteliais na via das DCs intraepiteliais.
O dano as células epiteliais também rompe fisicamente a barreira mucosa, permitindo que os
antigénios sejam transportados para a lamina propria através da via de dano as células epiteliais.

Para todas as vias, os antigénios translocados sdo captados por DCs teciduais mucosas e

posteriormente algumas dessas DCs transportadoras de antigénios migram para os linfonodos

drenantes®.
6.2. Avancos recentes no desenvolvimento de vacinas e sistemas de
veiculacao

Avancos mais recentes deram origem a varios estudos como por exemplo, vetores
recombinantes vivos virais ou bacterianos, onde sdo geneticamente modificados de modo a
expressar antigénios estranhos ou desconhecidos. Estes microrganismos sdo atenuados por
meio de muta¢do de modo a reduzir a sua viruléncia. Apesar da viruléncia reduzida, podem ser
capazes de colonizar e invadir as superficies mucosas. Portanto, uma tnica inoculacdo destes
vetores na mucosa numa dose moderada pode replicar-se para uma dose imunogénica muito

grande in vivo levando, consequentemente, a respostas imunoldgicas fortes e duradouras '°.

As vacinas comestiveis tornaram-se numa estratégia criativa para a distribuicdo de antigénios
nas mucosas e tornou-se possivel através da incorporacdo de genes que codificam antigénios

em espécies de plantas. O conceito de utilizagdo de plantas para producao e distribui¢do de
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antigénios na mucosa foi estudado pela primeira vez por Arntzn et al. em 1992, em plantas de
tabaco que foram geneticamente modificadas com o gene que codifica antigénio de superficie
da hepatite B'> . O antigénio produzido nas plantas transgénicas de tabaco mostrou-se
semelhante aos utilizados nas vacinas comerciais derivadas da levedura recombinante. Desde

15, 55

entdo, os antigénios como a glicoproteina do virus da raiva'> °°, a proteina do envelope viral

15,38 ¢ a subunidade B da

Norwalk'> 37, VP60 do virus da doenga hemorragica de coelho
enterotoxina termoléabil da E. coli (LT-B) e V. cholerae (CT-B) foram todos produzidos em
plantas transgénicas, como tomate ¢ batata. A imunogenicidade destes antigénios derivados de
plantas foi demonstrada através da alimentacdo de animais com plantas transgénicas e

induzindo efeitos sistémicos e mucosos'>>°.

A injecdo IM de DNA plasmidico que codifica um antigénio, pode induzir respostas imunes
mediadas por anticorpos e células e tem sido extensivamente explorada na producao de vacinas
ao nivel das mucosas. As vacinas de DNA plasmidico aquando da administragdo intracelular
podem induzir uma expressao transitoria do antigénio codificado dentro da célula hospedeira.
Isto permite o acesso do antigénio codificado a via celular de apresentacdo do antigénio do
MHC de classe I, que € responsavel pela indugao da imunidade mediada por células. Portanto,
além das respostas de anticorpos que sdo induzidas pela via de apresentacdo do antigénio do
MHC de classe 11, as vacinas de DNA sdo capazes de induzir respostas imunes celulares, que

sdo especialmente eficazes contra agentes patogénicos bacterianos, virais e intracelulares'™ .

Os RNAs de cadeia dupla sintéticos (dAsSRNAs) podem direcionar e ativar 0 TLR3 e MDA5S em
APCs, levando a producéo de citocinas pro-inflamatérias, como IL-12 e interferons do tipo I,
levando a producdo de fortes respostas imunolégicas enviesadas para Thl e células T
citotoxicas (CTLs). Poly-I e a sua variante modificada Poly-ICLC sdo os imunostimulantes
dsRNA sintéticos mais estudados. Em estudos in vitro, Poly-I e Poly-ICLC induzem a
maturagdo de DCs derivadas de monadcitos do sangue periférico humano, levando a secrecao de
IFN-B e citocinas pro-inflamatorias 1L-6 e IL-12, resultando na apresentacdo cruzada de
antigénios exdgenos com células T CD8+ que desencadeiam uma resposta imune polarizada
para Thl. Os estudos pré-clinicos e clinicos demonstraram que Poly-lI e Poly-ICLC séo
adjuvantes promissores que aumentam a producdo de anticorpos e respostas imunes de células
T CD8+°%1%4,

Um outro avanco consistiu no desenvolvimento de particulas poliméricas biodegradaveis, como
as micro e NPs produzidas a partir de materiais biodegradaveis, onde demonstram que

polimeros flexiveis encapsulam eficazmente alguns antigénios da vacina protegendo-os da
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degradacio da mucosa. A principal vantagem destes polimeros ¢ a sua biodegradabilidade'>. A
libertagdo de antigénios encapsulados ¢ controlada pela degradacdo dos polimeros. A taxa de
degradacao do polimero pode ser adaptada para libertar antigénios durante um periodo
prolongado e, assim, reduzir a frequéncia de vacinagdo necessaria para estabelecer uma
imunidade a longo prazo. O polimero poli (D, L-lactideo-co-glicélido) (PLG)'> ¢ ¢ estudado
mais extensivamente devido aos seus efeitos a nivel humano. O polimero PLG ¢ biodegradéavel
através de hidrolise originando metabdlitos enddgenos e acidos lactico e glicolico. A taxa de
libertacao de um antigénio encapsulado a partir de particulas de PLG ¢ controlada pela taxa de
degradacdo das particulas, que por sua vez ¢ determinada pela composi¢ao do polimero e o seu
peso molecular. Um outro tipo de polimeros também utilizados sdo os polimeros biodegradaveis
soliveis em dgua que sdo potenciais veiculos de distribui¢do de vacinas. A maior vantagem dos
polimeros soluveis em 4gua ¢ a eliminacdo de solventes orginicos do processo de
encapsulamento do antigénio. Os solventes organicos podem afetar negativamente a
estabilidade do antigénio durante o encapsulamento. Um desses polimeros biodegradaveis
soliveis em 4gua, biocompativel e biodegradavel de baixa toxicidade, o quitosano
(polissacarideo composto por glucosamina em Co polimero de N-acetilglucosamina), ganhou
muita atengdo nos tltimos anos. E derivado de quitina presente em conchas de crustaceos por
desacetilacdo parcial e possui propriedades mucoadesivas sendo um intensificador de absor¢ao
da mucosa'> . O quitosano possui algumas propriedades relevantes para a vacinagdo mucosal,
como molécula carregada positivamente que interage com o muco carregado negativamente
para melhorar a adesdo. Esta molécula melhora a permeabilidade devido a sua capacidade de
abrir temporariamente as jungdes estreitas epiteliais, e, assim, melhora a amostragem do

