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RESUMO

Este artigo é uma revis@o sobre o desenvolvimento de uma vacina candidata tetravalente contra a dengue (VTD) composta
por 4 cepas recombinantes vivas atenuadas de virus da dengue. Cada cepa expressa os genes da pré-membrana (prM) e
do envelope de um dos quatro sorotipos do virus da dengue e tem como base a cepa da vacina febre amarela 17D (YF
17D). Os estudos pré-clinicos demonstraram que as cepas da VTID séo estdveis genética e fenotipicamente, ndo
hepatotrépicas, menos neurovirulentas do que a cepa YF 17D e ndo infectam mosquitos pela via oral. A VID induz
estimulacéo controlada das células dendriticas humanas e respostas imunes significantes. Estudos de Fase | foram
realizados nos EUA, México e Filipinas. A soropositividade apés 3 doses da VID para os quatro virus da dengue em
pessoas naive a flavivirus foi de 100% nos adultos americanos e de 88 a 100% em criancas mexicanas. Nos filipinos com
imunidade prévia a flavivirus, observaram-se maiores taxas de soroconversdo. Mais de 6 mil pessoas com idade entre 2 e
45 anos |@ receberam pelo menos uma dose da VTD nos estudos de Fase | e Il. Todos os resultados disponiveis confirmam a
imunogenicidade favorével e seguranca da VID em curto prazo. Em outubro de 2010, foi iniciado o programa de
desenvolvimento final da vacina (Fase ), que deverd incluir milhares de pessoas residentes em paises endémicos,
incluindo o Brasil, onde a doenca é considerada um dos maiores desafios em satde publica.
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*Este estudo é uma tradugdo com atualizacdes de artigo publicado pela Human Vaccines, cujo editor concedeu permisséo em 25.10.2011 de
publicacdo na RPAS. O artigo original foi publicado de acordo com a referéncia: Guy B, Saville M, Lang J. Development of Sanofi Pasteur tetravalent
dengue vaccine. Hum Vaccin. 2010; 6(9):669-705.

INTRODUCAO quadros tipicos da febre da dengue, febre hemorrdgica da
dengue (FHD), sindrome do choque da dengue (SCD) ou
dengue com complicacdes (DCC), que podem ter
evolucéo fatal'.

Vdrias espécies do género Flavivirus representam séria
ameaca para a satde humana e animal. Entre eles, os virus
da dengue representam um problema clinico importante e
crescente. Todos os quatro sorotipos do virus da dengue O nimero de infeccdes por dengue em dreas
podem causar infeccGo em humanos, com ou sem  endémicas tem aumentado continuamente desde a
sintomas. Nos casos sintomdticos, as manifestacdes  década de 1990. A doenca afeta mais de uma centena de
clinicas variam de quadros leves e autolimitados até os  paises, colocando em risco mais de trés bilhdes de
pessoas. Estima-se que, anualmente, mais de 100
milhdes de infeccdes por dengue resultem em 24 mil
mortes e, na maioria dos paises, as criancas sGo as mais
afetadas pela doenca. A incidéncia crescente e amplo
alcance geogrdfico da dengue fazem com que o
desenvolvimento de uma vacina eficaz contra essa doenca
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tecnologias, como, por exemplo, vacinas contendo virus
vivos atenuados; vetores virais recombinantes que
expressam os antigenos do envelope (E) do virus da
dengue; proteinas recombinantes; e vacinas de DNA.
Entretanto, até o presente, nenhuma vacina contra a
dengue foi registrada®*’. A vacina candidata desenvolvida
pela Sanofi Pasteur € uma vacina tetravalente que contém
virus recombinantes atenuados e que tem como base a
cepa da vacina 17D contra a febre amarela (YF17D). A
tecnologia de base para producdo dos virus
recombinantes que compdem a vacina contra a dengue da
Sanofi Pasteur (ftambém conhecida como ChimeriVax) teve
origem na St. Louis University’ e foi aplicada por
Guirakhoo et al” na Acambis Inc. (que agora faz parte da
Sanofi Pasteur). Esta vacina candidata contra a dengue é
imunogénica e segura em humanos e vem sendo avaliada
em estudos de eficécia de larga escala.

Os virus vacinais s@o organismos geneticamente
modificados (OGM) e, desde as fases iniciais de pesquisa
para o desenvolvimento da vacina, foram conduzidos
numerosos estudos para sua caracterizagdo pré-clinica e
clinica, de acordo com os regulamentos especificos para
vacinas que contém OGM. Os instrumentos, estratégias
de ensaios e pesquisas implementadas como parte de
programa de pesquisa e desenvolvimento de vacinas
contendo flavivirus recombinantes da Sanofi Pasteur foram
descritos detalhadamente em outra revisdo® e, neste
estudo, esses aspectos serdo abordados de forma
resumida.

CONSTRUGCAO DA VACINA TETRAVALENTE
CONTRA ADENGUE

Os virus que compdem a vacina recombinante
tetravalente foram construidos por meio da substituicéo

Febre amarela V. 17D cDNA

dos genes que codificam as proteinas da pré-membrana
(prM) e do envelope (E) da cepa utilizada na vacina de
febre amarela (YF 17D 204) pelos respectivos genes de
cada um dos quatro sorofipos da dengue. Trata-se,
portanto, de uma vacina combinada, que contém as cepas
recombinantes resultantes CYD1, CYD2, CYD3 e CYD4
em uma Unica preparacdo (CYD1-4)*"" (Figura 1).

AVALIAGAO PRE-CLINICA

Antes de serem avaliadas em estudos clinicos, todas as
vacinas candidatas devem ser submetidas a testes de
seguranga e imunogenicidade em estudos pré-clinicos.
Para as vacinas contra a dengue, os testes podem ser
realizados tanto in vitro, em células primdrias ou
adaptadas, incluindo células humanas, quanto in vivo, em
modelos animais, particularmente os que utilizam primatas
ndo humanos (PNH). Os estudos pré-clinicos foram
desenhados para fornecer informacées sobre a
estabilidade fenotipica e genotipica das cepas incluidas
nas vacinas candidatas, para avaliar o seu tropismo,
estrutura, capacidade de multiplicacdo e risco de
tfransmissdo por mosquitos vetores, assim como para
documentar aspectos especificos ligados ao uso de OGM.
Todos esses fatores podem afetar de forma direta ou
indireta a seguranga e a imunogenicidade da vacina.

Além disso, é importante que a vacina contra dengue
induza a imunidade protetora contra os quatro sorotipos
virais circulantes.

