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RESUMO

A dengue é uma doenca infecciosa, altamente endémica dos paises tropicais e subtropicais. E
causada por um arbovirus, pertencente ao género Flavivirus, da familia Flaviridae, transmitido por
mosquitos fémeas do género Aedes. A infeccdo viral por dengue tornou-se um problema de satde
global crescente, principalmente devido a extensdo do alcance geogréfico do virus, devido a
globalizacdo, a urbanizacdo e ao crescimento demografico desordenado. Por isso, ©
desenvolvimento de uma vacina eficaz torna-se urgente. Existem vérias estratégias para tal, dentre
elas: vacina de virus atenuado, quiméricas, vetorizadas e de subunidade, e todas elas visam induzir
resposta imune de longa duracdo para os quatro sorotipos, sem que cause nenhum efeito adverso,
como o aumento das chances de evoluir para formas mais graves da doenca. Esta revisdo visa
descrever as atuais tecnologias envolvidas na produgdo de vacinas em desenvolvimento contra
dengue.
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ABSTRACT

Dengue is an infectious disease, endemic to tropical and subtropical countries, caused by an
arbovirus belonging to the genus Flavivirus of the family Flaviridae, transmitted by female
mosquitoes of the genus Aedes. Dengue viral infection has become a growing global health
problem, mainly due to the extension of the geographical scope of the virus due to globalization,
urbanization and disorderly population growth. Therefore, the development of an effective vaccine
becomes urgent. There are several strategies for the development of a dengue vaccine, among them:
attenuated virus, chimeric, vectored and subunit virus, all of which aim to induce a long-lasting
immune response to the four serotypes, without causing any adverse effects, such as increased
chances of progressing to more severe forms of the disease. This review describes the current
technologies involved in the production of vaccines under development for dengue.
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principais vetores os das espécies Aedes

INTRODUCAO

A dengue é uma doenca tropical
infecciosa causada por virus. Ela é transmitida
a seres humanos por picadas de mosquitos e
tem grande importancia para a satde publica.
O numero de casos de dengue notificados
anualmente a Organizagdo Mundial de Saude
— OMS aumentou de 0,4 para 1,3 milhdes de
1996 a 2005, chegando a 2,2 milhdes em
2010 e 3,2 milhdes em 2015 (WHO, 2016).

O virus da dengue (DENV), um
flavivirus da familia Flaviridae, € um virus de
RNA fita simples de cadeia positiva,
transmitido pela picada de fémeas de
mosquitos do género Aedes spp. (tendo como

aegypti e Aedes albopictus), e possui quatro
sorotipos (DENV1, DENV2, DENV3 e
DENV4). A infecgdo pelo virus causa a febre
por dengue, dengue com sinais de agravo e
dengue grave (BRASIL, 2016).

A dengue ocorre mediante infeccdo
com qualquer um dos sorotipos, podendo ser
assintomatica ou causar sintomas como febre
branda, cefaleia, mialgia, dor nos olhos e/ou
erupcles cutaneas, com duragdo de 7 a 10
dias. Seu tratamento é feito com bastante
repouso e ingestdo de liquidos, além de
controle de dor e febre através de
medicamentos antipiréticos ou analgésicos
(HEILMAN et al., 2014). A resposta imune
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para a dengue é homotipica, ou seja, oferece
protecdo aquele sorotipo especifico ao qual o
individuo fora exposto, ndo oferecendo
protecdo cruzada. Dessa forma, o individuo
pode sofrer até mais trés infecgBes por
sorotipos diferentes (HALSTEAD, 2009).

Além da influéncia da cepa viral,
predisposicdo genética e 0 estado imunitario
anterior & infeccdo (GUY, 2008), as formas
graves podem também acontecer pelas
respostas imune inapropriadas, tanto celular
quanto humoral; a nivel celular, quando ha a
producdo excessiva de mediadores pro-
inflamatérios  soluveis e ativacdo do
complemento pelas células T de baixa
afinidade e a nivel humoral quando ocorre o0
aumento da replicacdo viral numa segunda
infeccdo por outro sorotipo que se da,
provavelmente, por anticorpos da infeccdo
prévia, que se ligam aos receptores Fc dos
anticorpos, chamados de ndo neutralizantes,
fendmeno este conhecido como Antibody
Dependent Enhancement — ADE, em inglés,
ou Reforco Dependente de Anticorpo, o qual
favorece a manifestacdo de formas mais
graves da doenca (KLIKS et al., 1989).

