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RESUMO

A universalizacdo da vacinacao constitui uma das politicas de saude publica mais bem-
sucedidas da histéria da humanidade, diminuindo sobremaneira a incidéncia, a morbidade e
a mortalidade de doencas imunopreveniveis. Para tanto, a primeira geracdo de imunizantes
se baseou na atenuacdo ou inativacdo do respectivo patégeno-alvo para induzir uma resposta
imune protetora. Tal abordagem possui a desvantagem de demandar o cultivo e propagacado /7
vitro do agente infeccioso em laboratérios de elevado nivel de biosseguranca e complexidade
operacional. Alternativamente, avancos na darea da biotecnologia vém possibilitando o
desenvolvimento de novas vacinas por meio da integracdo das ciéncias 6micas, permitindo uma
maior compreensdo a nivel molecular da fisiologia do patégeno-alvo. Diante desse panorama,
a vacinologia reversa emerge como uma abordagem promissora ao prospectar antigenos sem
a necessidade do cultivo 77 vizro de patdgenos, utilizando ferramentas computacionais para
o reconhecimento e triagem de potenciais alvos vacinais. O presente capitulo ird transcorrer
sobre as principais etapas aplicadas na vacinologia reversa, suas limitacdes e as perspectivas
de avancgo para as préximas décadas.

Palavras-chave: Vacinas; Bioinformatica; Imunoinformatica; Biologia computacional.

INTRODUCAO

Ao longo da histéria da humanidade, doengas infecciosas moldaram profundamente
a formacdo de sociedades e culturas. A medida que a populacdo mundial se expandiu em
tamanho e complexidade, a disseminacdo dessas doengas promoveu impacto direto sobre
a expectativa de vida, fundamentando a necessidade de uma maior compreensdo acerca
de sua etiologia, profilaxia e tratamento (Excler et al., 2021; Friedler, 2020; World Health
Organization, 2012; lacono; Nichols 2017). A Teoria Microbiana das Doengas emergiu nesse
contexto como um marco notavel ao determinar o papel patogénico dos microrganismos, além
de fomentar o surgimento de praticas assépticas, promover o saneamento e estruturar bases
tedricas para o desenvolvimento de outras ferramentas profilaticas, como as vacinas (The
Lancet, 2022; Riedel, 2005).

Vacinas integram uma gama de bioprodutos capazes de induzir uma resposta imune
protetora frente a um agente infeccioso, estabelecendo uma defesa duradoura, capaz de
prevenir ainstauracdo de determinadas doencas infecciosas em caso de exposicdo subsequente
ao respectivo patégeno (Khan et al., 2022a). A capilarizagao da vacinagdao como estratégia de
saude publica contou com a seminal contribuicdo de Edward Jenner, que imunizou o primeiro
individuo contra a variola humana a partir do fluido obtido de lesdes cutaneas ocasionadas pelo
virus da variola bovina. Devido a sua origem, a etimologia do termo vacina deriva da palavra
latina “vaccd’, cujo significado se refere ao Iéxico “vaca” na lingua portuguesa. O sucesso
dos programas de vacinagdo frente a varfola humana resultou em 1980 na sua erradicacao,
conforme anunciado pela Organizagdao Mundial da Saide (Depelsenaire et al., 2017; World
Health Organization, 1980).
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Para tal finalidade, a vacinologia cldssica empregou a inativagdo e atenuagdo de
patégenos como pilar basilar no desenvolvimento de imunizantes. Essas abordagens
contribuiram substancialmente no controle do sarampo, poliomielite, caxumba, rubéola,
difteria, raiva e coqueluche (Rodrigues; Plotkin, 2020; Kallerup; Foged, 2014). Destaca-se como
vantagens dessa plataforma vacinal o seu baixo custo de producdo e sua elevada efetividade.
No entanto, algumas limitacdes inerentes ao seu processo produtivo constituem um desafio
em situagdes que envolvam uma alta demanda por determinados imunizantes, como diante
da pandemia ocasionada pelo virus SARS-CoV-2 (Abu-Raya et al., 2020). Nesse cendrio, faz-se
necessario estabelecer plantas industriais com elevado nivel de biosseguranca e complexidade
operacional para o cultivo e propagacgdo viral, objetivando a producao de vacinas inativadas.
No que se refere a producao de vacinas atenuadas, € imperativo um amplo sistema de controle
de qualidade para certificar a sua seguranga e garantir que o virus ndo apresente reativagao
apo6s sua administracao em seres humanos (Van Riel; De Wit, 2020; Stauffer et al., 2006; Abu-
Raya et al., 2020).