A figura 2 apresenta os diferentes tipos de células e
tecidos potencialmente afetados pelas vacinas contra a
dengue, e a figura 3 mostra alguns tipos de estudos pré-
clinicos que podem ser conduzidos para estudar as
consequéncias de tais interaces.
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Figura 1- Desenvolvimento das quatro vacinas quiméricas
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Figura 2 — Respostas inatas e adaptativas potencialmente desencadeadas pelas vacinas candidatas contra a dengue. Apds a
vacinacdo, os virus da vacina contra dengue podem se replicar preferencialmente em células da linhagem monocitica, tais
como mondcitos e células dendriticas (CDs). A apresentacdo do antigeno para as células CD4/CD8 T ird desencadear
sua ativagdo e subsequente ativacéo das células B. A meméria ativada das células B também pode ativar a poténcia das
células apresentadoras de antigeno depois do reforco. Também é de inferesse monitorar a possivel replicacdo, e
consequéncias, das vacinas contra a dengue em outros tipos de células, incluindo células endoteliais e células hepdticas
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Figura 3 —Ensaios pré-clinicos usados para caracterizar as vacinas candidatas contra a dengue
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Estabilidade genéticain vitro

O genoma do virus YF 17D utilizado como base para o
desenvolvimento dos virus recombinantes (CYD) é bastante
estdvel, tanto in vivo quanto in vitro'®, fato que pode ser
atribuido & baixa taxa de erro da RNA polimerase viral'.
Como essa enzima é a mesma que garante a multiplicacdo
viral dos virus CYD, espera-se que esses virus fambém
apresentem alta estabilidade. A sequéncia completa do
genoma de cada cepa CYD foi estabelecida em varios
estdgios durante a fabricacdo dos lotes da vacina, desde
as primeiras etapas de producdo até a fabricagdo dos lotes
semente pré-mestre (LSPM), lotes semente mestre (LSM),
vacina a granel (bulk) e, também, em etapa posterior ao
processo de fabricacdo (produto bulk +10 passagens).
Todas as quatro cepas CYD apresentaram alta estabilidade
gendmica durante todas as etapas de multiplicacdo em
células, observando-se, no total, apenas nove mutacoes.
Cinco mutacées foram detectadas apenas em passagens
tardias (entre p10 e p21), trés destas ainda na fase de
populacdo mista e contendo a sequéncia original. Uma
mutacdo foi silenciosa. Todas as mutagdes, exceto uma no
gene E, estavam localizadas nas regides ndo estruturais do
genoma e, provavelmente, refletiam a adaptacéo dos virus
as células Vero. As mutacdes néo silenciosas presentes nas
etapas iniciais de fabricacdo apareceram durante a
mudanca de escala dos LSPM para LSM e permaneceram
estdveis durante fodo o processo (dados ndo publicados).

Estabilidade fenotipica in vitro

O sequenciamento do genoma ndo é apropriado para
detectar a presenca de quase-espécies em lotes semente
da vacina e fornece poucas informagdes sobre as possiveis
consequéncias biolégicas de uma mutacdo especifica.
Entretanto, as mutacdées que afetam a eficiéncia da
infeccéo, o crescimento, a penetracéo ou a disseminagéo
dos virus geralmente modificam o fenétipo da placa'®”. A
uniformidade do fenétipo foi monitorada durante toda a
producéo dos lotes da vacina utilizando-se um teste para
fenétipo de tamanho da placa. Estimou-se que, se fossem
avaliadas pelo menos 100 placas por meio do teste de
fenétipo, a probabilidade de detectar mutagdes em 2% das
cepas seria superior a 90%. Os fendtipos do tamanho das
placas de todos os virus CYD foram estéveis em todas as
fases de produgéo.

A estabilidade fenotipica também foi avaliada em
animais de laboratério, quando disponiveis (ver abaixo)'*.

Estudos pré-clinicos in vitro

As células dendriticas da pele (CDs) estdo entre as
primeiras células a fazer frente ao virus apds a inoculagdo
e s@o também as células apresentadoras de antigenos
(APC) mais eficientes envolvidas na resposta imune
primdria. As interagcdes entre as células dendriticas
humanas e os virus selvagens da dengue (wt) tém sido bem
documentadas'®'®, portanto, considerou-se interessante
comparar as consequéncias imunolégicas da infeccdo
pelos virus vacinais (CYD) com as obtidas apés a infeccéo
por cepas parentais wt. A infectividade das quatro cepas
CYD foi investigada em CDs humanas derivadas de
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mondcitos'”” e as consequéncias dessas infeccées foram
observadas por meio da avaliagdo da ativacdo e
maturacdo celular e padrdo de secrecéo de citocinas pré e
anti-inflamatérias, quimiocinas e interferon tipo | (IFN 1),
Observou-se que os virus CYD1-4 induziram a maturacéo
das DCs e uma resposta imune controlada, acompanhada
pela producdo limitada de citocinas inflamatérias e
expresséo uniforme do IFN |. Esses resultados foram
posteriormente confirmados e ampliados com outros
testes, como a técnica de DNA array profiling'”.

O tropismo dos flavivirus estd ligado principalmente &
proteina E do envelope, de modo que as cepas CYD néo
devem apresentar o mesmo tropismo que a cepa YF 17D.
Para testar essa hipétese, a cinética do crescimento da
CYD1-4 e dos virus parentais (DEN-1, DEN-2, DEN-3 e
DEN-4 selvagens e da cepa da vacina YF 17D) foi avaliada
em trés linhagens de células hepdticas, HepG2, Huh7 e
THLE-3, como possivel marcador para viscerotropismo. A
multiplicacéo de todos os virus quiméricos nas linhagens
celulares HepG2 e THLE-3, foi muito menor do que a da
cepa YF 17D (YF-VAX), fato este ndo observado na Huh7".
As diferencas nos resultados entre as linhagens celulares
podem ser explicadas pelo fato de que as células Huh7
permitem a multiplicagdo de muitos virus,
independentemente de sua atenuagdo. Esses resultados
sugerem que os virus CYD1-4 sdo menos hepatotrépicos
do que o virus da vacina YF 17D em humanos.

Diversos outros ensaios ndo descritos neste artigo
foram utilizados para caracterizar melhor a vacina
candidata CYD1-4. Dentre eles, incluem-se estudos com
microscopia eletrénica para avaliar a maturidade viral;
andlise para avaliar a uniformidade do teor de proteina e
do perfil proteico das vacinas, a condicéo de glicosilacéo
(SDS/PAGE), a replicacéo em linhas celulares DC SIGN
transfectadas, para avaliar a capacidade de as cepas das
vacinas candidatas interagirem com esta molécula e, em
seguida, efetivamente penetrarem nas células; a
replicacdo em células C6/36 de insetos; e testes de
sensibilidade & temperatura (dados ainda néo publicados).

Estudos pré-clinicos in vivo

Foram utilizados modelos animais (camundongos e
PNH) para testar a neuroviruléncia e comparar o
neurotropismo das cepas da vacina CYD1-4 com o
observado apés infeccdo pelas cepas parentais (dengue wt
ou YF 17D). Um desses modelos, utilizando camundongos
jovens (suckling mice), demonstrou ser uma boa alternativa
para os modelos que utilizam PNHs'. Apés inoculacdo
intracerebral em camundongos e PNHs, todos os quatro
virus CYD mostraram-se significantemente atenuados,
mesmo quando comparados com a cepa da vacina YF
17D. O modelo com camundongos lactentes agora é
utilizado rotineiramente para testes de controle no
processo de fabricacdo de vacinas contra flavivirus da
Sanofi Pasteur que t¢m como base a vacina YF 17D.