A ineficicia do controle do vetor, as
mudancas demograficas e sociais, 0 aumento
das viagens aéreas, a falta de infraestrutura de
saneamento basico, mudancas das cepas virais
e a co-circulacdo de varios sorotipos,
aumentam as chances de dengue hemorragica
(COSTA et al., 2002; GUBLER, 2011).

Os estudos para producdo de vacinas
para dengue tiveram inicio na década de 1920,
pela atenuacdo do virus através do sangue ou
da moagem de Aedes spp. infectados
(SIMMONS, 1931). Em 1952, Sabin e
Schlesinger, desenvolveram uma cepa
atenuada de DENV1 que foi protetora em 16
voluntarios submetidos a picada do mosquito
vetor. Com os adventos da cultura de células e
tecidos, bem como da engenharia genética
através da tecnologia do DNA recombinante,
é possivel entdo desenvolver uma vacina
contra dengue com maior eficacia e seguranca
para a sociedade.

METODOLOGIA

Para a revisao bibliografica, a busca
foi realizada no NCBI - PUBMED
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/) e
foram selecionados artigos publicados até

2016, escritos em inglés ou portugués. A
busca foi feita utilizando principalmente os
seguintes termos: vaccine technology, dengue
vaccine, development of dengue vaccine,
dengue vector, technologies of development
for dengue vaccine, entre outros, para que
houvesse maior recuperacdo de referéncias e
deteccdo da maioria dos trabalhos publicados
dentro dos critérios.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Existe apenas uma vacina disponivel
comercialmente para o virus da dengue,
produzida pela Sanofi-Pasteur, com eficacia
de protecdo contra dengue mensurada de
64,7% quando testada em uma populacdo de
20.869 criangas entre 9 e 16 anos (VILLAR et
al., 2015). Devido ao numero de casos de
dengue — 390 milhdes de infecgdes estimadas
globalmente por ano, das quais 96 milhdes
sejam com manifestagdes clinicamente
aparentes (BHATT, 2013), e ao potencial
comercial desse mercado, outras empresas
estdo também na busca por outras vacinas que
sejam seguras, efetivas para todos o0s
sorotipos e acessivel. As vacinas tém as mais
diferentes abordagens, sendo elas: virus vivos
atenuados,  virus  inativados,  vacinas
subunitérias, vacinas de DNA e virus
quiméricos usando vacina contra a febre
amarela e virus da dengue atenuados como
esqueleto (BECKETT; TJADEN; BURGESS,
2011; BHAMARAPRAVATI, 2000;
COLLER; CLEMENTS, 2011; DIAMOND,;
PIERSON, 2015; MURRELL; WU,
BUTLER, 2011; RUPP, 2015).

A vacina produzida pela Sanofi-
Pasteur baseia-se na producdo de quatro virus
quiméricos vivos da dengue nos quais as
sequéncias da vacina da febre amarela (YF)
17D que codificam as proteinas dos envelopes
prM e E foram substituidas pelos genes prM e
E do virus da Dengue dos sorotipos 1, 2, 3 ou
4 num clone molecular de YF-17D. Esta
vacina foi produzida e testada usando quatro
isolados de virus da dengue da Indonésia e
Tailandia. Verificou-se que esta vacina
candidata era atenuada e estdvel em modelos
animais em relacdo ao tamanho da placa e ao
neurotropismo do virus da febre amarela.

Os resultados dos ensaios clinicos néo
mostraram efeitos adversos, exceto dor branda
no local da injecdo, cefaleia e mialgia. O
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estudo de fase | da vacina nas Filipinas
mostrou que a soro positividade aumentou
gradualmente (53, 72 e 92%) apds 1-3
vacinagbes contra 0s quatro sorotipos em
comparagdo com o0 grupo controle. Os
resultados mais promissores  foram
observados em criangas de 2-5 anos de idade
que apresentaram altos niveis de reatividade
de 91, 100, 96, 100% para DENV 1-4,
respectivamente, apés 3 doses (CAPEDING
etal., 2011).

