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dengue, hoje a mais im-
portante doenca viral
transmitida por artrop6-
dos, resulta da infeccao
por um dos sorotipos do
virus do dengue. Esses virus, deno-
minados dengue tipos 1, 2, 3 e 4, sao
transmitidos a um hospedeiro sus-
ceptivel através da picada da fémea
do mosquito Aedes aegypti previa-
mente infectada. O quadro clinico
dessa doenca varia desde apresenta-
¢coes assintomaticas até quadros gra-
ves caracterizados por hemorragia e
choque circulatério e associados a
alta letalidade, denominados febre
hemorragica do dengue (FHD) e sin-
drome do choque do dengue (SCD).
Essas formas da doenca estio, na
maior parte das vezes, relacionadas
com a infeccio secundaria causada
por um sorotipo do virus da dengue
diferente daquele que causou a infec-
¢ao primdria. FHD e SCD sao preva-
lentes em mais de 100 paises e sdo
uma ameaca a saide de mais de 2,5
bilhées de pessoas, habitantes das
regioes tropicais e subtropicais do
globo terrestre. A incidéncia anual da
dengue é estimada em torno de deze-
nas de milhdes, com um ndmero
aproximado de 500.000 hospitaliza-
coes de casos de FHD/SCD. Em mé-
dia, o indice de mortalidade desses
casos € de 5%, com, aproximadamen-
te, 24.000 6bitos por ano. No Brasil,
somente neste ano, ja foram notifica-
dos 213.932 casos de dengue, sendo
que, até a 18* semana epidemiol6gi-
ca, 50 casos foram caracterizados
como FHD/SCD e resultaram em 8
obitos.
A Organizacao Mundial da Satde

(OMS) considera o controle e a pre-
vencao da dengue uma das suas pri-
oridades e, para atingir esse objetivo,
adotou, em 1995, um programa estra-
tégico mundial. Atualmente, o con-
trole dessa doenca baseia-se primari-
amente no controle do vetor, ja que
nao existe ainda uma vacina licencia-
da para uso humano, apesar de inten-
sa pesquisa nesse campo nos ultimos
30 anos.

Vacinas para a dengue

As primeiras tentativas de produ-
¢ao de vacinas para os virus da den-
gue iniciaram-se alguns anos apos
esses virus terem sido isolados. Inici-
almente, candidatos vacinais foram
atenuados pela passagem seriada em
cérebros de camundongos e se mos-
traram protetores contra 0s seus pro-
totipos selvagens. Entretanto, prote-
¢a0 apenas contra um tipo de soroti-
po nio é suficiente devido a hipotese
de que a infec¢ao sequencial por um
sorotipo diferente leve a uma doenca
mais grave. Desse modo, a vacina
para o dengue deve ser tetravalente,
isto €, proteger contra 0s 4 sorotipos.
Assim, pesquisadores comecaram a
tentar produzir vacinas atenuadas para
o dengue, em particular grupos de
varias instituicOes americanas e da
Mahidol University, na Tailandia. As
cepas 45AZ5 PDK-27 (dengue-1),
DEN-2 PR-159-S1 (dengue-2),
CH53489 clone 24/28 (dengue-3) e
341750 Carib (dengue-4) foram de-
senvolvidas pelos grupos americanos
enquanto que as cepas DEN-1 PDK-
13, DEN-2 PDK-53, DEN-3 PGMK-30/
F2 e DEN-4 PDK-48 foram desenvol-



vidas na Tailandia, sob supervisao da
OMS. Virios ensaios clinicos foram
feitos com esses candidatos vacinais,
quando foram conseguidos alguns
resultados que garantiam a possibili-
dade dessas vacinas serem usadas,
desde que os problemas de poténcia
e imunogenicidade fossem resolvi-
dos. Em 1993, foi firmado um acordo
comercial entre a Mahidol University
e a Pasteur Merieux Serums and
Vaccines Company para optimizar a
producao dessas vacinas para o den-
gue. No inicio deste ano, foi apresen-
tado, no First Annual Conference on
Vaccine Research em Washington,
D.C., o resultado dos testes em vo-
luntarios humanos
com esta vacina. A
conclusao do traba-
lho foi que, apesar
da maioria dos indi-
viduos testados te-
rem apresentado
soroconversao, in-
teracoes entre 0S SO-
rotipos virais resul-
tando em viremia
seletiva pelo den-
gue-3, podem afe-
tar a infectividade e
imunogenicidade
da vacina tetrava-
lente.