Alguns PNHs, como os macacos rhesus (Macaca
mulatta) e cynomolgus (Macaca fascicularis), séo sensiveis
& infeccdo por virus da dengue e da febre amarela. A
Organizacdo Mundial de Sadde (OMS) reconhece essas
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espécies como bons modelos para a avaliacdo do
neurotropismo e viscerotropismo das vacinas atenuadas
de febre amarela (WHO Technical Report Series, N° 872,
1998). A viremia pode ser usada para avaliar a atenuacéo
das vacinas candidatas contra dengue, comparando-se a
viremia das cepas recombinantes CYD com a observada
apds a infeccdo experimental por cepas parentais (dengue
wtou YF17D).

Como os macacos infectados pela dengue néo
desenvolvem sintomas da doenca, a viremia também pode
ser usada para avaliar a protecéo contra o desafio
(inoculacdo experimental de virus da dengue wt apds
vacinacdo), comparando-se a viremia dos virus wt em
animais vacinados e nédo vacinados (grupo controle). A
reducdo da viremia wt em vacinados deve ser associada &
profegdozo.

Como a viremia estd associada & viruléncia e a
gravidade da dengue em humanos, estudos para avaliar a
viremia podem ser tanto marcadores diretos do tropismo
das cepas, como indicadores indiretos de seguranca™.

Os estudos com PNHs também podem ser usados para
fornecer informagdes adicionais sobre a capacidade de as
vacinas candidatas contra a dengue induzirem a formacao
de anticorpos neutralizantes””'”. Esses estudos, em
particular, 1&m sido usados para explorar os parémetros de
imunizacdo, tais como esquema de dosagem e
formulacéo da vacina, e para monitorar a interferéncia
viral entre os quatro virus vacinais. E dificil estabelecer
limiares absolutos aceitdveis para a imunogenicidade
protetora e a viremia e, mesmo que esses limiares sejam
estabelecidos por meio de estudos em modelos animais,
eles nGo podem necessariamente ser extrapolados entre
espécies de hospedeiros. Dessa forma, as respostas
imunes e a viremia induzidas pelos virus das vacinas
candidatas contra dengue devem ser comparadas com
aquelas induzidas pelos virus selvagens. Os estudos com
PNHs tém demonstrado que a imunizagéo primdria com a
vacina CYD1-4 induziu viremia baixa e de curta duracéo
apds a primeira dose, mas ndo apds as doses de reforco.
Uma ou vdrias injecées da VTD conferiram imunidade
contra os quatro sorotfipos de DENV e protecdo quase
completa contra cada sorotipo apés desafio com DENV
wt'.

Como ocorre com qualquer vacina multivalente, o
desenvolvimento da vacina contra a dengue é complicado
pelo potencial de interferéncia entre sorotipos, que pode
resultar em uma resposta imune dominante contra apenas
um ou dois sorotipos. Em PNHs, a interferéncia foi
observada apéds a vacinagdo com uma preparagdo
tetravalente contendo 5 log,, CCID,, de cada virus
(designada 5555 e considerada como preparacéo de
referéncia da vacina tetravalente)”. Foram identificadas
diversas abordagens para minimizar a interferéncia:

| - administrac@o simultdnea de duas vacinas bivalentes
complementares em sitios anatdmicos separados,
drenadas por diferentes nodos linféticos;

[l - administracdo sequencial
bivalentes complementares;

de duas vacinas

Il - pré-imunizacdo com um flavivirus heterélogo;

IV - adaptacéo de formulacées por meio da reducéo da
dose do sorotipo imunodominante (CYD-4);

V - administracdo da dose de reforco apés um ano.

Esses estudos também mostraram que as imunizacdes
devem ser espacadas por vdrios meses para evitar
interferéncia negativa - possivelmente resultante da
produgéo de anticorpos de curta duracdo que apresentam
reatividade cruzada (IgM), ativacgo de células T com
reatividade cruzada ou mesmo imunidade inata - e para
permitir melhor inducéo de meméria. Tais esquemas tém
sido testados em humanos em diversos estudos, cujos
resultados confirmaram a importéncia de administrar uma
dose de reforco um ano apés o inicio do esquema. Esses
estudos também focalizaram as diferencas entre espécies,
i@ que o infervalo entre a imunizacéo sequencial com
vacinas bivalentes complementares precisa ser mais longo
em humanos do que em macacos (dados ndo publicados).

AVALIAGCAO DO RISCO AMBIENTAL

Vérias questdes tedricas relacionadas & natureza dos
virus vivos CYD (OGM) e a seguranca de vacinas que
contém OGM foram abordadas durante o
desenvolvimento da VID. As quatro preocupacdes mais
frequentemente discutidas s@o: a transmissdo dos virus
vacinais por artrépodes vetores, a recombinacdo com
outros virus circulantes, a reversdo para viruléncia e os
riscos de viscerotropismo®.

Para avaliar se os mosquitos que transmitem DENV e
febre amarela poderiam ser infectados com os virus CYD
apds picar um hospedeiro vacinado, foram realizados
estudos para comparar a capacidade de multiplicacéo dos
virus CYDs em cultura de células de mosquitos Aedes
albopictus (C6/36) e Aedes aegypti (principais vetores dos
virus da febre amarela e da dengue, respectivamente, com
a capacidade de replicacdo das cepas YF 17D e virus
selvagens da dengue®. Os virus CYD foram incapazes de
infectar os mosquitos Ae. aegypti e Ae. albopictus por via
oral e de se replicar no tecido do intestino médio desses
mosquitos apds inoculacdo intratordcica; além disso,
mostraram-se mais atenuados do que os virus YF 17D
nessas espécies.

A auséncia ou baixa e curta viremia das cepas CYD
aliada & incapacidade de essas cepas infectarem e se
replicarem em mosquitos vetores séo salvaguardas criticas
contra a disseminacdo desses virus no ambiente™ .

Com base em pressupostos tedricos e em analogia
com vacinas que ndo contém flavivirus, sugeriu-se que
poderiam surgir novos virus por meio da recombinacao
das cepas vacinais com flavivirus ou outros RNA-virus™.
Esses pressupostos foram contestados pela maioria dos
especialistas na drea””*. Um estudo recente investigou a
probabilidade de recombinacdo intermolecular entre
diferentes flavivirus, usando pares de replicons derivados
do virus da encefalite por carrapatos (TBVE), virus da
encefalite japonesa (JEV) e virus do oeste do Nilo (WNV)? .
Os resultados desse estudo mostraram que foram
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detectados pouquissimos eventos recombinantes
(nenhum para TBEV ou WNV) e que todos esses virus
recombinantes eram aberrantes, tendo suas propriedades
de crescimento prejudicadas. Os resultados desse estudo
confirmaram que os flavivirus apresentam baixa
propensdo & recombinacdo homéloga e
complementaram os dados de estudos anteriores que
investigaram o que aconteceria na hipétese improvével
da emergéncia de tais virus recombinantes.
Considerando-se como pior cendrio a possibilidade de
recombinagdo de uma das cepas vacinais (CYD) com um
dos sorotipos selvagens de DENV ou YF (YF Asibi wi),
todas as observacdes de replicacdo e transmissGo em
mosquitos, assim como os desfechos observados em
PNHs, mostraram que as cepas recombinantes eram
atenuadas em comparacdo com os virus parentais
selvagens™®'"*. Esses estudos também sugeriram que o
préprio processo de recombinacé@o contribuiu para a
atenuacdo desses virus. Assim, ndo apenas a
recombinacdo dos virus da vacina CYD com flavivirus
selvagens é extremamente improvével, como seria
improvével que qualquer recombinante causasse doenca
ou pudesse se disseminar.