Outro ensaio controlado com placebo
foi conduzido em 10.275 criangas do Vietna
(grupo vacinal com 6851 individuos, grupo
placebo com 3424) para determinar a eficacia
clinica e a seguranca do CYD-TDV. Os
resultados demonstraram casos
virologicamente confirmados em 47% do
grupo vacinal em comparagdo com 0 grupo
controle (53%), depois de 3 doses, sendo que
a eficacia foi alcancada em até 56,5% (IC
95%: 43,8-66,4) (HUU et al., 2012). Esses
achados indicaram que a vacina é altamente
eficaz com bom perfil de seguranca quando
trés injecOes foram administradas em criangas
com idade entre 2-14 anos aos intervalos de 0,
6 e 12 meses.

Em outro estudo, na india, a vacina
ndo apresentou eventos adversos graves e a
imunogenicidade e a seguranca do CYD-TDV
foram satisfatorias (CAPEDING et al., 2014).
Em um estudo piloto realizado em cinco
paises latino-americanos onde mais de 20.000
criancas entre 9 e 16 anos foram recrutadas
para receber a vacina CYD-TDV, os
resultados no que cerne a eficacia (60,8%) e
aos perfis de seguranca foram consistentes
com os achados prévios. Curiosamente, a
eficacia da wvacina (80,3%) contra a
hospitalizacdo por dengue foi promissora e
representou  um  passo  adiante  no
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra
a dengue (VILLAR et al., 2015).

O Walter Reed Army Institute for
Research baseou-se na ideia de vacina de
virus vivo atenuado usando mutantes naturais
ou quimicos e clonando-os em cultura de
células diploides de pulmédo de macaco rhesus
(FRhL-2). A atenuacdo do DENV foi
desenvolvida através de passagens seriadas
dos virus em células de rim de cdo priméario
(primary dog kidney — PDK, em inglés),
isentas de agentes infecciosos humanos e

caninos. Sob esta circunstancia, espera-se que
0 numero de virus patogénicos seja reduzido,
enquanto o numero de virus atenuados, ndo
patogénico, seria aumentado.

O grau de atenuagdo que €
considerado biologicamente seguro para oS
seres humanos, mas ainda pode produzir
anticorpos neutralizantes (neutralizing
antibodies — NT, em inglés), pode ser
estimado empiricamente com base em certos
marcadores  bioldgicos.  Seguindo  este
principio, as vacinas DEN 1-4 vivas
atenuadas foram desenvolvidas a partir de
1981, comecando com vacinas monovalentes
de todos os quatro tipos. Em seguida,
misturadas em vacinas bivalentes, trivalentes
e tetravalentes. As vacinas  foram
recomendadas para serem submetidas a
ensaios em humanos por um comité de
direcdo cientifico nomeado pela OMS. Na
fase 2 desse estudo, realizado com 86 adultos
(18 a 45 anos), foram administradas 3 doses
da vacina. A resposta de anticorpo
tetravalente apdés a segunda dose em
individuos ndo infectados com DENV foi de
60-66,7% e na terceira dose (5-12 meses apos
a segunda dose) ndo teve aumento das
respostas  de  anticorpos tetravalentes
(THOMAS et al., 2013). A formulagdo da
vacina, apesar de ter apresentado boa
imunogenicidade e protecdo ao virus, deve
continuar sendo avaliada, agora num espectro
maior de participantes.

Outra vacina candidata contra a
dengue estd em desenvolvimento nos Estados
Unidos pela Universidade Johns Hopkins e
pelo Instituto Nacional de Alergia e Doencas
Infecciosas (National Institute of Allergy and
Infectious Diseades — NIAID). Consiste em
quatro vacinas utilizando virus vivo atenuado
(DENV1-4), cada wuma contendo 30
nucleotideos de delecdo da regido 3'-nédo
traduzida do RNA gendmico, regido
denominada delta-30 (A30), dando entdo,
inicialmente, o nome de DENV/A30 a vacina.
Estas vacinas eficientemente prejudicaram o
crescimento viral em células de carcinoma
hepatico humano. Para melhorar a atenuacgdo
de DENV-2/A30 ¢ DENV-3/ A30, o DENV
quimérico foi desenvolvido por substituicdo
da regido do gene prM-E do virus DENV-4/
A30 com os genes prM-E de DENV-2 e
DENV-3. Os resultados do ensaio clinico de
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fase | mostraram que todos os quatro DENV/
A30 vivos atenuados S30 seguros e
imunogénicos com efeitos colaterais menores,
tais como erupgdo cutanea leve e leucopenia
transitoria apenas ap0s uma dose mais
elevada (DURBIN et al., 2005).