Em paralelo aos ultimos avancos no ambito da biologia molecular e da bioinformadtica,
novas plataformas vacinais vém sendo desenvolvidas, como é o caso das vacinas feitas de
acidos nucléicos ou baseadas em peptideos recombinantes (Braz et al., 2014; Diniz; Ferreira,
2010). Tais estratégias possibilitaram a ascensao de um novo paradigma para o desenvolvimento
de imunizantes: a vacinologia reversa. Essa abordagem visa utilizar dados genémicos, através
de simulacdes computacionais (/72 s7//co), na triagem de potenciais alvos vacinais, como por
exemplo, fatores de viruléncia e proteinas de superficie do patégeno-alvo (Figura 1). Em
contraposicdo com a vacinologia tradicional, a vacinologia reversa ndo necessita da expansao
e do cultivo do patégeno-alvo e apresenta como vantagens a aceleracdo do processo de
pesquisa e desenvolvimento de vacinas, personalizacao de antigenos, assim como a redugao
de efeitos adversos relacionados a esses imunizantes (Nandy; Basask, 2019; He, 2015; Tselis,
2014; Khalid; Poh, 2023; Rappuoli, 2001).
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Figura 1 - Principais etapas utilizadas para o desenvolvimento de potenciais imunizantes através da vacinologia
tradicional ou reversa.

Vacinologia Tradicional

Cultivo do Inativagdo ou Identificacdo de

Patogeno-alvo . - _
patégeno-alvo atenuacao antigenos

Ensaios pré-clinicos Formulagﬁo vacinal Ensaios pré-clinicos

Andlises de Inferéncia de proteinas Sequenciamento

. . s . . L. Patégeno-alvo
imunoinformatica de superficie genético

Vacinologia Reversa

A vacina 4CMenB (Bexsero®), desenvolvida pela companhia multinacional britanica
GlaxoSmithKline, apresenta-se como exemplo emblematico da aplicagdo da estratégia de
vacinologia reversa no desenvolvimento de imunizantes. Essa vacina foi aprovada pela agéncia
norte-americana Food and Drug Administration no ano de 2015 e constitui uma importante
ferramenta profildtica contra a bactéria Ne/sseria meningitiais do sorogrupo B, elencada
como uma das principais causadoras de meningite bacteriana e sepse pedidtrica (Food and
Drug Administration, 2015; Davide et al., 2012). A concepcao dessa vacina se tornou possivel
ap6s o sequenciamento completo do genoma da AN. meningitidis cepa MC58, evidenciando
a expressao de cerca de 2.000 proteinas (Tettelin el al., 2000). Com o intuito de realizar a
triagem dos possiveis alvos vacinais, foram empregados algoritmos de bioinformadtica para
inferéncia de proteinas presentes na superficie bacteriana, as quais foram posteriormente
clonadas, expressas e submetidas a ensaios para avaliacao da resposta humoral. A formulagao
final da vacina licenciada é composta por quatro antigenos: a proteina de ligacdo ao fator H
(fHbp), o antigeno de ligacdo a heparina (NHBA), adesina A (NadA) e a vesicula de membrana
externa contendo a proteina PorA. (Rappuoli et al., 2018; Giuliani et al., 2006). Ao final dos
ensaios clinicos a vacina 4CMenB se mostrou segura e com uma efetividade de 71% contra a
doenga meningocdcica sorogrupo B em individuos que receberam a administracdao das duas
doses (Castilla et al., 2023).
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PRINCIPAIS ETAPAS DA VACINOLOGIA REVERSA