Apesar da preocupacdo com o risco de mutacdes que
poderiam levar & reversdo para viruléncia, é praticamente
impossivel que as cepas CYD readquiram as propriedades
do virus selvagem da febre amarela, devido & estabilidade
genética das cepas. Além de ndo possuirem os genes pré-
M e E da cepa YF 17D, os virus CYD apresentam diversos
outros pontos de atenuac@o nos sete genes ndo estruturais
da cepa YF 17D e no gene que codifica a proteina do
cdpside viral. Seriam necessdrias reversdes em todos estes
genes para dar origem a um virus virulento'*'".

Casos de doenca viscerotrépica aguda apds
administracdo de vacinas que contém a cepa YF 17D sédo
extremamente raros (incidéncia estimada de 0,3 a 0,4 por
100 mil vacinados)®. Apesar disso, existe alta percepcdo
de risco para esse evento adverso sério, gerando
preocupacdo sobre o risco de sua ocorréncia apds
administracdo de vacinas contendo virus CYD. Entretanto,
deve-se enfatizar que o tropismo viral e a viruléncia das
cepas estdo, em grande parte, ligados & proteina E e o
gene que codifica o envelope do virus da febre amarela YF
17D ndo estd presente nos CYD. Além disso, os
experimentos in vitro e os testes pré-clinicos in vivo
demonstraram que o viscerotropismo e neurotropismo dos
virus CYD sdo significativamente atenuados em
comparacdo com o observado apés a administracéo da
vacina YF 17D. Assim, é plausivel propor que o perfil de
seguranca das vacinas quiméricas contra a dengue seja
melhor em comparacéo com o da vacina YF 17D,
particularmente com relagdo & maioria dos eventos
adversos neurotrépicos.

DESENVOLVIMENTO CLIiNICO

As consideracées e desafios relacionados ao
desenvolvimento clinico das vacinas contra a dengue séo:

| - Necessidade de induzir uma resposta imune
adequada e equilibrada para os quatro sorotipos;
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[l - Necessidade de administrar duas ou trés doses da
vacina ao longo de um periodo de até 12 meses em
individuos naive ao flavivirus;

[l - Necessidade de demonstrar eficacia clinica, tendo
em vista que ndo se conhecem correlatos de protecdo para
dengue;

IV - Necessidade de demonstrar
imunogenicidade no longo prazo;

seguranga e

V - Riscos teéricos de sensibilizacéo para a infeccdo
grave se os vacinados forem infectados por DENV
selvagens da dengue, podendo desenvolver a FHD ou
eventos adversos raros, como doenca viscerotrépica
aguda e doenca neurotrépica aguda;

VI - Necessidade de seguir as diretrizes estabelecidas
por érgdos regulatérios para pesquisas envolvendo OGM.

Um problema adicional é a diversidade de experiéncias
imunoldgicas prévias com flavivirus, tanto por infeccdo por
wt, como associada a vacinacdo prévia com as vacinas de
febre amarela ou encefalite japonesa. Isto significa que
serd necessdrio conduzir estudos paralelos com a VID em
diferentes regides do mundo, assim como avaliar sua
coadministracdo com diferentes vacinas.

A vacina foi produzida de acordo com as diretrizes das
Boas Praticas Clinicas e todos os regulamentos nacionais e
internacionais aplicaveis, e os estudos clinicos estdo sendo
desenhados e conduzidos de acordo com as diretrizes da
OMS para a Avaliagdo Clinica das Vacinas contra a
Dengue em Areas Endémicas (OMS/IVB/08.12). A
prioridade da Sanofi Pasteur foi desenvolver uma vacina
contra a dengue para uso nos paises endémicos da Asia-
Pacifico, América Latina e Caribe, para preencher uma
necessidade clinica ndo atendida, para criancas e adultos.
Também seré&o realizados estudos em paises europeus néo
endémicos e nos EUA, para avaliar o uso da vacina para
viajantes e militares.

Avaliacéao clinica de fase |

A primeira avaliacdo clinica de uma vacina candidata
CYD foi realizada com uma vacina monovalente contendo
o sorotipo CYD-2. O perfil de seguranca dessa vacina
CYD-2 foi similar ao da vacina controle YF 17D (YF-VAX™),
tendo sido constatado que a viremia apés a vacinacéo foi
baixa e transitéria. A maioria dos participantes apresentou
soroconversdo para a cepa 16.681 do virus da dengue, e
verificou-se que as pessoas com imunidade prévia & cepa
YF 17D apresentaram respostas imunes mais potentes,
com maior espectro de protecdo cruzada (cross-
protection), e mais duradouras™ .

O primeiro estudo mostrando soroconversdo
apropriada para os quatro sorotipos da dengue [teste de
PRNT 50 > 10] foi realizado nos EUA, em adultos dengue-
naive vacinados com trés doses da VID (CYD 1-4), no
esquema O (dose inicial), 3,5 e 12 meses ou com duas
doses, com intervalo de 8 a 9 meses™.

O perfil de seguranca da vacina VTID foi bastante
favordvel; a viremia foi baixa, constatada principalmente
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para a cepa CYD-4 apds a primeira dose da vacina. Apds
a segunda dose, a viremia foi muito rara para todos os
sorotfipos vacinais, tanto pelo teste RT-PCR como pelas
andlises de placa (AP). Apds a segunda dose da vacina
CYD1-4, a maioria dos vacinados (> 85%) também néo
apresentou viremia detetdvel para os sorotipos CYD-1,
CYD-2 e CYD-3. (Tabela 1). Esses achados tém
implicacées significantes para a seguranca desta vacina,

vacina fetravalente confra dengue

pois mostraram que, mesmo quando a primeira dose da
VID néo induziu soroconversdo completa para os
sorotfipos 1, 2 e 3, a presenca de anticorpos heterélogos
contra o sorotipo DEN-4 (imunodominante) ndo
desencadeou o fenémeno de sensibilizacdo. Todos os
participantes que receberam trés doses da VID CYD1-4
apresentaram soroconversdo para os quatro sorotipos
DENV de referéncia da OMS testados (Figura 4).