Uma vacina a base de DNA “nu”
contra DENV foi desenvolvida pelo Naval
Medical Research Center. Os genes que
codificam as regies prM e E (pré membrana
e envelope, respectivamente) de DENV foram
clonados num shuttle vector (vetor que pode
se propagar em duas espécies diferentes, por
exemplo, em E. coli e em mamiferos) sob o
controle transcricional do promotor de
citomegalovirus  humano (CMV). Os
resultados da fase | dos ensaios clinicos ndo
mostraram efeitos adversos, exceto dor branda
no local da injecdo, inchaco e fadiga. Apds a
segunda dose, observou-se uma forte resposta
de anticorpos IgM e IgG, o que favorece o
perfil de protecdo desta vacina. Para obter um
melhor perfil de imunogenicidade, foi
desenvolvida uma vacina baseada em
adjuvante  lipidico  Vaxfectin  (Vical
Incorporated, San Diego, EUA) e o0s
resultados demonstraram um bom perfil de
protecdo contra 0 DENV em comparagdo com
0 DNA sozinho (BECKETT; TJADEN;
BURGESS, 2011). Com base nessa
tecnologia, diferentes grupos desenvolveram
outras vacinas candidatas e obtiveram boa
protecdo em modelos de camundongos
usando as glicoproteinas de envelope prM e
E, a proteina ndo estrutural NS1 e a
helicase/protease NS3 como antigenos de
vacina.

A primeira vacina de virus inativado
purificada (PIV — purified inacivated virus,
em inglés) foi desenvolvida com o hidréxido
de aluminio como adjuvante e testada em
camundongos e macacos rhesus pelo Walter
Reed Army Institute of Research (WRAIR)
contra um unico sorotipo (DEN-2) e
apresentou boa protecdo apds duas doses
(PUTNAK et al., 1996). Para isso, foi isolado
0 DEN-2 virus (strain S16803), adaptado para
células Vero, purificado em sacarose,
inativado com formalina e entdo testado em
camundongos para observar a imunizacéo e
protecdo. Essa vacina contém o capsideo
viral, antigenos prM (pré-membrana) e E
(envelope) e pequenas quantidades de NS1

13

(proteina ndo estrutural). Num outro estudo,
Putnak utilizou da mesma tecnologia, porém
para 0s quatro sorotipos. Além disso,
verificaram que a adicdo de NS3 helicase
recombinante pode aumentar o nimero de
anticorpos especificos e de anticorpos
neutralizantes, ou seja, pode melhorar
sinergicamente a resposta imune, se essa
proteina recombinante for adicionada a vacina
(SIMMONS, 2016). Apesar de vacinas de
virus inativado purificada ser altamente
imunogénica, ela ndo induz boa resposta
imune mediada por células e nem protegédo a
longo prazo (SIMMONS, 2016).

O Centro para Controle e Prevengdo
de Doencas (Centers for Disease Control and
Prevention — CDC, USA) est& desenvolvendo
uma vacina monovalente para os 4 sorotipos
de virus vivo atenuado chamada DENVax.
Todas as quatro vacinas sdo baseadas no
esqueleto comum do virus da dengue: uma
cepa de virus DEN-2 atenuada, denominada
PDK-53, gerada por 53 passagens em série
em células de rim de cdo primario (primary
dog kidney — PDK, em inglés) (OSORIO et
al., 2011). Essa vacina mostrou ser altamente
imunogénica em criancas e adultos e esta em
fase de ensaio clinico nos Estados Unidos.
Com base nisso, Huang et al. (2013) produziu
uma vacina tetravalente utilizando o virus
quimérico DENV2 PDK53 como base,
substituindo as regides génicas prM e E do
DENV2 pelo DENV1, 3 e 4. Todas as
formulacbes testadas foram imunogénicas,
geraram anticorpos neutralizantes para 0s
quatro sorotipos, em ratos AG129 (HUANG
etal., 2013).