O processo de pesquisa e desenvolvimento de imunizantes por meio da vacinologia
reversadestaca-se poraplicardiversasferramentas computacionais, objetivando aidentificacdao
e andlise de potenciais alvos vacinais (Quadro 1). Nesse sentido, o sequenciamento de genomas,
caracterizagdo protedmica e a utilizacdo de bases de dados biol6gicos constituem uma etapa
fundamental ao fornecer um vasto repertério sobre o patégeno-alvo. Conjuntamente, essas
abordagens possibilitam a inferéncia de antigenos proteicos de superficie, direcionando a
formulacdo de um imunizante adaptado as especificidades do patdégeno-alvo em questao
(Quiroz-Castafieda, 2018; Rappuoli, 2001; Bentley; Lo, 2021; Lu et al., 2020; Tsolakos et
al., 2014; Bambini; Rappuoli, 2009). A principais etapas envolvidas na triagem e selecao de
antigenos na vacinologia reversa estao indicados na Figura 2.

Figura 2 - Fluxo de trabalho utilizado na triagem e selegdo de protefnas imunogénicas na vacinologia reversa

Gendémica Comparativa
do Patdégeno-alvo
S— o
ﬁ Inferéncia de Proteinas
— e Predicao de Epitopos
—— O

Docking Molecular

O
Validacao Experimental
O
Quadro 1 - Ferramentas frequentemente utilizadas na vacinologia reversa.
Ferramenta Etapa Fonte
VISTA Gendmica comparativa https://genome.lbl.gov/vista/
PipMaker Gendmica comparativa hitp://pipmaker.bx.psu.edu/pi-
pmaker/
. - . . https://services.healthtech.dtu.dk/
BepiPred 2.0 Predicao de epitopo de células B services/BepiPred-2.0/
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Discolope Predicdo de epitopo de células B http://www.cbs.dtu.dk/
) o http://tools.immuneepitope.org/
Ellipro Predicdo de epitopo de células B . o
tools/ElliPro/iedbinput
|EDB (/mmune Lpitope Qa[abdse Predicdo de epitopos de células B http://tools.iedb.org/
and Analysis Resource) eT
- . . http://www.cbs.dtu.dk/services/
NetCTL Predicdo de epitopo d de células T NetCTL/
Propred Predicdo de epitopo d de células T hitp://wwwimtech.res.in/raghava/
propredl
EpiMatrix Predicdo de epitopo de células T http://www.epivax.com/
SwissDock Docking molecular http://www.swissdock.ch/
Autodock Docking molecular https://autodock.scripps.edu/

GENOMICA COMPARATIVA DO PATOGENO-ALVO E IDENTIFICACAO DE
PROTEINAS DE SUPERFICIE

A gendmica comparativa é um campo de pesquisa utilizado para identificar diferengas
entre o genoma de duas ou mais espécies. Neste campo a técnica de gendmica subtrativa
possui o objetivo de encontrar sequéncias nucleotidicas presentes em um organismo e ausentes
em outro (Barh et al., 2011; Lin et al., 2020). Na vacinologia reversa, a gendmica subtrativa
permite identificar genes exclusivos do patégeno, servindo como alvos vacinais com baixas
chances de reacbes cruzadas (Ashraf et al., 2022; Khan et al., 2022b). Em paralelo, as rotas
fisico-quimicas e metabdlicas desses alvos vacinais, assim como a estrutura das protefnas
envolvidas, tendem a ser diferentes daquelas encontradas no hospedeiro e sua inibicao ou
bloqueio podem ser virtualmente letais ao patégeno (Martinez-Carranza et al, 2018).