antigénio e as suas propriedades adjuvantes que promovem a secre¢io de INF-y, IgG e SIgA °.

As particulas lipidicas também foram exploradas como transportadoras protetoras para vacinas
das mucosas. A forma mais comum de particulas lipidicas sdo os lipossomas que tém sido
utilizados para administragdo de vacinas com algum sucesso. Foi demonstrado que a
coadministragdo de antigénios e adjuvantes em lipossomas pode melhorar significativamente
as respostas imunologicas. Por exemplo, a IL -12 melhorou as respostas de anticorpos séricos
quando foi coadministrada por via intranasal com lipossomas contendo glicoproteinas
recombinantes de herpes virus bovino tipo 1. Outros adjuvantes, como o monofosforil lipideo
A, a subunidade B da CT e o fator estimulador de colonias de granuldcitos e macrofagos,

também demonstraram melhorar as respostas imunes induzidas por antigénios lipossomais'> 6%

67,68
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A estabilidade dos lipossomas tem limitado a sua utilidade como transportadores de vacinas,
principalmente na administragdo oral, onde os proprios lipossomas sdo suscetiveis a dissolucao
no intestino e a degradacao através das fosfolipases intestinais. As técnicas utilizadas para

3, 36

estabilizar lipossomas incluem formulagdes lipidicas variadas nos lipossomas e

polimerizacdo de membranas lipossomais'> .

Os ISCOMs (complexo imunoestimulante) sdo particulas carregadas negativamente com 30-40
nm de didmetro, usada como sistema de veiculacdo para antigénios, sdo constituidos pela
mistura de lipidos, colesterol e Quil A (mistura de Saponinas Quillaja extraidas da casca da
arvore Quillaja sapanaria Molina) que € um potente imunoadjuvante. Antigénios hidrofébicos
podem ser incorporados aos ISCOMs espontanecamente. Esta incorporacdo, pode exigir a

modificagdo dos antigénios antes de serem inseridos nos ISCOMs'> 70,

Os ISCOMs contém o uso de proteinas do envelope do virus sincicial respiratorio (RSV), onde
induziram respostas séricas de IgG ap6s administragdes intranasais a camundongos. Também
induziram respostas significativas ao nivel de sIgA expressas localmente nos pulmdes e no trato
respiratdrio superior, € remotamente nos genitais e tratos intestinais. A imunizag¢ao intranasal
da nucleoproteina do virus influenza A em ISCOMs induziu fortes respostas de anticorpos e
imunidade mediada por células. A principal vantagem dos ISCOMs decorre do fato de que a
estrutura do ISCOM combina a adjuvanticidade da saponina Quillaja e a imunogenicidade do

antigénio incorporado na mesma entidade'> !,

As imidazoquinolinas podem ativar TLR 7/8, levando a ativagdo de NF-kB e IRF7,
promovendo a producdo de citocinas pro-inflamatérias e interferons do tipo I, resultando na
producao de células T do tipo Thl e CTLs. Imiquimod (R837), resiquimod (R848) e 3M-052
(também conhecido como telratolimod) sdo as imidazoquinolinas mais estudadas como
adjuvantes em configuracdes pré-clinicas e clinicas. Evidéncias substanciais sugerem que o
R837 exibe forte acdo adjuvante em vacinas contra melanoma, HPV, cancro de mama e linfoma
de células T. Vacinas virais e tumorais associadas ao R848 mostraram induzir respostas
humorais mais fortes e respostas imunes de células T CD8+. O 3M-052 ¢ um composto de
imidazoquinolina com estrutura semelhante a de R848, cuja cadeia de acil C18 confere maior
hidrofobicidade, resultando na melhoria da biodisponibilidade no local imune e havendo a
redugdo da probabilidade de transmissao sistémica. Além disso, essa lipidificacdo facilita a
incorporagdo de 3M-052 em formulagdes baseadas em lipidos, como emulsdes ou lipossomas.

Vacinas de HIV formuladas com 3M-052 encapsulado em NPs de Poli(acido latico-co-
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glicolico) (PLGA) ou aluminio mostraram induzir altos e sustentados niveis de respostas de