Tabela 1 - Eventos adversos (EA) observados apés a administracdo da vacina VTD em voluntdrios naive™

V1 V2 V3
DO M4 M12
Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2 Grupo 1 Grupo 2
19VTD Placebo 29VID 19VTD 39VTD 29 VDT
(N = 33) (N = 33) (N = 30) (N = 33) (N =23) (N = 26)
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Qualquer evento adverso 28 (84,8) 22 (66,7) 24 (80,0) 24 (72,7) 15 (65,2) 17 (65,4)
Qualquer reacéo adversa 27 (81,8) 20 (60,6) 21 (70,0) 21 (63,6) 10 (43,5) 17 (65,4)
Reacdo local esperada 6(18,2) 5(15,2) 11 (36,7) 8 (24,2) 4(17,4) 7 (26,9)
Reacdo sistémica esperada 26 (78,8) 19 (57,6) 20 (66,7) 18 (54,5) 10 (43,5) 16 (61,5)
Evento adverso grave 6(18,2) 2 (6,1) 1(3,3) 4(12,1) 0 (0,0 0 (0,0)
Reacdo esperada grave 5(15,2) 2 (6,1) 1(3,3) 4(12,1) 0 (0,0) 0 (0,0)
Local da injecao 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0 0 (0,0) 0 (0,0) 0 (0,0)
Sistémica 5(15,2) 2 (6,1) 1(3,3) 4(12,1) 0 (0,0) 0 (0,0
DENV-1 __ a Grupol DENV-2 Grupo 1
(Vacina) (Vacina)
1000 ---#---Grupo 2 1000 --e---Grupo 2
(Controle) (Controle)
100 100 [
10 10 :{
Lo
1 1
V1 (DO) | V2 (M4) V3 (M12-15) V1 (DO) | v2 (M4) V3 (M12-15)
DENV-3 Grupo 1 DENV-4 e Grupo 1
1000 (Vacino) (Vacina)
---&---Grupo 2 1000
(Controle)] 1 e Grupo 2
B (Controle)
! & P b % v o % ‘
V1 (DO) V2 (M4) V3 (M12-15) V1 (DO) V2 (M4) v;(Ale.]s)

Figura 4 -MGT (log,, com IC 95%, cepas de referéncia da OMS) em voluntdrios sem imunidade prévia a flavivirus (naive), obtida apés uma a trés doses

da VTD* Grupo 1: trés doses da VDT administrada no dia 0 (DO) e

meses 4 (M4) e 12 (M12). Grupo 2: uma dose de placebo administrada no

dia 0 (D0), seguida por duas doses da VDT administradas nos meses M4 e M12. Foram coletadas amostras de sangue antes de cada dose da

vacina e 28 dias pés-vacinagdo
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Foi evidente a relac@o entre nimero de doses e a
resposta imune: tanto a média geométrica dos titulos de
anticorpos (MGT) quanto a porcentagem de participantes
que apresentaram soroconvers@o para os quatro sorotipos
aumentaram apds cada vacinacdo. A primeira dose da
VTD induziu anticorpos neutralizantes principalmente
contra DENV-2 e DENV-4, e, em menor extensdo, contra
DENV-1 e DENV-3. Apés a segunda e terceira doses,
aumentou a porcentagem de participantes com
soroconvers@o para os quatro sorotipos, assim como as
MGTs de anticorpos neutralizantes para todos os sorotipos,
equilibrando a resposta imune aos quatro sorotipos (MGT
de 67,538, 122 e 154 em relacdo aos sorotipos DEN-1,
DEN-2, DEN-3 e DEN-4, respectivamente).

Além disso, foi observada uma tendéncia de serem as
MGTs e as taxas de soroconverséo mais altas apds duas
doses da VTD nos voluntérios que receberam essas doses
com intervalo de 8 a 9 meses, ao invés de receberem a
segunda dose apds 3 meses (especialmente para DENV-1 e
DENV-3). Esta ¢ltima observacdo confirmou o que j& havia
sido constatado em macacos imunizados com a mesma
VTID e que apresentaram respostas imunes marcantes
contra todos os sorotipos quando o intervalo entre segunda
e terceira doses da vacina foi de 10 meses, porém néo
quando o intervalo foi de apenas 2 meses™. Neste estudo
clinico, também foram monitoradas a respostas imunes
celulares, observando-se que a natureza das respostas
celulares inata e adaptativa (perfil das citocinas, desvio
para resposta CD8/Th, imunodominéncia) foram
favoraveis e compativeis com o perfil de seguranca e dados
de imunogenicidade humoral.

Os estudos de acompanhamento com o mesmo
esquema de vacinacéo descrito acima foram realizados em
individuos com idades entre 2 e 45 anos residentes em
dreas ndo endémicas (Cidade do México) e dreas
endémicas para dengue (Filipinas)***. Os achados desses
estudos foram compativeis com os do estudo realizado em
adultos americanos™ e mostraram ainda que: a imunidade
prévia a flavivirus (YD 17D no México ou encefalite
japonesa e DENV nas Filipinas) teve um impacto positivo na
imunogenicidade da vacina confra a dengue sem
quaisquer efeitos negativos sobre sua seguranca; trés doses
da VTD no esquema 0, 3, 5 e 12 meses induziram respostas
robustas de anticorpos contra os quatro sorotipos; € o
registro de viremia das cepas vacinais foi uniformemente
baixo para todos os sorotipos e, geralmente, menor do que
o limite inferior de quantificacdo dos testes utilizados (como
PCR e provas de placa) em todas as populacées.

Em um terceiro estudo, desenvolvido com adultos
australianos, a imunidade prévia contra os DENV-1 e
DENV-2 resultante da vacinagdo com uma vacina
candidata contra a dengue contendo virus vivos atenuados
(desenvolvida pela Mahidol University, Bangkok, Tailéndia)
serviu de estimulo (priming) para uma resposta imune mais
forte e de maior espectro & VTD para os quatro sorotipos” .

Outra quest@o relevante é avaliar o risco potencial de
que os virus circulantes escapem da imunidade induzida
pela vacina. A capacidade de neutralizacéo cruzada de
soros de macacos imunizados com CYD foi testada em um
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amplo painel de cepas de virus wt da dengue, coletados
recentemente em diferentes dreas endémicas®. Os
resultados obtidos indicaram que os anticorpos induzidos
pela vacina protegem contra ampla gama de cepas de
DENV de origens geogrdficas diversas. Andlises similares
estéo sendo realizadas com soro de humanos.

Até o presente, a VID tem demonstrado um perfil de
seguranca bastante satisfatério. Nos estudos acima
citados, ndo foi identificado nenhum evento adverso sério
(EAS) relacionado com a vacinacdgo™***** . Diferentemente
de outras vacinas candidatas contendo virus vivos
atenuados, os CYD n&o parecem induzir quadros
semelhantes ao da febre da dengue associada & presenca
de viremia’. Os dados relativos & seguranca e
reatogenicidade desta vacina foram similares aos das
vacinas utilizadas como controle. Nao houve aumento nem
de reatogenicidade pela presenca de imunidade prévia aos
DENV ou & febre amarela, nem nas reacées apds a
segunda ou terceira doses da vacina, em comparagéo com
a primeira dose.