A producao de
vacinas de virus ina-
tivados tem sido
pouco explorada na producio de
vacinas para o dengue devido a ca-
racteristica de ndo apresentar grande
imunogenicidade. Recentemente, Pu-
tnak e colaboradores tem investido
nesse método de producao de candi-
datos vacinais através da passagem
desses virus em células Vero (rim de
macaco verde africano) e FRhL-2
(pulmio fetal de macaco Rhesus)
seguido por inativacao em formalina
a 0.05% e formalina seguida de radi-
acdo (7 mRads de fonte de cobalto).
Entretanto, somente protecao parcial
foi obtida com esta técnica o que a
coloca em segundo plano emrelacao
as demais, principalmente pelo fato
de ser muito caro produzir esse tipo
de vacina e pela pouca imunogenici-
dade.

Outra estratégia usada na produ-
¢ao de candidatos vacinais refere-se
a purificacio de proteinas nativas
dos virus da dengue por cromatogra-
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fia liquida (HPLC). Os resultados ai
também foram desapontadores e, asso-
ciada ao custo de producio, essa estra-
tégia tem sido abandonada.

Nos ultimos anos, algum progresso
no desenvolvimento de vacinas tem
sido alcangcado por meio do uso da
tecnologia do DNA recombinante. As
estratégias usadas foram as de produ-
cdo de peptideos sintéticos, vacinas de
subunidades, vacinas de virus recombi-
nantes, vacinas derivadas de clones
infecciosos de cDNA derivados de can-
didatos vacinais e vacinas de DNA.
Deposita-se muita esperanca nos dois
ultimos métodos. Um clone infeccioso
de ¢cDNA preparado a partir do candi-

dato vacinal DEN-2, PDK-53 estd sendo
usado para construir virus quiméricos
por meio da insercio dos genes da
capside viral, da pré-membrana e do
envelope dos virus dengue-1, 3, e 4 na
estrutura gendmica do DEN-2 PDK-53.
Essas vacinas vém sendo desenvolvi-
das com sucesso por um grupo do
National Intitutes of Heallth (NIH) e
tém-se mostrado imunogénicas no
modelo animal. Além disso, clone in-
feccioso de ¢cDNA do virus da febre
amarela pode ser usado para os mes-
mos fins. As vacinas de DNA podem
representar uma solucao, pois elas po-
dem ser usadas para imunizagio contra
um sorotipo especifico de dengue, sem
o inconveniente de induzir a resposta
imune exacerbada responsavel pelas
infeccoes graves do dengue. Kochel e
colaboradores produziram um candi-
dato vacinal para o dengue-2 e de-
monstraram a presenca de anticorpos
neutralizantes para esse virus em ca-
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mundongos. Outros candidatos vaci-
nais preparados por engenharia ge-
nética sao as vacinas de subunidades
e virus recombinantes que expres-
sem proteinas dos virus da dengue. A
producio de vacinas de subunidades
em baculovirus tem tido resultados
conflitantes pois alguns grupos tém
encontrado protec¢ao total em camun-
dongos, enquanto outros encontram
apenas protecao parcial. Com virus
recombinantes, principalmente com
o virus da vaccinia, esses resultados
nio tém sido diferentes, apesar des-
ses virus recombinantes possuirem a
reputacdo de induzirem melhor res-
posta imune do que os outros vetores
recombinantes, tais como
bactérias, por exemplo, a
Salmonella typhimurium.

