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RESUMO

As vacinas de acidos nucleico sédo plataformas seguras, rapidas, faceis de fabricar e
capazes de evocar respostas celulares e humorais eficientes tanto em estratégias
profilaticas quanto terapéuticas. No entanto, sdo menos imunogénicas e estaveis que
as abordagens convencionais, necessitando de otimizagc&o por moléculas e estruturas
capazes de proteger o material genético e favorecer a inducdo de respostas
imunologicas. Uma forma de otimizacdo atualmente aplicada consiste na utilizacao de
sistemas de entrega para permitir a captacdo especifica do antigeno e ajudar a
modular a resposta imunoldgica. Dessa forma, esta revisdo sistematica objetiva
discutir a influéncia desses diferentes sistemas nas respostas geradas por vacinas de
acidos nucleicos, avaliando sua eficacia, mecanismo, vias de administracéo,
vantagens e limitacbes. Para isso, foi executada uma pesquisa bibliografica e
transversal por meio de artigos cientificos publicados em meios eletrénicos nas bases
de dados: PubMed, Embase, Science Direct e Google Scholar. Apds a leitura e
aplicacao dos critérios adotados, restaram 84 artigos, sendo 4 ensaios clinicos, 19
pré-clinicos e 61 revisbes. Mediante a pesquisa realizada, foi observado que para
garantir a estabilidade e o transporte das vacinas de acidos nucleicos até seus
respectivos compartimentos de sintese proteica, sistemas de entrega baseados em
lipideos, polimeros e microrganismos sdo 0s mais utilizados. Porém, fatores como
tamanho, carga, reacfes imunes ndo desejadas, reconhecimento por receptores e
vias de administracdo influenciam na interacdo com os acidos nucleicos, na forma
como sdo percebidos por células imunes e na geracdo de inflamacédo e efeitos
citotoxicos. Sendo assim, durante o projeto de elaboracdo de uma vacina € importante
considerar o tipo de sistema de entrega a ser utilizado, seu custo-beneficio,
caracteristicas estruturais, impacto na resposta imunoldgica e o efeito final almejado

para que as constru¢des gerem respostas imunes ideais.

Palavras-chave: resposta imune; adjuvantes; transportadores; DNA; RNA;



ABSTRACT

Nucleic acid vaccines are safe, fast, and easy to manufacture platforms capable of
evoking efficient cellular and humoral responses in both prophylactic and therapeutic
strategies. However, they are less immunogenic and less stable than conventional
approaches, requiring optimization by molecules and structures capable of protecting
the genetic material and favouring the induction of immune responses. One form of
optimization currently applied is the use of delivery systems to allow specific antigen
uptake and help modulate the immune response. Thus, this systematic review aims to
discuss the influence of these different systems on the responses generated by nucleic
acid vaccines, evaluating their efficacy, mechanism, routes of administration,
advantages, and limitations. Bibliographic and transversal research was carried out
through scientific articles published in electronic media in the databases: PubMed,
Embase, Science Direct, and Google Scholar. After reading and applying the adopted
criteria, 84 articles remained, being 4 clinical trials, 19 pre-clinical and 61 reviews.
Through the research carried out, it was observed that to ensure the stability and
transport of nucleic acid vaccines to their respective protein synthesis compartments,
delivery systems based on lipids, polymers, and microorganisms are the most
commonly used. However, factors such as size, load, unwanted immune reactions,
recognition by receptors, and routes of administration influence the interaction with
nucleic acids, the way they are perceived by immune cells, and the generation of
inflammation and cytotoxic effects. Therefore, during the design of a vaccine, it is
crucial to consider the type of delivery system to be used, its cost-effectiveness,
structural characteristics, impact on the immune response, and the final effect desired

for the constructs to generate optimal immune responses.