anticorpos e células T7>7,

O glucopiranosil lipideo A (GLA) ¢ um mimético sintético de LPS que ¢ uma alternativa ao
MPLA. GLA pode induzir respostas imunoldgicas do tipo Th1 in vivo ao ativar TLR4 nas APCs.
GLA ¢ comumente preparado como suspensao aquosa de glucopiranosil lipideo A (GLA-AF),
emulsdo estavel de glucopiranosil lipideo A (GLA-SE), lipossoma de glucopiranosil lipideo A
(GLA-LS) e glucopiranosil lipideo A com hidréxido de aluminio (GLA-alum). Entre elas,
GLA-SE ¢ a mais documentada em estudos pré-clinicos e clinicos. Quando usado como
adjuvante para a vacina de subunidade HSN1, o GLA-SE induziu a produc¢ao de células T CD4+
do tipo T1 especificas ao antigénio e maiores titulos de anticorpos do tipo Thl, protegendo
camundongos e furdes do desafio do virus HSN1. Em primatas ndo humanos, GLA-SE induz
mais citocinas do tipo Th1 quando usado como adjuvante de vacina contra influenza e induz a
produgdo de anticorpos neutralizantes contra multiplas variantes do virus influenza, melhorando
significativamente o efeito imunoprotetor da vacina. Em varios ensaios clinicos, quando usado
como adjuvante para a vacina contra a tuberculose e testado contra a proteina recombinante
ID93, a vacina induziu alta producdo de anticorpos especificos ao antigénio e respostas de
células T CD4+, demonstrando boa seguranca e imunogenicidade nas populacdes vacinadas.
Além disso, o GLA-SE foi clinicamente avaliado como adjuvante de vacinas contra maldria,
tumores, HIV, leishmaniose visceral e esquistossomose. Esses ensaios clinicos sugerem que o
GLA-SE ¢ um adjuvante de vacina eficaz e seguro com potencial como adjuvante de proxima

geracdo’> 74,

Os CpG ODNs sao moléculas de DNA de cadeia simples sintéticas, amplamente estudadas
como agonistas de TLR9. Entre eles, os mais comumente usados como adjuvantes de vacinas
sdo CpG ODN 1018, CpG ODN 7909 e IC31. Eles podem levar a ativagao transcricional de
TRF7, que, por sua vez, leva a produgdo de citocina IL-12 e interferons do tipo I, induzindo
uma forte resposta de células Thl e producao de CTLs. CpG ODN 1018 ¢ o mais estudado em
ensaios pré-clinicos e clinicos. Além do CpG ODN 1018, CpG ODN 7909 ¢ o segundo mais
estudado. O CpG ODN 7909 mostrou melhoria na taxa de resposta de pacientes HIV positivos
a vacinagao, demonstrando o potencial promissor das vacinas formuladas com CpG ODN 7909

para melhorar as taxas de resposta vacinal em individuos imunocomprometidos’ 7.

O STING ¢ um recetor citoso6lico crucial para a dete¢ao de DNA exdgeno e sinalizagdo imune
inata. O STING agonista adjuvante mais proeminente em estudos pré-clinicos e clinicos ¢ o

cGAMP (3'3'-cGAMP). Vacinas com cGAMP podem induzir forte resposta humoral e
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imunidade de células T contra influenza, HIV e cancro. Ensaios clinicos recentes mostram que

cGAMP pode ser uma estratégia adjuvante promissora para a produg¢io de vacinas’>.

A CT e a enterotoxina termolabil (LT), produzidas por V. cholerae e E. coli, respetivamente,
sdo toxinas bacterianas comprovadamente eficazes como adjuvantes mucosos. Ambas tém
subunidades A e B, sendo a subunidade A responsavel pela atividade adjuvante. Elas aumentam
os niveis de CAMP nas células epiteliais, levando a ativacdo da proteina quinase A (PKA) e a
secrec¢do de fluidos. O componente B liga-se a recetores nas células hospedeiras para facilitar a
entrada da toxina. Apesar da sua toxicidade, sdo usadas como adjuvantes mucosos devido a sua
capacidade de induzir respostas imunes. Esforcos sdo feitos para desenvolver versdes nédo

toxicas dessas toxinas para uso seguro em vacinas®®.

Varios adjuvantes tém mostrado ser eficientes como adjuvantes mucosos, incluindo a IL-12,
dipeptideo muramilico (MDP), avridina, monofosforil lipideo A (MPL), sais de aluminio e
MF59% 6, Estes adjuvantes foram estudados em modelos animais, demonstrando melhorias
nas respostas imunes ao nivel das mucosas quando administrados junto com antigénios por via
intranasal. Por exemplo, a IL-12 aumentou os niveis de anticorpos e melhorou a sobrevivéncia
apos desafio viral em camundongos. O MDP e os seus derivados também mostraram aumentar
a resisténcia do hospedeiro contra infe¢fes virais ao nivel das mucosas. A avridina, quando
incorporada em lipossomas, induziu producdo de sIgA no trato respiratorio e aumentou as
respostas imunes mucosas. MPL e sais de aluminio também melhoraram as respostas imunes
qguando administrados nas mucosas. O MF59, uma emulsdo de 6leo em &gua, mostrou
adjuvanticidade mucosa em modelos animais®> ’’. Na tabela 1 encontram-se resumidos todos

0s sistemas de veiculagdo mencionados bem como as suas vantagens.
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Tabela 1 — Sistemas de veiculacéo

Sistema de veiculacao

Polimero PLG
(Poli(D, L-lactideo-co-
glicolido))

Vacinas de DNA
Plasmidico

dsRNA

Imidazoquinolinas

GLA

CpG ODN 1081, CpG
ODN 7909 e IC31

Toxinas Bacterianas
(CT,LT)

Microparticulas/

Emulsoes

Outros Adjuvantes
Mucosos

Descricao

Biodegradavel através de
hidrdlise, gera acidos
lactico e glicdlico.

DNA plasmidico que
codifica antigénios.

Ativa TLR3 e MDAS,
promovendo respostas
Thl.

Ativam TLR7/8 e geram
respostas Th1l e CTLs.

Mimético de LPS, ativa
TLR4.

Moléculas de DNA
sintéticas que ativam
TLRY, levam a producdo
de IL-12 e interferons do
tipo I

Subunidades A e B de

toxinas de V. cholerae ¢ E.

coli.

Microesferas, NPs,
ISCOMs, lipossomas.

IL-12, MDP, MPL, entre
outros.

Vantagens /Utilizacio

Libertag¢ao controlada dos
antigénios.

Induzem respostas eficazes contra
agentes patogénicos virais e
intracelulares.

Induzem respostas imunes fortes
com células T citotoxicas,
importante em vacinas contra
virus e alguns tipos de cancro.