Apés a identificagdo dos genes de interesse é realizada a inferéncia da localizagdo
celular de suas respectivas proteinas, buscando selecionar potenciais antigenos secretados
e/ou presentes na superficie do patégeno. Quanto mais exposto ao sistema imunolégico do
hospedeiro, melhor estes atuardo como alvo vacinal. Para isso, algoritmos computacionais se
baseiam na identificacdo de sequéncias de aminoacidos que servem como peptideo sinal com
a finalidade de se determinar o enderecamento das proteinas ao seu compartimento celular
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(Jorge & Dellagostin, 2017; Rappuoli, 2000; Rappuoli, 2001; Sette; Rappuoli, 2010).

PREDICAO DE EPITOPOS DE LINFOCITOS BE T

Apbs a selecao das proteinas secretadas e/ou presentes na superficie do patégeno,
segue-se a andlise estrutural/conformacional de tais antigenos para a predicao de epitopos,
comumente empregando modelagens por homologia (Sanchez-Trincado et al., 2017; Yurina;
Adianingsih, 2022; Jing & Dong, 2017). A predicao de epitopos para linfécitos T tem como
objetivo identificar os menores peptideos de antigenos com cardter imunogénico, ou seja, que
podem gerar uma resposta de linfécitos CD8 ou CD4. Essa identificacdo é realizada através da
previsdo de ligacdo de peptideos as moléculas do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC) (Ullah et al., 2023). A previsao de ligacdo ao MHC do tipo | geralmente considera
peptideos de tamanho fixo, enquanto para o MHC do tipo Il sdao considerados peptideos de
tamanhos variaveis (Sanchez-Trincado et al., 2017).

A predicdo de epitopos pra linfécitos B tem busca identificar estruturas que levam
a producdo de anticorpos (Ras-Carmona et al.,, 2022). Os epitopos conformacionais sao
estruturalmente mais complexos, formados por regides nao sequenciais e geralmente
em estruturas tridimensionais (Cia; Pucci; Rooman, 2023). Para prever esses epitopos sdo
utilizadas diversas técnicas, como a andlise de acessibilidade ao solvente, identificacdao de
regides proeminentes na superficie da proteina e andlise das propriedades fisico-quimicas dos
aminodcidos (Sanchez-Trincado et al., 2017; Yurina; Adianingsih, 2022). A previsao de epitopos
conformacionais necessita de validacdo experimental e € mais trabalhosa que a predicdo de
epitopos lineares. Enquanto os linfécitos T reconhecem epitopos lineares e processados, o0s
linfécitos B reconhecem antigenos conformacionais e sem a necessidade de processamento.

DOCK/ING MOLECULAR

O docking molecular é um método /77 s//ico utilizado para simular interacdes entre
pequenos compostos ou macromoléculas com um receptor e prever suas interagdes moleculares.
Consiste, portanto, em prever a melhor posicdo e orientacdo de um ligante em relacdo a outra
molécula (Meng et al., 2011). Na vacinologia reversa essa abordagem tem o objetivo de validar
as predicdes de epitopos realizadas anteriormente. O processo de dock/ngenvolve duas etapas
basicas: previsdo da conformacao molecular e avaliacao da afinidade de ligacao.

A previsdo da conformacao molecular determina como um ligante se encaixa e interage
com o sitio ativo de uma proteina. Esse processo inicia com a exploragdo de diferentes
conformacdes do ligante, ou seja, as vdrias disposi¢des tridimensionais que a molécula pode
assumir (Agu et al., 2023). Uma vez que um ligante pode adotar multiplas conformacdes
devido a flexibilidade das moléculas, almeja-se aqui identificar aquela que melhor se ajusta ao
sitio de ligagdo da protefna. Isso é feito por meio de algoritmos de amostragem, que exploram
o espac¢o conformacional do ligante dentro do sitio ativo da proteina, considerando tanto a
orientacao quanto a posicdo do ligante (Morris & Lim-Wilby, 2008; Meng et al., 2011).