Biosseguranca e vaci-
nas

Desde que a vacina
para a dengue seja a Gnica
chance de realmente con-
trolar essa doenca, inten-
sas pesquisas nessa area
poderdo resultar na pro-
ducao de candidatos vaci-
nais. As normas para libe-
racao de uma vacina deve
cobrir todas as fases de
producao de uma vacina,
isto €, a fase de desenvol-
vimento, de ensaios clini-
cos, registro nos orgaos competentes
e vigilancia pds-liberacio. Antes da
fase de investigacao clinica, deve-se
investir na seguranca do laboratério
em que a pesquisa esta sendo desen-
volvida a fim de se proteger as pesso-
as que estao envolvidas na pesquisa
e que o meio ambiente ndo seja
afetado pelos produtos secundarios
resultantes dessa pesquisa. Para tan-
to, as condicdes de seguranca dos
laboratorios devem ser otimizadas,
em especial com a manipulacio dos
virus e o descarte do material. A infra-
estrutura de biotério é de extrema
importincia, pois se a pesquisa for
realizada em 4reas endémicas para a
dengue, existe a possibilidade de
contamina¢io dos animais usados em
pesquisa por mosquitos infectados
ou da contaminacio de mosquitos
pelo candidato vacinal. Além disso, é
necessario certificar-se de que os ma-
teriais usados na producao das vaci-
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nas sejam puros e segures, e que, ao
mesmo tempo, nao comprometam a
poténcia da vacina. Testes em ani-
mais, inclusive em primatas nao-hu-
manos, devem ser exaustivamente re-
alizados para garantir que a mesma
ndo € toxica, portanto € segura, po-
tente e eficaz para uso em humanos.
Ap6s a avaliacdo da eficacia dessa
vacina no laboratério, os critérios de
biosseguranca devem ser aplicados
na investigacao clinica.

A investigacao clinica para valida-
¢ao da vacina como imunobiolégico
geralmente se faz em trés fases: os
ensaios clinicos de fase I, II e III. Na
fase I, o produto € administrado para
um pequeno nimero de voluntarios e
visa a determinar a atividade biol6gi-
ca do produto, sua poténcia e a sua
seguranca. Nesse caso, um candidato
vacinal para a dengue devera induzir
aformacio de anticorpos neutralizan-
tes e, para alcancar esse objetivo, o
candidato vacinal deve ser adminis-
trado em pequenas doses e ser isento
ou com poucos efeitos colaterais. Ain-
da nessa fase, pode-se certificar de
que o candidato vacinal nao persiste
no organismo (laténcia) e que pode
ser administrado com seguranca a
imunossuprimidos e imunocompro-
metidos. Ensaios de fase II destinam-
se a confirmar os achados dos ensaios
de fase I, em particular a eficacia do
produto em produzir a sua atividade
farmacolégica e fisiolégica. No caso
das vacinas da dengue, essas deverao
induzir resposta imune que confira
protecdo contra 0s quatro Sorotipos
de virus da dengue semelhante a
resposta induzida pelos proprios agen-
tes. Nessa fase, o virus selvagem pode
ser administrado aos voluntarios que
foram vacinados ou podem ser usa-
dos voluntirios de drea endémica e
verifica-se a capacidade protetora da
vacina. Alguns efeitos colaterais mais
raros podem ficar aparentes nessa
fase. Devido ao maior nimero de
voluntirios usados, pode-se determi-
nar, nessa fase, se a “infeccao” pela
vacinac¢ao ocorre somente na popula-
cao alvo, se o candidato vacinal é
contagioso e se induz fendémenos imu-
nolégicos que possam ser associados
ao desenvolvimento de doenca auto-
imune. Se o candidato vacinal é um
virus recombinante, deve-se avaliar
se nao ocorreu mudanca de especifi-
cidade celular ou aumento da virulén-
cia. Na fase III, os ensaios clinicos sio
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realizados “no campo”, com um gran-
de ndmero de pessoas e devem in-
cluir populacdes com caracteristicas
epidemioldgicas bem estudadas. A
vigilancia poés-liberacio deve ser im-
plementada e documentada. Somen-
te assim, eficacia e seguranca a longo
prazo podem ser determinadas. Ape-
nas com estudos a longo prazo € que
se poderd concluir que o candidato
vacinal ndo é tumorogénico ou nao
ocorre integracao no genoma do hos-
pedeiro. Nessa fase, por meio de
estudos controlados, outros aspectos
importantes na discussao de critérios
de biosseguranca poderao ser avalia-
dos. Entre eles estdo a capacidade do
candidato vacinal infectar outras es-
pécies, incluindo os vetores da den-
gue, de sobreviver na natureza, de ser
disseminado no meio-ambiente e, fi-
nalmente, do grau de seguranca des-
se candidato vacinal a longo prazo.
Dessa fase sairao os resultados que
serdo analisados em relacdo ao risco
da liberacao de uma vacina para uso
humano e o beneficio a ser alcancga-
do. Como exemplo, os efeitos colate-
rais do virus da vaccinia nio foram
despreziveis durante a campanha de
erradicacdo da variola, porém a erra-
dicacao dessa doenca livrou a huma-
nidade de um dos seus maiores flage-
los. Do mesmo modo, as vacinas
contra a poliomielite e o sarampo nao
520 in6cuas, mas prestam um benefi-
cio imensuravel as pessoas vacina-
das. Quanto 2 persisténcia na nature-
za, € impossivel predizer o resultado
da liberacao de um candidato vacinal
no meio-ambiente. O virus da vacci-
nia &, até hoje, excretado por bufalos,
na India. Isso s6 ocorre porque o
virus da vaccinia tem a capacidade de
infectar outras espécies que naoaquela
visada para a vacinaciao. Desse modo,
sera dificil ocorrer a liberacio de um
virus recombinante preparado a par-
tir de um virus da vaccinia para uso
vacinal. Por outro lado, se a especifi-
cidade do candidato vacinal para a
espécie humana for alta e os efeitos
da infeccao aguda pouco importan-
tes, a persisténcia na natureza pode
auxiliar na imunizaciao de suscepti-
veis