Aumentam a produgao de
anticorpos e células T citotoxicas,
eficazes contra cancro e doencas
virais.

Induz respostas do tipo Thl,
utilizado em vacinas contra varias
doencas como HIV, malaria e
cancro.

Induzem fortes respostas Thl e
CTLs, eficazes em vacinas contra
HIV e outros virus.

Aumentam a resposta imune ao
nivel das mucosas, com esfor¢os
para desenvolver versdes nao
toxicas para vacinas seguras.

Protegem os antigénios da
degradacao, melhoram a
distribui¢do e o aumento da
imunogenicidade.

Melhoram as respostas imunes
quando administrados com
antigénios por via das mucosas.
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6.3. Fundamentos imunologicos para a busca por novos adjuvantes

vacinais

Recentes avangos na compreensao da fisiologia das respostas imunes permitem-nos identificar
novos alvos para o design de adjuvantes modernos. As estratégias orientadas por hipoteses
combinadas com a disponibilidade de modelos de camundongos transgénicos estdao a gerar uma
grande quantidade de informagao sobre a fisiologia das respostas imunes, tanto a nivel celular
quanto molecular. O progresso foi feito na compreensdo da imunidade inata e dos sinais pro-
inflamatérios precoces, memoria de células T e B, polarizagdo Th1/Th2 e na imunidade nas

superficies mucosas, etc’s3!,

Os eventos pro-Inflamatérios iniciais € a imunidade inata, sdo considerados linhas de defesa
ndo especifica contra agentes patogénicos. Estudos recentes demonstraram amplas evidéncias
de que os niveis de protecao fornecidos por células B e T polimorficas em resposta aos ataques
de agentes patogénicos (imunidade adaptativa) dependem em grande parte da qualidade e
precisao dos sinais de "perigo" iniciais percebidas por células imunes inatas no local de entrada
do agente infecioso. Portanto, imitar ou induzir eventos pro-inflamatdrios iniciais € mecanismos

de imunidade inata deve ser uma caracteristica fundamental dos futuros adjuvantes’®.

Um outro fundamento imunolégico ¢ a quimioatracdo. As quimiocinas sdo moléculas
estruturalmente relacionadas envolvidas no controlo do trafego e ativacao de leucocitos. Os
mapas abrangentes da interacao entre quimiocinas € os seus recetores foram estabelecidos para
todos os subconjuntos de leucocitos humanos. Uma troca rapida e coordenada na expressao de
recetores de quimiocinas ¢ conhecida por ocorrer quando as DCs humanas amadurecem, com
recetores como CCR1, CCR2, CCRS, CCR6 e CXCRS5 expressos em DCs imaturas, e CXCR4
e CCR7 regulados para cima em DCs maduras’® 3. Além das quimiocinas, outros fatores
soluveis, como o tripéptido bacteriano N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanine (fMetleuPhe)
ou C5a, foram identificados como quimiotaxinas potentes para DCs. Agonistas para recetores
de quimiocinas selecionadas podem ser usados para atrair DCs imaturas no local de inje¢ao do
antigénio, ou para controlar a migragao de DCs maduras (junto com células T imaturas) e para
orgaos linfoides secundarios. Além disso, a fusdo do antigénio com quimiocinas como a
proteina quimiotatica de mondcitos (MCP)-3 (CCL7) ou IP10 (CXCL10) tem sido usada para
direcionar o antigénio para APCs’® 83, Curiosamente, além de células T imaturas e de meméoria,
as células T Th1 e Th2 expressam padrdes distintos de recetores de quimiocinas, como CXCR3

e CCRS5 que sao expressos em células Thl, e os recetores CCR4 e CCR3 sdo expressos em
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células Th2. O uso de adjuvantes que mimetizam ou inibem a ligagdo de algumas dessas
quimiocinas e os seus recetores poderiam, portanto, ser usados para polarizar as respostas das

células T7% 34,

Com a evolugédo e conhecimento da biologia das DCs e da fisiologia do processamento e
apresentacdo de antigénios tende a haver melhoria no design de novas vacinas. Isto inclui a
formulagdo de antigénios para direcionar melhor as APCs e elicitar respostas de células T
especificas. Recentemente, foram identificados recetores de superficie preferencialmente
expressos pelas APCs, permitindo o direcionamento do antigénio para sua internalizacdo e
apresentacdo as células T. Isso possibilita a ativacdo das APCs e aumenta as funcbes de
apresentacdo de antigénios, o que € fundamental para iniciar uma resposta imune eficaz.
Adjuvantes projetados para estimular respostas imunes celulares fortes devem facilitar a entrada
do antigénio nas APCs e induzir a sua diferenciacdo para otimizar a ativacdo de linfocitos T
imaturos. Esses adjuvantes podem ser moléculas Unicas ou combinaces delas, e outras
estratégias, como o uso de vetores especificos ou a modificagdo direta do antigénio, também
podem ser consideradas para direcionar as APCs. Além disso, é importante notar que
adjuvantes/formulacdes podem induzir a maturacdo das DCs, aumentando as suas funcdes de
apresentacdo de antigénios, e possivelmente imitando sinais associados a ajuda das células T
ou a inflamacdo. A maturacdo ou “condicionamento” das APCs pode ser alcancada por meio
da ligacdo cruzada de moléculas de CD40 com CD40L ou anticorpos anti-CD40, e apds
estimulacdo com produtos microbianos como LPS ou citocinas como o fator de necrose tumoral
(TNF)-a®,