A avaliacdo da afinidade de ligacdo ocorre ap6s a geracao de vdrias conformacdes
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possiveis do ligante no sitio ativo da proteina, quando uma fungdo de pontuagao é aplicada para
estimar a afinidade da ligacao. Essa funcdo leva em conta fatores como interagdes hidrofébicas,
ligagcdes de hidrogénio, forcas de van der Waals e efeitos eletrostdticos, fornecendo uma
pontuacdo numérica que reflete a favorabilidade da interacao ligante-receptor (Meng et al.,
2011; Bender et al., 2021; Agu et al., 2023). Embora essas fung¢des de pontuacdo busquem
prever as conformagdes mais provdveis sob condicdes bioldgicas, também possuem limitacdes
e tendem a simplificar as complexas interagdes moleculares, bem como a termodinamica de
ligacdo. A precisdo das previsdes de docking, portanto, depende da qualidade da fungdo de
pontuagdo e da validagdo experimental subsequente (Shivanika et al., 2020).

VALIDACAO EXPERIMENTAL

A validacdo experimental consiste em uma etapa central no desenvolvimento de
uma vacina, independente da abordagem vacinoldégica empregada. Contudo, a diferenca
fundamental entre os métodos aqui discutidos é o tempo necessdrio para se chegar neste
passo. Na vacinologia tradicional o processo requer o cultivo do patégeno e diversos ensaios
em modelos 77 v/vo para selecdo de candidatos vacinais, sendo que tal processo requer
consideravelmente mais recursos e tempo. Ao se utilizar a estratégia da vacinologia reversa,
a identificacdo e andlise de epitopos-alvo é realizada a pr7or7 por meio de ferramentas de
imunoinformética e andlise computacional, seguindo posteriormente para ensaios /72 vitro e
em seres vivos (Rappuoli, 2000; Rappuoli, 2001).

A abordagem /72 s//icode descoberta de alvos vacinais oferece ainda a grande vantagem
de minimizar o uso de animais de experimentacao, alinhando-se assim ao principio dos ‘3Rs’
(Reduzir, Refinar e Substituir) proposto por Russel e Burch em 1959. Esta abordagem nao
s6 atenua consideragdes éticas ao reduzir o nimero de animais sujeitos a procedimentos
experimentais, mas também proporciona velocidade na obtencdo de resultados e uma
economia de custos significativa. Ademais, é possivel dedicar maior atencdo a qualidade e
precisao dos dados obtidos, reduzindo o nimero de modelos animais necessdrios e garantindo
assim resultados mais confidveis e reprodutiveis (Shi et al., 2019; Danchin, 2022).

LIMITACOES ATUAIS E PERSPECTIVAS PARA A VACINOLOGIA REVERSA

A vacinologia reversa constitui uma abordagem metodolégica em plena ascensdo. Por
meio dela jd é possivel acelerar o processo de desenvolvimento de vacinas, a customizacdo
de antigenos, a diminuicao do nimero de animais em testes vacinais e a reducdo de possiveis
efeitos adversos (Khalid; Poh, 2023; Rappuoli, 2001). Entretanto, essa abordagem metodolégica
apresenta também algumas limitacdes, dentre elas a complexidade de se identificar antigenos
glicosilados, assim como a existéncia de proteinas que nao sao previstas por meio dos dados
gendmicos. As perspectivas para as proximas décadas no ambito da vacinologia reversa
incluem uma maior compreensao das fases de leitura aberta ndao-candnicas e a potencial
relevancia de suas respectivas proteinas codificadas na formulacao de vacinas (Bruno et al.,
2015). Outrossim, a medida que a compreensdo acerca das interagdes celulares e moleculares
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relacionadas ao sistema imunolégico avancam, as ferramentas computacionais permitirdo uma
resposta cada vez mais rapida, precisa e adaptdvel ao desenvolvimento de novos imunizantes

destinados a saude Unica.
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