Keywords: immune response; adjuvants; carriers; DNA; RNA;
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1 INTRODUCAO

A descoberta das vacinas constituiu um divisor de aguas na histéria da
humanidade, levou a diminuicédo da incidéncia de doencas infecciosas, e resultou em
menores taxas de morbidade e mortalidade relacionadas a infec¢des por patdogenos.
(MACDONALD et al.,, 2020; MEYER; EHMANN; SMITH, 2020). O cenério de
pandemia da COVID-19 iniciado em 2020, consolidou ainda mais a necessidade de
avancos conceituais e tecnologicos a fim de gerar vacinas novas e aprimoradas, bem
como melhorar o entendimento nos campos da vacinologia e imunologia (D’'SOUZA
et al., 2021). Atrelado a isso, o design racional de vacinas vem ganhando
popularidade, e visa facilitar a selecdo de compostos vacinais de forma mais
adequada a fim de gerar respostas 6timas do sistema imunologico (SCHIINS et al.,
2021).

Ao longo da histéria da producdo de vacinas, muitas abordagens falharam
devido a elaboracdo inadequada e incapacidade de produzir respostas imunes
direcionadas contra patdgenos e neoplasias (NG'UNI; CHASARA; NDHLOVU, 2020).
Com foco principalmente na resposta humoral para producdo de anticorpos
neutralizantes, varias vacinas voltadas para doencas que requerem inducao mais
expressiva da imunidade celular ou mesmo uma resposta mais balanceada, nao
obtiveram o sucesso esperado (SCHIINS et al., 2021).Conforme determinado pela
biologia da infeccéo, selecdo de antigeno, sistema de entrega, moléculas adjuvantes
e vias de administracao, cada vacina gerada pode ser diferente em poténcia e eficacia
(PARK et al., 2021). Por isso, antes de iniciar um projeto de vacina, é importante
considerar que tipo de resposta imune a vacina devera induzir para alcangar o efeito
desejado, pois a depender do modelo construido, podem ser gerados diferentes
mecanismos imunoldgicos adaptativos (VETTER et al., 2018).

Nas ultimas décadas, foram desenvolvidas diferentes plataformas vacinais que
interagem com o sistema imune de forma particular e apresentam diferentes custos-
beneficios (RODRIGUES; PLOTKIN, 2020). Comparativamente as vacinas
convencionais, particulas semelhantes a virus (VLPs) e de vetores virais, as de
terceira geracao baseadas em acidos nucleicos (DNA e RNA) sao consideradas mais
seguras, rapidas e faceis de fabricar (POLLARD; BIJKER, 2021). Essas vacinas
podem ser utilizadas ndo sé de forma profilatica no combate a doengas infecciosas,

mas também como uma ferramenta no tratamento de canceres, alergias e doencas
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autoimunes (ZHANG et al., 2019; ZHANG; NANDAKUMAR, 2018). Porém, sdo menos
imunogénicas, necessitando de otimizacdo por moléculas e sistemas capazes de
ajudar na captacdo do antigeno e na modulacdo do sistema imune (HOBERNIK;
BROS, 2018).

Desse modo, os sistemas de entrega sdo definidos como um conjunto de
adjuvantes que permitem a captacdo especifica do antigeno pelas células do sistema
imune e ajudam a modular a resposta imunolédgica de maneira direcionada (SCHIINS
et al., 2020). Para garantir a estabilidade e o transporte das vacinas de &cidos
nucleicos até seus respectivos compartimentos de sintese antigénica, sistemas de
entrega baseados em lipideos, polimeros e microrganismos costumam ser utilizados
(HOBERNIK; BROS, 2018). Porém, o arranjo molecular desses sistemas influencia na
interacdo com os acidos nucleicos, na forma como séo percebidos por células imunes
e na geracdo de inflamacdo e efeitos citotoxicos (ALDOSARI; ALFAGIH;
ALMURSHEDI, 2021). Neste contexto, surge a pergunta norteadora do presente
trabalho que é: “Como esses sistemas ajudam, entéo, a orientar a resposta imune das
vacinas de &cido nucleico?”