A protecdo contra a dengue estd associada as
respostas imunes humoral e celular; entretanto, essas
respostas fambém estdo envolvidas na imunopatologia das
formas graves da dengue”. Em relacdo & imunidade
humoral, & motivo de preocupacéo a hipétese de que um
dos mecanismos responsdveis pelo aparecimento de
formas graves da doenca poderia estar relacionado a um
aumento na replicacao viral em individuos com anticorpos
heterotipicos ndo neutralizantes, conhecido como
fenémeno ADE (antfibody dependent enhancement ou
reforco dependente de anticorpos)®'. Este tema seré
tratado especificamente a seguir. Sob o aspecto da
imunidade celular, as respostas imunes deveriam incluir
respostas multivalentes homélogas contra todos os
sorotipos da dengue, com predominio da resposta Thle
maior producdo de IFN-y em relacdo ao TNF-a.. A resposta
heterdloga de reacdo cruzada tende a desencadear a
producio de TNF-o. enquanto respostas homdlogas
desencadeiam a producdo de IFN-y****

As respostas imunes das células CD4 e CD8 contra os
virus parentais YF 17D e DENV induzidas por CYD1-4
foram avaliadas em voluntérios com e sem imunidade
pré-existente aos flavivirus'. A VTD nédo desencadeou
alteracdes relevantes no perfil de citocinas pro-
inflamatérias séricas, independentemente da condicdo
imune basal, porém induziu resposta CD8 NS3-especifica
para a cepa YF 17D e respostas Th1 especificas para os
DENV, com predominio do IFN-y sobre o TNF-a. Da
mesma forma que para a imunidade humoral, as
respostas celulares foram inicialmente dominadas pelo
DEN-4 em individuos dengue-naive, porém as doses
sequenciais da vacina ampliaram o espectro de respostas
especificas para outros sorotipos. A resposta de mais
amplo espectro também foi observada quando a VTD foi
administrada em individuos com imunidade prévia aos
DENV-1 e DENV-2. Os dados também revelaram
auséncia de reatividade cruzada entre as respostas & cepa
YF 17D e respostas CD8 NS3-especifica para os virus da
dengue, e possibilitaram a identificacdo de trés novos
epitopos no antigeno YF 17D NS3. De acordo com a
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hipotese do efeito Hoskin (original antigenic sin),
respostas heterélogas CD8 anti-NS3 poderiam estar
envolvidas na gravidade da infeccdo secunddria
heteréloga®. A reatividade cruzada entre os antigenos
NS3 da cepa YF 17D e dos DENV foi praticamente
ausente, indicando que nenhuma resposta indesejavel
cruzada anti-NS3 seria induzida pela cepa YF 17D
expressando NS3 das cepas CYD. Infeccoées naturais
subsequentes poderiom reforcar a resposta imune
especifica aos virus da dengue, com um perfil
imunolégico ndo deletério™**.

Do ponto de vista prético, devemos mencionar que, para
realizar esses estudos, foi necessdrio coletar quantidades
significativas de sangue (de 35 a 50 ml), dificultando a
realizacdo desses testes em criancas. Atualmente esté
sendo avaliada a possibilidade de realizar essas andlises
laboratoriais utilizando uma quantidade limitada de
sangue (< 3 mL), para viabilizar a realizacdo dos testes de
avaliacdo da resposta imune em criangas pequenas.

Avaliagéo clinicade Fase ll elll

Estudos clinicos de Fase Il para avaliar a seguranca e
imunogenicidade da VID estdo sendo conduzidos em
vérios contfinentes em criancas, adolescentes e adultos
com diferentes tipos de antecedente de infeccdo por
flavivirus e histérico vacinal, assim como para investigar a
coadministraco com outra vacina de virus atenuados
(sarampo, caxumba, rubéola) em lactentes. Uma prova de
conceito para eficécia faz parte de um estudo de Fase Ilb.
Quatro mil criancas tailandesas com idade entre 4 e 11
anos deverdo receber trés injecdes subcutdneas da VTD ou
de uma vacina controle nos momentos 0,6 e 12 meses
apds a primeira dose e serdo monitoradas para avaliar a
eficdcia contra a dengue virologicamente confirmada,
independentemente da sua gravidade. Estudos de Fase Il
de grande porte serdo conduzidos em criangas e
adolescentes na Asia e América Latina™®.

De acordo com as diretrizes da OMS, em cada fase do
desenvolvimento clinico muitos individuos deverdo ser
acompanhados no longo prazo (3 a 5 anos). Isto permitird
monitorar a seguranca no longo prazo, inclusive o
potencial para dengue grave, e avaliar a persisténcia dos
anticorpos e a possivel necessidade de dose de reforco”’.

FENOMENO AED

A etiologia da FHD parece ser multifatorial. Se a
hipétese AED é ou ndo um dos fatores associados & FHD in
vivo ainda é um objeto de debates’. Apesar das
controvérsias sobre o tema, a preocupacdo com esse
fendmeno foi motivo de estudos desde o inicio das
pesquisas relacionadas ao desenvolvimento de vacinas
contendo CYD. Os pesquisadores da Sanofi Pasteur
desenvolveram uma prova in vitro, sensivel e reprodutivel,
usando células FcyRIl da linhagem K562-positivas e
citometria de fluxo para avaliar esse risco. O soro de
criancas tailandesas previamente vacinadas com uma
vacina candidata de primeira geracdo, contendo DENV
atenuados, foi testado com esses métodos, demonstrando-
se risco baixo ou ausente do fendbmeno ADE in vitro, em
criancas com diversos perfis sorolégicos, com fitulos baixos

e altos de anticorpos nd@o neutralizantes contra um ou
vdrios sorotipos da dengue”. In vitro, nédo foi observado o
fenébmeno ADE na presenca de ampla resposta
neutralizante contra os quatro sorotipos de DENV. Assim,
qualquer que seja o papel do ADE na etiologia de dengue
grave in vivo, uma vacina capaz de induzir uma resposta
neutralizante contra os quatro sorotfipos (prova de
conceito) deve evitar esse problema.

Conforme as diretrizes da OMS, hd um consenso de
que o desenvolvimento clinico das vacinas confra a
dengue ndo deve ser prejudicado por certas preocupacoes
hipotéticas com a seguranca®. A etapa seguinte dos
grandes estudos de eficdcia com um tamanho de amostra
de vdrios milhares (Fase Ill) j& foi iniciada e, até abril de
2011, mais de 6 mil pessoas j& tinham recebido, pelo
menos, uma dose da vacina candidata da Sanofi Pasteur,
ndo tendo sido observado nenhum sinal de seguranca nos
estudos j& completados ou em andamento. Os estudos de
Fase Il fornecerdo mais evidéncias sobre quaisquer
questdes de seguranca que ocorram nos vacinados versus
controles. Entretanto, a avaliacdo da possivel relacao
causal ou casual entre desfechos graves muito raros
somente poderd ser avaliada por meio de estudos de Fase
IV e de vigilancia pés-comercializacdo, tanto para esta
vacina candidata como para as outras em fase mais
precoce de desenvolvimento®.

DESAFIOS FUTUROS

Além dos desafios diretos do desenvolvimento clinico, e
& medida que a vacina VDT da Sanofi Pasteur entra na fase
clinica Ill, é importante estabelecer metas adequadas.
Ovutros desafios diferentes precisam ser enfrentados para
garantir a concess@o do registro da vacina e seu uso em
campo.