E importante a compreensdo ao nivel da biologia dos TLRs e 0 seu impacto no design de
adjuvantes. Alguns ligantes de TLR estdo a ser testados como adjuvantes Thl, incluindo os
agonistas de TLR9 contendo motivos CpG, agonistas de TLR4 como MPL e analogos
sintéticos, ou agonistas de TLR7 como imidazoquinolinas. A analise dos padrdes de expressao
de TLRs em células imunes pode ser Util para selecionar os agonistas de TLR mais apropriados
a serem usados como adjuvantes, dependendo da sua imunizacdo. Compreender as vias de
sinalizacdo dos TLRs e realizar analises estrutura-fungdo com anélogos sintéticos de agonistas
de TLR facilitara o design dos adjuvantes com fortes propriedades e com os minimos efeitos

adversos’® 8°,

E, igualmente, importante considerar o papel dos linfocitos T inatos/naturais, como as células
T natural killer (NKT) e as células Gama/Delta T linfocitos (T yd), no desenvolvimento da

resposta imune. Estas células desempenham um papel fundamental na defesa contra agentes
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patogénicos infeciosos e na promocao de respostas imunes eficazes. O direcionamento dessas
células com adjuvantes especificos, como o glicolipideo sintético a-galactosilceramida (a-
GalCer) para células T NKT ou antigenios de fosfonucleotideos para células T yd, pode ser uma

estratégia promissora para o desenvolvimento de vacinas eficazes’s %,

6.4. Vacinas usando nanoparticulas

Com o avancar dos tempos e com 0s novos estudos ao nivel da preparacdo de vacinas as
atencdes comecam a ser direcionadas para a utilidade das NPs como sistemas de veiculagéo de
vacinas. O antigénio vacinal é encapsulado dentro ou a superficie da NP. Ao encapsular material
antigénico, as NPs fornecem um método para veicular os antigénios que, de outra forma,
poderiam degradar rapidamente apés a injecdo ou induzir uma resposta imunoldgica localizada
e de curta duracdo. A conjugacdo de antigénios nas NPs pode permitir a apresentacdo do
antigénio ao sistema imunitario da mesma forma que seria apresentado pelo agente patogénico,
provocando assim uma resposta semelhante. Além disso, NPs feitas de alguns compostos
permitem ndo apenas a veiculacdo direcionada de antigénios, mas também a libertacéo
prolongada dos mesmos para maximizar a exposi¢ado ao sistema imunitario. Também esta a ser
estudado o potencial das NPs para veicular vacinas através de métodos néo tradicionais, como
topica, inalacdo ou veiculacao Gtica, bem como combinar varios antigénios na mesma particula

para proteger contra varias doengas®’.

Entre os primeiros sistemas de veiculacdo de NP estudados estdo as VLPs (particulas
semelhantes a virus), que mostraram interesse devido a sua facilidade de producéo e capacidade
de estimular respostas imunoldgicas fortes®” &, Estas particulas compreendem um tamanho
entre 20 a 150 nm. As VLPs consistem num envelope viral auto-montado, gerado a partir de
uma Unica proteina que forma um complexo multimérico mostrando alta densidade de
epitopos®” 8. Ao contrario dos virus, as VLPs montam-se sem encapsular qualquer RNA viral,

o que significa que s&o n3o replicantes e ndo infeciosas®’.

As VLPs podem ser usadas para expressar proteinas adicionais, seja fundindo essas proteinas a

particula ou expressando multiplos antigénios®’ &,

O sistema de expressao de baculovirus € o mais usado para a geragcdo de VLPs porque tem bom
perfil de seguranca, pois os baculovirus ndo infetam naturalmente humanos. O virus da
poliedrose nuclear multipla de Autographa californica (AcMNPV) é o componente de VLP

mais amplamente estudado®” ®.Neste sistema, um gene néo essencial codificador da proteina
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formadora do corpo de ocluséo viral (poliedrina) é substituido por um gene de interesse®” 8. O
vetor codificador da VLP modificada pode entdo ser usado para infetar células de inseto (Sf9
ou Sf21 derivadas de Spodoptera frugiperda, ou BTI-TN-5B1-4 derivadas de Trichoplusia ni)
para gerar quantidades suficientes da proteina viral de modo a haver a auto-montagem em
complexos multiméricos. A vantagem de usar este sistema é que, ndo apenas 0 ACMNPV tem
um grande genoma (130 kb), permitindo a insercdo de multiplos genes grandes, mas também

ha tipicamente um alto rendimento proteico impulsionado pelo forte promotor de poliedrina®”
90

Apesar de sua versatilidade, a principal desvantagem do sistema de expressdo de
baculovirus/inseto é sua incapacidade de produzir glicoproteinas recombinantes auténticas de
mamiferos devido as diferencas nos padrdes de modificacdo pos-traducional entre células de

inseto e de mamiferos®’.

Outro problema associado ao sistema de expressao de baculovirus € a morte celular resultante
e a lise das células de inseto dentro de poucos dias ap0ds a infegdo com baculovirus, tornando-
se problematico para proteinas que sdo selecionadas para secrecdo ou sdo vulneraveis a

degradac&o®’.

Os lipossomas também s&o muito usados por serem auto-montaveis, consistem numa bicamada
fosfolipidica com um nucleo aquoso®” %% 92, Podem ser gerados como vesiculas unilamelares,
que consistem em uma Unica bicamada fosfolipidica, ou vesiculas multilamelares, que sao
compostas por varias camadas concéntricas de fosfolipidios separadas por camadas de agua.
Como consequéncia, os lipossomas podem ser adaptados para incorporar moléculas hidrofilicas
no nucleo aquoso ou moléculas hidrofébicas dentro das bicamadas fosfolipidicas.