Assim, a avaliacio de critérios de
biosseguranca na liberacio de um
candidato vacinal é complicada pela
necessidade de estudos a longo pra-
zo, porém um dos critérios mais im-

portantes € a avaliacao de risco e

beneficio. As vacinas de virus atenu-
ados multivalentes, como € o caso da
vacina para a dengue, podem apre-
sentar a replicacao preferencial de um
sorotipo viral em detrimento dos ou-
tros. Além disso, por serem atenua-
das, e portanto, vacinas de virus vi-
vos, existe a possibilidade da reversao
de um deles a cepa virulenta, aumen-
tando a possibilidade de causar doen-
caclinica apds a inoculagio da vacina.
As vacinas de virus quiméricos funci-
onariam como vacinas de virus atenu-
ados e, portanto, com 0s mesmos
problemas mencionados anteriormen-
te para essas vacinas. Adicionalmen-
te, como ocorre a produciao de um
virus previamente inexistente, nao se
pode prever o impacto desste novo
virus na natureza e o resultado das
suas infeccdes em seres humanos.
Desde que vacinas de DNA estao
sendo consideradas uma alternativa
promissora para o desenvolvimento
de vacinas, a maior preocupacio € a
possibilidade de integracao desstes
DNAs no genoma celular. Estudos
sobre esse tema tém mostrado que a
injecao de 200 mL de DNA, o que
corresponde a 3 x 10" moléculas de
DNA, representa uma freqiiéncia de
integracao 10.000 vezes inferiora even-
to oncogénico, o que € um evento
extremamente raro. Assim, se um can-
didato vacinal apresentasse um efeito
adverso indesejado a cada 100.000
vacinagoes, este seria considerado um
alto indice de efeitos adversos. Po-
rém, se analisarmos o fato de que ja
foram notificados mais de 200.000
casos de dengue este ano no Brasil e
que houve 50 casos de dengue he-
morragico nesse periodo, resultando
em 8 6bitos, o beneficio da vacinacao
é 6bvio. Desse modo, € importante
determinar os critérios de biossegu-
ran¢a para que se possa avaliar um
candidato vacinal na sua totalidade,
mas, € claro, que os estudos a longo
prazo sao aqueles que nos dardo as
maiores informac¢oes sobre a seguran-
ca e o beneficio do uso desses imuno-
biolégicos. Desse modo, na eventua-
lidade de se produzir uma vacina para
dengue, esta devera passar por uma
bateria imensa de testes para que seja
cogitada a sua aprovaciao para uso
humano. Infelizmente, apesar dos es-
forcos e da necessidade para controle
dessa doenca, vacinas para a dengue
nio estardo disponiveis para uso hu-
mano em um futuro préximo. f