Imunologia e desafios da pesquisa nao clinica

E preciso entender melhor os mecanismos protetores
induzidos pelas vacinas candidatas contra a dengue. Os
dados de futuros estudos clinicos de eficdcia podem ser
usados para comparacdo com os resultados observados
nos estudos pré-clinicos, assim como para estimar um
possivel correlato de protecéo. Estudos de ponte (bridging)
entre resultados de estudos realizados em PNHs e dados de
protecdo clinica podem facilitar o desenvolvimento de
novas formulacées ou tecnologias de vacinas, reduzindo a
necessidade de estudos clinicos caros e demorados. Com
isto em mente, justifica-se uma estratégia clara, focalizada
na imunologia, para desenvolver ensaios robustos, de alto
rendimento, padronizados, para auxiliar no
desenvolvimento clinico.

Em primeiro lugar, h& necessidade de provas de
neutralizagdo de sorotipos especificos de alto rendimento,
bem como provas padronizadas, reprodutiveis, de
imunidade mediada por células que possam ser usadas
com pequenas quantidades de sangue, e assim serem
adequadas para aplicacéo em estudos pedidtricos (ver
acima). Uma ampla série de questdes relacionadas com a
avaliacdo de respostas celulares foi discutida em 2007 em
Bangcoc, durante a forca-tarefa da OMS sobre a
imunidade celular da dengue, resultando em
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recomendacdes gerais”. Foi declarado em particular que,
embora ndo obrigatéria para fins de registro, a
documentacéo de tais respostas em estudos clinicos —
inclusive os de Fase Ill — seria recomendada e traria
informacées importantes relativas & seguranca no curto e
longo prazo e d imunogenicidade das vacinas candidatas.

Em segundo lugar, provas simples e confidveis para
examinar a cinética e a afinidade de ligacdo de anticorpos
poderiam fornecer estimativas Uteis sobre a avidez geral do
soro contra preparacdes virais ou de proteina E em nivel
policlonal. Esta abordagem & foi pesquisada por alguns
investigadores e seria interessante comparar a avidez geral
das respostas induzidas pela vacinacdo versus aquelas
induzidas por infeccdo, assim como comparar a avidez
geral com resultados de anticorpos de neutralizacéo. A
isotipagem das subclasses IgG E especificas também pode
ser de interesse, jd que fatores como sua atividade de
fixacdo de complemento poderiam serimportantes.

Em terceiro lugar, compreender os mecanismos de
interferéncia entre os DENV pode levar a esquemas de
vacinag@o mais simples, em comparacdo com o esquema
atual em questdo, que envolve doses multiplas da vacina
tetravalentes administradas de 6 a 12 meses. A pesquisa
pré-clinica aplicada é, assim, necessdria para: 1) entender
melhor os mecanismos de interferéncia envolvendo
imunidade inata e/ou adaptativa em modelos in vitro e in
vivo adequados (ex.: por meio do desenvolvimento das
provas mencionadas acima), ll) usar este conhecimento
para desenvolver novos esquemas que requeiram menor
nimero de doses em periodos curtos, e lll) desenvolver
novas estratégias de tecnologia de vacinas para aliviar
interferéncias sem comprometer a imunogenicidade e
seguranga.

Em quarto lugar, os modelos de seguranca néo clinicos
precisam ser mais explorados. Embora existam modelos
satisfatérios com camundongos e PNHs para
neurotropismo, falta um modelo semelhante para
viscerotropismo. Tais modelos poderiam tanto imitar o
perfil imune induzido pelo DENV e permitir uma
comparacdo de seguranca (ndo humanal), biodistribuicéo
e atividade protetora das vacinas candidatas contra
dengue como, por outro lado, servir de modelos
patogénicos verdadeiros para a dengue, embora esta
Ultima meta possa néo ser atingida.

Desafios institucionais e econdmicos

Até recentemente, o inferesse e investimentos em
pesquisas sobre dengue e vacinas contra esta doenca
eram significativamente menores do que para as "trés
grandes" doencas infecciosas (HIV/AIDS, maléria,
tuberculose). Entretanto, diante da crescente importéncia
global da dengue, da globalizacdo da informacédo e,
talvez, da militéncia em relacdo ao aquecimento global e
seus possiveis efeitos sobre a distribuicdo geogrdfica das
doencas, o interesse sobre a dengue tem aumentado.
Militdncia e incentivos ainda faltam para os pesquisadores
das instituicdes académicas, tanto para trabalhar sobre a
dengue como para melhorar oportunidades de carreira na
drea. Isso poderia ser alcancado por meio de recursos
especificos e concessdes disponiveis para aplicacdo na
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pesquisa sobre a dengue. Tais recursos podem ser
fornecidos por organizacdes governamentais e/ou ndo
governamentais voltadas para a satdde ou fundagdes
privadas tais como a Pediatric Dengue Vaccine Initiative
(PDVI), que conta com programas de avaliagdes
especificas e de acesso a vacinas contra a dengue.

A pesquisa sobre a dengue ainda ndo atingiu uma
massa critica em muitos paises onde a doenca é endémica
e estd classificada entre as cinco principais preocupacdes
de satde publica. A PDVI, em colaboracdo com a
Organizacéo Panamericana de Satde (OPAS) e a OMS,
organizaram recentemente reunides regionais sobre
pesquisa da dengue, reunindo cientistas da Asia e das
Américas. Tais reunides ajudam a reunir dados, identificar
novos rumos e estabelecer sinergias Uteis e redes para
permitir aos cientistas e vacinologistas da dengue
realizarem avancos significativos. Esforcos como este
precisam ser renovados, a fim de ajudar a estabelecer
redes cientificas regionais para pafses onde a dengue é
endémica. Além disso, sGo necessdrias aliancas globais
mais fortes entre a OMS, OPAS, autoridades regulatérias
nacionais, formadores de opiniGo importantes, cientistas
de destaque, fundacées privadas e especialistas no
desenvolvimento de vacinas para compartilhar dados,
regulacées, gerenciamento de risco e exigéncias de
registro, em um novo modelo de parceria além do
paradigma habitual do privado versus publico.

SITUACAO EPIDEMIOLOGICA DA DENGUE NO
BRASIL

No Brasil, a dengue tem se apresentado como um dos
principais problemas de sadde piblica, com cerca de 2,5
milhées de casos provdaveis da doenca e 280 mil
internacdes registrados entre 2007 e 2010°*°". Apesar de
grandes investimentos e esforcos por parte das autoridades
de satde, a incidéncia da doenca continua alta e existem
limitacdes para o controle da dengue no pais™.

Até o ano de 2005, a epidemiologia da dengue
apresentou dois padrées distinfos no Brasil: ondas
epidémicas localizadas em grandes centros urbanos (1986
a 1993) e epidemias/circulacdo endémica do virus em
todas as regides do pafs (1994 a 2005)*. O ano de 2006
marcou o inicio de um novo cendrio na epidemiologia da
doenca, caracterizada pela migracéo de gravidade para
criancas, com épice nas epidemias registradas no ano de
2008, em especial no Estado do Rio de Janeiro™*. Essa
mudanca no padrdo de ocorréncia da doenca refletiv a
recirculagéo do sorotipo DENV2 no pafs.