Os ISCOMs também s&o usados como sistemas de veiculacio a NP8 %% e tém sido usados para
encapsular proteinas do envelope viral, como do virus herpes simplex tipo 1, hepatite B e
influenza. As proteinas de uma variedade de bactérias e parasitas, incluindo Escherichia coli,
Brucella abortus e Plasmodium falciparum, também tém sido usadas para montar ISCOMs®*
% bem como, complexos sem proteinas virais que também sdo usados e sdo frequentemente

referidos como matrizes de ISCOM®" 94,

As NP poliméricos tém mostrado interesse pela sua capacidade de veicular medicamentos, além
de serem biodegradaveis. Além disso, a cinética de libertacdo de medicamentos carregados em
NP poliméricos pode ser controlada por mudancas na composi¢cdo do copolimero. Esta classe

de NP pode ser preparada a partir de uma variedade de polimeros, incluindo poli(acidos alfa-
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hidroxilicos), poli(aminoacidos) ou polissacarideos, de modo a criar uma vesicula que pode

acomodar ou exibir antigénios®” %,

Os poli(acidos alfa-hidroxilicos) mais comumente usados para preparar NP poliméricos séo
PLGA ou poli(acido latico) (PLA), frequentemente sintetizados usando uma técnica de dupla
emulsdo-evaporacdo de solvente. O uso deste método é limitado, pois a eficacia do
encapsulamento de antigénios € baixa e ha a possibilidade de desnaturacdo de proteinas na
interface Oleo-dgua. A adicdo de estabilizantes como surfactantes ou acucares, incluindo
trealose e sacarose, aumenta a estabilidade contra a desnaturagdo mantendo a proteina hidratada

na sua forma nativa®’.

Um método alternativo para manter a estabilidade da proteina encapsulada usa
poli(aminoacidos) como poli(acido gama-glutamico) (y-PGA), poli(e-lisina), poli(L-arginina)
ou poli(L-histidina), que ndo requerem uma etapa de emulsdo na sua sintese®” %. Estes
copolimeros anfifilicos auto montam-se através de interacfes hidrofobicas para formar
estruturas poliméricas formando um nicleo hidrofébico e uma casca externa hidrofilica®” ¥’
Assim, os acidos glutamicos ligados por y em y-PGA ndo sdo facilmente reconhecidos por

proteases comuns, resultando em estabilidade adicional.

Polimeros de polissacarideos hidrofilicos também sdo bons candidatos para a veicular vacinas,
sendo escolhidos para preparar NP. Muita atencéo tem sido dada as NP de quitosano por causa
da sua biocompatibilidade e da sua biodegradabilidade em produtos ndo téxicos in vivo, bem

como, na sua capacidade de abrir as juncdes estreitas entre células epiteliais®’.

Para além das NPs formadas por materiais bioldgicos ou biodegradaveis, como as discutidas
anteriormente, também existem as ndo degradaveis que também estdo a ser alvo de estudo como
veiculo de vacinas®” %. Entre elas estdo as NP de ouro, carbono e silica, que podem encapsular

antigénios ou, mais frequentemente, fornecer uma superficie para a ligacio covalente®’.

As NPs de ouro podem variar consideravelmente em tamanho, mas sdo frequentemente usadas
na faixa de 2-50 nm. Usando acido clorodurico como solucgéo inicial, o ouro é reduzido para
formar particulas esfericas de 10-20 nm ou 2 nm de diametro, dependendo do uso de um agente
redutor suave ou forte. Em ambos os casos, as particulas formadas sdo tipicamente

monodispersas e uniformes em forma, o que é essencial para manter a consisténcia da carga de
antigénios. As particulas menores, formadas a partir do uso de um agente redutor forte, podem

entdo ser aglomeradas para formar particulas maiores com uma razao de aspeto desejada usando
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0 brometo de cetiltrimetilamonio e acetato de prata &’.

As NPs de carbono também foram investigadas como veiculo de vacinas, incluindo a veiculagdo
oral. Usando NPs de silica como um molde, as particulas sdo entdo carbonizadas a altas
temperaturas sob gas azoto e usando sacarose como fonte de carbono. A particula resultante
tem mais de 450 nm de tamanho com mesoporos de 50 nm embutidos na superficie da particula.
Dentro desses poros, um antigénio proteico pode ser protegido do ambiente agressivo do trato

gastrointestinal, permitindo a administracio oral para promover a imunidade mucosal &' %,

As NPs de silica sao frequentemente usadas como um modelo para a criacdo de NPs de carbono.
Elas fornecem uma superficie robusta para a modificacdo com antigénios, podendo ter como
funcdo o aumento da resposta imune. Além disso, as NPs de silica tém sido usadas para proteger
antigénios proteicos da degradacdo, garantindo a sua veiculacdo eficaz e estavel ao sistema
imunitario®’. Na tabela 2 encontram-se sumarizados os diferentes tipos de antigénios utilizados

em sistemas de veiculagdo de vacinas com NP.
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Tabela 2- Exemplos de antigénios utilizados em sistemas de veiculacdo de vacinas com

NP8

Tipo de NP

VPLs

Lipossomas

ISOCOMs

Poliméricos

Nao

biodegradaveis

Material

Proteinas virais.

Fosfolipidos.

Colesterol,
fosfolipidos,
saponina.

PLGA, PLA,
quitisano.

Ouro, carbono,
silica.

Antigénio

Proteinas virais e
heterdlogas.

Hidrofilicos e
hidrofébicos.

Proteinas virais e
bacterianas.

Proteinas, DNA,
RNA.

Proteinas,
polissacarideos,
glicoproteinas.

Exemplos de
patogénicos

Hepatite B, Influenza,
HPV.

Diferentes bactérias e
virus.

Herpes, Hepatite B,
Influenza, E. coli.

Varios, incluindo
vacinas tumorais.

Vérios patogénicos,
aplicacdo em
imunoterapia.