Agora denominada TDV (Vacina
Tetravalente para Dengue, em inglés), foi
administrada em duas doses com intervalo de
90 dias, em ensaio de fase 1, realizado com 72
adultos saudaveis, para avaliar a seguranca da
vacina, a viremia do componente vacinal e o
desenvolvimento de anticorpos neutralizantes
para 0s quatro sorotipos. Observaram-se
baixos niveis de TDV-2, TDV-3 e TDV-4
viremia apos a primeira, mas ndo apds a
segunda administracdo. As taxas de soro
conversao global e os titulos de neutralizacéo
apos 2 doses foram 842% e 54,1,
respectivamente, para DENV-1; 92,1% e
292,8, respectivamente, para DENV-2; 86,8%
e 32,3, respectivamente, para DENV-3; E
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71,1% e 15,0, respectivamente, para DENV-
4. Mais de 90,0% dos participantes tiveram
boa resposta trivalente apds a segunda dose
(GEORGE et al., 2015). Os resultados
mostram que a vacina induziu anticorpos
neutralizantes trivalentes para 0 DENV na
maioria dos vacinados, porém precisam ser
realizados outros estudos, que inclua um
maior nimero de participantes e diferentes
faixa etaria.

As vacinas baseadas em subunidades
recombinantes podem oferecer vantagens com
relagdo a outros meétodos pela auséncia de
virus  em replicacdo e/ou  nenhuma
possibilidade de atenuagdo, reverséo ou
inativacdo inadequada. Clements et al. (2010)
descreve a expressdo da subunidade 80E de
todos os sorotipos de DENV em ceélulas
Drosophila S2. Estas séo capazes de expressar
niveis elevados de proteina DENV E truncada
— sem as extremidas — (80E) na sua
conformacdo  nativa. As  formulagdes
tetravalentes de subunidades 80E (com ou
sem NS1 recombinante) foram avaliadas
como possiveis vacinas candidatas em
camundongos e NHP (primata ndo humano,
em inglés). Foi obtida uma resposta
imunitaria equilibrada e a protecdo foi
demonstrada num pequeno ensaio em NHP
quando as formulacGes tetravalentes foram
administradas com adjuvante
ISCOMATRIX® (CLEMENTS et al., 2010).
Atualmente, um ensaio de Fase 1 de um
candidato a vacina de subunidade tetravalente
(\V180, anteriormente referido como 80E) &
patrocinado pela Merck utilizando al-hidrogel
ou ISOCOMATRIX® como adjuvantes em
compara¢do com a vacina sem adjuvante.

CONCLUSAO

Existe ainda grande necessidade de
estudos para entender a patogénese da
infeccdo, uma vez que, na pratica, a dengue se
comporta como se houvesse quatro agentes
causais distintos, e entender 0os mecanismos
moleculares associados a evolugdo para a
forma grave, ou como infec¢bes sequenciais
interferem nessa evolugdo é necessario.

Os avancos das vacinas candidatas nos
ensaios clinicos tornam o tratamento e
controle da dengue cada vez mais palpaveis,
refletindo as décadas de atividades de
pesquisa e desenvolvimento. A testagem e

avaliacdo da eficAcia dessas vacinas &
essencial, pois a imunidade a longo termo em
populagdes vacinadas pode ter
comportamento diferente de acordo com o
sorotipo (a protecdo para alguns sorotipos
pode ser mais longa ou curta do que para
outros), e isso tem impacto no potencial de
ocorréncia de formas graves anos apoOs a
vacinacao.

Apesar destes desafios, 0
desenvolvimento vacinal se apresenta como
uma ferramenta complementar importante no
combate a dengue, e potencialmente outras
arboviroses, como a chik e zika, em especial
em um cenario em que ferramentas de
combate vetorial sozinhas, ndo tem produzido
resultado satisfatdrio no combate a estas
doencas.
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