Atualmente temos os sorofipos 1, 2 e 3 do virus
circulando em todas as regides do Brasil e, a partir do
segundo semestre de 2010, a introducdo do DENV4 a
partir da Regido Norte, com disseminagdo para as Regides
Nordeste e Sudeste®™. O cendrio atual é de
hiperendemicidade da doenca e a sucessdo de sorotipos
predominantes determinou ciclos de grande fransmisséo
de dengue no pais, que atingiram seus picos em 1998
(DENVT), 2002 (DENV3), 2008 (DENV2) e 2010 (DENVT),
conforme pode ser observado na figura 5. Esse cendrio,
acrescido da introducdo do DENV4 e do aumento de
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formas graves da doenca, inclusive em criancas, evidencia
a necessidade de melhorias nas atividades de prevencéo e
controle, incluindo o desenvolvimento de novas
tecnologias, entre as quais uma vacina eficaz contra a
doenca®.

Epidemia
DENV1
¢ 100.000
1.000.000- == Casos notificados Eoidemi
e - . . pidemia 90.000
— Internagdes Epidemia
DENV2
DENV3 80.000
800.000+ ¢
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Figura 5 - NUmero de casos provdveis e de hospitalizacées por
dengue registrados no Brasil, no periodo de 1986 a
2010

CONCLUSAO

A vacina candidata tetravalente recombinante de virus
atenuados contra a dengue da Sanofi Pasteur tem
demonstrado seguranca e imunogenicidade satisfatérias
em testes pré-clinicos in vifro e in vivo, bem como em
estudos clinicos em individuos naive e imunes a flavivirus.
Os possiveis riscos associados aos virus quiméricos t&m
sido avaliados em profundidade e a vacina tem
demonstrado ser genética e fenotipicamente estavel, néo
hepatotrépica, menos virulenta em comparacdo com a

vacina contra a febre amarela 17D (YFV 17D) e incapaz de
infectar mosquitos pela via oral. Até o inicio de 2011, a
vacina jé havia sido administrada a mais de é mil criangas
e adultos de dreas endémicas e ndo endémicas e nenhuma
questao relativa & sua seguranca havia sido detectada. O
esquema de trés doses induz respostas imunes humorais e
celulares contra os quatro sorotipos na grande maioria dos
vacinados e a presenca de anticorpos contra flavivirus
favorece resposta mais rdpida e maiores fitulos de
anticorpos. Resultados preliminares de prova de conceito
de eficacia sdo esperados para o final de 2012. O
acompanhamento no longo prazo abordard questdes de
duracéo da imunidade e seguranca contra eventos
adversos muito raros. A obtencdo de uma vacina eficaz e
segura contra a dengue é uma necessidade para diversos
paises, incluindo o Brasil, onde aincidéncia da doenca tem
aumentado de forma dramdtica nos Gltimos anos. O inicio
de estudos de eficacia (fase Ill) da vacina candidata da
Sanofi Pasteur traz a esperanca de que a protecdo contra a
dengue esteja em breve ao nosso alcance.
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Development of Sanofi Pasteur tetravalent dengue vaccine

ABSTRACT

The Sanofi Pasteur tetravalent dengue vaccine candidate is composed of 4 recombinant live attenuated vaccines based on
a yellow fever vaccine 17D (YFV 17D) backbone, each expressing the prM and envelope genes of one of the four dengue
virus serotypes. Pre-clinical studies have demonstrated that the TV dengue vaccine is genetically and phenotypically stable,
non-hepatotropic, less neurovirulent than YFV 17D and does not infect mosquitoes by the oral route. In vitro and in vivo
preclinical studies also showed that the TV dengue vaccine induced controlled stimulation in human dendritic cells, and
significant immune responses in monkeys. TV dengue vaccine reactogenicity, viraemia induction and antibody responses
were investigated in three Phase | trials in the USA, the Philippines and Mexico, in a two or three-dose regimen over a 12
month period. Results showed that the majority of adverse events were mild to moderate and transient in nature. Viraemia
was transient and low, and was not increased after initial dengue TV administration, even in the case of incomplete
responses. Seropositivity [ > 10 in a PRNT 50 assay] was 100% for all four serotypes in flavivirus-naive adults injected with 3
doses of TV dengue vaccine in the USA. Similarly, seropositivity was 88—100% following three administrations in flavivirus-
naive Mexican children aged 2-5 years. Furthermore, the proportion of seropositive subjects increased with each dengue
TV injection in the Philippines where baseline flavivirus immunity was high. Responses were also monitored at the cellular
level in humans, and their level and nature were in good agreement with the observed safety and the immunogenicity of the
vaccine. Finally, the challenges inherent to the development of such TV dengue vaccines will also be discussed in the last
part of this review. In conclusion, preclinical and clinical results support the favorable immunogenicity and short-term safety
of the dengue TV vaccine. The final stage of development of the VTD (Phase Ill) started in October 2010 and will comprise
thousands of individuals living in endemic countries, such as Brazil, where dengue is considered one of the biggest
challenges in public health.

Keywords: Dengue; Vaccine; Human; Development; Immunity.
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Desarrollo de una vacuna tetravalente contra dengue
RESUMEN

Este articulo es una revisién sobre el desarrollo de una vacuna candidata tetravalente contra el dengue (VTD) compuesta
por 4 cepas recombinantes vivas atenuadas de virus de dengue. Cada cepa expresa los genes de la premembrana (prM) y
del cierre de uno de los cuatro serotipos del virus del dengue y tiene por base la cepa de la vacuna de la fiebre amarilla 17D
(YF 17D). Los estudios preclinicos demostraron que las cepas de la VTD son estables genética y fenotipicamente, no
hepatotrépicas, menos neurovirulentas que la cepa YF 17D y no infectan a mosquitos por la via oral. La VTD induce
estimulo controlada de las células dendriticas humanas y respuestas inmunes significativas. Estudios de Fase | se realizaron
en los Estados Unidos, México y Filipinas. La seropositividad luego de tres dosis de la VTD para los cuatro virus del dengue
en personas naive a flavivirus fue de 100% en los adultos norteamericanos y de 88 a 100% en nifios mexicanos. En los
filipinos con inmunidad previa a flavivirus, se observaron mayores tasas de seroconversién. Mdés de 6 mil personas con
edades entre 2 y 45 afios ya han recibido al menos una dosis de la VTD en los estudios de Fase | y Il. Todos los resultados
disponibles confirman la inmunogenicidad favorable y la seguridad de la VD a corto plazo. En octubre de 2010, se inicié
el programa de desarrollo final de la vacuna (Fase Ill), que deberd incluir a miles de personas residentes en paises
endémicos, incluyendo a Brasil, en donde la enfermedad estd considerada como uno de los més grandes desafios en salud
publica.

Palabras clave: Vacunas contra dengue; Virus del dengue; Flavivirus, Vacunas; Inmunizacién.
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