Existem limitagcdes ao uso de NPs como veiculos de vacinas que variam desde preocupacdes

com a toxicidade das particulas até dificuldades na producdo dos materiais e na apresentacao

de antigénios na sua forma nativa. A producdo de NPs adequadas pode apresentar algumas

desvantagens como o uso de linhagens de células de insetos para a expressao de VLPs. Estas

sdo incapazes de glicosilar proteinas da mesma forma que as células de mamiferos®” *°. Para

outros sistemas, existem preocupacfes com a estabilidade ou potencial para a produgdo em

massa. Um dos maiores obstaculos com os sistemas de veiculacdo de lipossomas é sua

instabilidade. Uma das maneiras de superar isso € a modificagédo da superficie com um polimero

hidrofilico, como glicol (por exemplo, polietilenoglicol, quitosano glicol). I1sso serve como uma

barreira para as células do sistema reticulo-endotelial para estender sua vida circulatdria®’.
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Uma grande preocupagdo com a introducdo de NPs em aplicacdes biomédicas tem sido sua
toxicidade porque alguns materiais que de outra forma seriam considerados seguros adquirem
caracteristicas diferentes em forma nanoparticulada e as vezes podem-se tornar prejudiciais.
Por exemplo, no seu estado mineral natural, o didxido de titanio é biologicamente inerte; no
entanto, quando administrado como NP com menos de 20 nm de didmetro, ele causa uma reacao
inflamatoria em animais e humanos. O ouro € geralmente considerado um material seguro e
inerte e é usado habitualmente em implantes médicos, no entanto, NPs de ouro com um
diametro de 1,4 nm comportam-se de uma maneira muito diferente quando atravessam as
membranas celulares e nucleares e quando se ligarem irreversivelmente ao DNA, causando
instabilidade. Nem todas as NPs de ouro tém o0 mesmo comportamento, aquelas com um
diametro ligeiramente maior (15 nm) sdo consideradas ndo toxicas em concentracfes até 60

vezes maiores®.

Outras preocupacdes com a toxicidade associadas as NPs sdo a acumulacdo dentro das células,

especialmente com exposi¢do continua ou uso prolongado.

Também existem preocupacgdes mais especificas sobre os componentes usados em NPs. Apesar
do numero de vacinas veterinarias que utilizam ISCOMs, ha incertezas sobre a toxicidade dos
adjuvantes a base de saponina e isso, até 0 momento, tem impedido a sua licenca para uso em

humanos®’.
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7. Vacinas no mercado

O PNV ¢ universal gratuito e acessivel a todos os residentes em Portugal. Tem como objetivo
proteger a populacdo em geral contra as doencas com maior potencial para constituir uma

ameagca a satde publica e individual'®.

O PNV érevisto e atualizado pela Dire¢cao-Geral da Saude (DGS), ap6s a proposta da Comissao
Técnica de Vacinacao (CTV) tendo em conta as vacinas disponiveis, bem como a frequéncia e
distribuicdo das doengas no pais, da evolugdo social e dos servicos de saude adequados a

epidemiologia das doengas e de aplicabilidade e aceitabilidade reconhecidas'®,

De acordo com a legislagdo em vigor ¢ recomendado esquemas vacinais gerais em funcdo da
idade e do estado vacinal anterior e ainda esquemas especificos para grupos especificos ou

circunstancias especiais.

As criancas, dependendo da idade, recomendam-se 13 vacinas. Aos adultos e durante toda a
vida sdo recomendadas cinco vacinas. As gravidas é recomendada uma vacina e aos grupos
com risco acrescido para determinadas doencas recomendam-se ainda, para além das
recomendadas a populacdo em geral, mais quatro vacinas. Estas encontram-se resumidas na

tabela 31,
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Tabela 3- Vacinas recomendadas em Portugal 1%,

Criancas Adultos Gravidas Grupos de risco
Hepatite B Tétano e Tosse e Tuberculose
Difteria Difteria convulsa e Infe¢des  por
Tétano Sarampo Streptococcus
Tosse convulsa Rubéola pneumoniae de
Poliomielite Poliomielite 23 serotipos
Doenga invasiva por e Doenga
Haemophilus invasiva  por
influenzae do serotipo Neisseria
b meningitidis
Infegdes por dos grupos
Streptococcus ACWY
pneumoniae de 13 e Hepatite A
serotipos

e Doenga invasiva por
Neisseria
meningitidis do grupo
B e do grupo C

e Sarampo

e Parotidite epidémica

e Rubéola

e Vacina contra

infe¢des por virus do

humano

Papiloma

(HPV)

Dentro das presentes vacinas existem algumas que estdo incluidas no PNV e outras que nao
estdo, mas que sao altamente recomendaveis. As vacinas que estdo incluidas no PNV sdo as

seguintes:

e Vacina VHB - contra a hepatite B;
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e Vacina hexavalente DTPaHibVIPVHB - contra a difteria, tétano, tosse convulsa,
doenca invasiva por haemophilus influenzae tipo b, poliomielite, hepatite B;

e Vacina Pnl3 — contra infegdes por streptococcus pneumoniae de 13 serotipos;

e Vacina pentavalente DTPaHibVIP — contra a difteria, tétno, tosse convulsa, doenca
invasiva por haemophilus influenzae tipo b, poliomielite;

e Vacina Td — contra tétano e difteria;

e Vacina VASPR — contra o sarampo, parotidite epidémica e rubéola;

e Vacina MenB — contra doenga invasiva por Neisseria meningitidis B;

e Vacina MenC — contra doenga invasiva por Neisseria meningitidis C;

e Vacina HPV — contra infe¢des pelo virus do papiloma humano ®.

Atualmente a vacina BCG (contra a tuberculose) faz parte do PNV apenas para grupos de risco.

A avaliacdo da situacdo de risco e a vacinagdo com a BCG ¢ feita nos centros de saude %.

As vacinas que ndo estao incluidas no PNV e que sao prescritas por indicagcdo médica sao as

seguintes:

e Men ACWI135Y - contra a doenga invasiva meningocdcica (DIM);

e Rotavirus — contra a gastrenterite aguda (GEA) que ¢ uma infe¢do muito comum nos
primeiros anos de vida, sendo os virus os agentes etiologicos mais frequentes;

e Qripe — contra o virus influenza que pode causar infecdo em qualquer grupo etario, mas

com taxas de incidéncia mais elevadas em criancas.

Em Portugal estao disponiveis vacinas trivalentes inativadas que incluem na sua composi¢ao

dois subtipos de virus influenza A e um tipo de influenza B.

A vacinagdo contra a gripe ¢ recomendada pela DGS para grupos de risco nos quais a gripe
pode ser particularmente grave, nomeadamente nas criangas com mais de seis meses e
adolescentes com patologias adjacentes’. Atualmente, em Portugal estd disponivel a vacina
intranasal para a preveng¢ao da gripe em criangas e adolescentes dos 24 meses até aos 18 anos.
Esta vacina ¢ administrada por pulverizagao nasal, utilizando virus vivos atenuados para induzir

uma resposta imunolégica'®’.

e Hepatite A — Portugal € considerado um pais de baixa endemicidade para esta doenca
estando indicadas para viajantes que vao para paises com endemicidade intermédia ou

alta e que tenham patologia hepatica crénica, candidatos a transplante de orgao,
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infetados por VIH, hemofilicos ou a receber hemoderivados ou que pertencam a
comunidade onde seja detetado um surto;

e QOutras vacinas para viajantes sdo as vacinas contra a febre-amarela e febre tifoide sao
disponibilizadas e administradas nos Centros de Vacinagdo Internacional mediante
apresentacao de prescri¢ao médica;

e Vacina Tosse Convulsa (Tdpa) — para mulheres gravidas. Nos tultimos anos, o
reaparecimento de quadros graves e com mortalidade no recém-nascido e lactente por
infecdo por Bordetella pertussis levou a recomendagao da vacina acelular. Neste caso,

a principal razio para a vacinagio da gravida é a protecio da crianga e nio da mae’.

Uma outra vacina, também muito usada ¢ a imunoterapia especifica para alergénios (SIT) ¢
uma forma de vacinagdo terapéutica que requer a identificacdo dos alergénios causadores da
doenca para a prescricdo da vacina correta. Testes diagnosticos baseados em moléculas de
alérgenos recombinantes permitem a determinacdo precisa das reatividades IgE aos alérgenos

individuais, levando a uma melhor compreensio das reatividades cruzadas'®.
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8. Conclusao

A imunidade das mucosas desempenha um papel fundamental na protecao contra agentes
patogénicos devido a sua ampla area de exposicao e a integracdo de mecanismos imunologicos
inatos e adaptativos. As vacinas ao nivel das mucosas representam uma estratégia promissora
no que diz respeito a indugao de respostas imunes locais e sistémicas mais eficazes, protegendo
diretamente ao nivel da superficie das mucosas, onde habitualmente ocorrem as primeiras

interagcdes com agentes infeciosos.

O desenvolvimento de vacinas para a imunizagao ao nivel das mucosas enfrenta alguns desafios
como a necessidade de superar barreiras anatdmicas e imunologicas. As vacinas orais e nasais,
tém demonstrado alguma eficécia apesar dos grandes desafios associados como a degradagdo
enzimatica. A incorporagdo de tecnologias avancgadas, como vacinas com DNA e RNA,

aumentam as op¢des disponiveis no mercado, aumentando o alcance da imunizacao.

A microbiota intestinal surge como um fator critico na modula¢do da imunidade induzida pela
vacinacdo. Em paises em vias de desenvolvimento, onde a desnutricdo e as enteropatias
ambientais sdo prevalentes, a eficacia das vacinas pode ser comprometida. A aplicagdo de
estratégias que integram o impacto da microbiota na formulagao e a aplicacdo de vacinas podem

melhorar a eficacia, principalmente em criangas ¢ populagdes mais vulneraveis.

Os adjuvantes tém um grande papel no que diz respeito a amplificacdo da resposta imune
vacinal. Os lipossomas, NPs e ativacao dos TLRs aumentam a imunogenicidade, enquanto os
adjuvantes especificos como o quitosano, facilitam a veiculagdo de antigénios ao nivel da

mucosa facilitando respostas imunologicas locais mais robustas e direcionadas.

Os sistemas de veiculagdo de vacinas, como as NPs, visam a prote¢do de antigénios contra a
degradacao permitindo a libertacdo controlada. Estas particulas mimetizam a estrutura de
agentes patogénicos naturais, promovendo respostas imunoldgicas robustas e direcionadas,
além de possibilitarem a integracdo de antigénios e adjuvantes em uma Unica estrutura,

aumentado a eficacia e minimizando efeitos adversos.

A evolugdo imunolégica moderna, como o papel da microbiota e a utilizagdo de novas
tecnologias emergentes incluindo as particulas biodegradaveis e vacinas comestiveis, amplia as
possibilidades de sucesso na protecdo contra doengas infeciosas. No entanto, os desafios
permanecem, como a degradagdo dos antigenos ao nivel das mucosas e a influéncia de fatores

ambientais e da microbiota nas respostas imunologicas.
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O PNV ¢ universal, gratuito e acessivel a todos os residentes em Portugal, visando proteger a
populagdo contra doengas com grande potencial de impacto na satde publica e individual. O
PNV ¢ atualizado regularmente pela DGS, com base em recomendacdes da Comissao Técnica
de Vacinacao, considerando a epidemiologia, evolugao social e cientifica, e a aplicabilidade das
vacinas. As vacinas fora do programa, sdo recomendadas mediante prescricdo médica e
complementam as opgoes disponiveis, garantindo prote¢ao especifica para grupos e situagdes

particulares.

Em suma, as vacinas para a imunizagao ao nivel das mucosas representam um avango promissor
no controle de doengas infeciosas, combinando inovagdo tecnoldgica com compreensiao
imunoldgica. Elas tém o potencial de transformar paradigmas de saude publica, contribuindo
para a reducdo de morbilidade e mortalidade a nivel global, especialmente em cendrios onde a
prevengdo ¢ critica. O investimento continuo em pesquisa, desenvolvimento e acessibilidade

sera essencial para maximizar os beneficios dessa abordagem revoluciondria.
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