O objetivo desta revisdo €, portanto, discutir a influéncia dos diferentes
sistemas de entrega nas respostas geradas por vacinas de DNA e RNA. Para isso, foi
feita uma reviséo sistematica com base em publicacdes de artigos cientificos obtidos
em meios eletronicos nas bases de dados: PubMed, Embase, Science Direct e Google
Scholar. Apés a leitura e aplicacdo dos critérios, restaram 84 artigos, que incluem

estudos pré-clinicos, clinicos e revisfes de literatura.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 VACINAS PROFILATICAS E TERAPEUTICAS: PROTECAO CONTRA AGENTES
INFECCIOSOS E MALIGNIDADES, UM BALANCO ENTRE A INDUCAO DA

RESPOSTA HUMORAL E CELULAR

Figura 1 — Balango das respostas imunes adaptativas humorais e mediadas por células frente a
vacinacao. Na resposta celular, apds a ativagao pela célula dendritica, as células T CD4+ naive sao
polarizadas em subpopulagGes mediante a presenca de citocinas especificas (1). As citocinas
liberadas pelas células Thl estimulam as células T CD8+ citotdxicas, que entéo se diferenciam e
liberam moléculas efetoras para destruir células hospedeiras infectadas (2). Por outro lado, as
citocinas liberadas pelas células Th2 influenciam na resposta humoral incitando a diferenciacédo das
células B para a produc¢éo de anticorpos especificos para um antigeno individual (3). Como uma APC
as células B podem liberar anticorpos frente a exposicao aos antigenos (4), porém apenas apos a
ativacao e co-estimulacéo por células T CD4+ (como Tfh e Th2), transformam-se em plasmdcitos que
secretam anticorpos de alta afinidade (IgG) (5).
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As vacinas profilaticas tem como principal objetivo evitar a infeccdo por um
patdgeno e, assim, proteger o individuo de reinfec¢gdes futuras através da memoria

imunologica (ROSALES; ROSALES, 2017). A aplicacéo de vacinas profilaticas induz

uma resposta imune adaptativa focada principalmente na resposta imune humoral
obtida por meio de células B, porém para

(TANNER et al., 2019). Essa imunidade é
ser bem-sucedida, requer a participacdo de células T CD4 +, dependendo, portanto
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de uma imunidade celular efetiva (Figura 1) (PULENDRAN; S. ARUNACHALAM,;
O’HAGAN, 2021).

Embora a ativacdo direta das células B com o antigeno resulte em producgéo de
anticorpos, as células B devem interagir com células Tfh para produzir anticorpos de
alta afinidade (IgG) e se diferenciar em células de memoria de longo prazo (QIN et al.,
2018). Sendo assim, apods a ativacao dos linfécitos T pelas células apresentadoras de
antigenos (APCs), o desenvolvimento de linfocitos B dependentes de células T CD4+
resulta na maturacdo da resposta mediada por anticorpos, diferenciacdo de
plasmacitos, secrecdo de anticorpos neutralizantes e geracdo de células B e T de
memoria (Figura 1) (JISKOOT et al., 2019; POLLARD; BIJKER, 2021). Os anticorpos
produzidos se ligam entdo aos patégenos ou seus derivados, e interferem na
proliferacdo pela interacdo com células e mecanismos do sistema imune inato levando
a opsonizacao, neutralizacdo, fagocitose e ativacdo do complemento (LUO; YIN,
2021).

Quanto as vacinas terapéuticas, essas requerem modulacao diferenciada do
sistema imunoldgico, pois tanto as infec¢des crbnicas quanto os canceres estao
associados a imunossupressado especifica e comprometimento do sistema de
vigilancia imunoldgica (KAMPHORST; ARAKI; AHMED, 2015). Essas vacinas tém o
potencial de mudar radicalmente o tratamento médico e podem ser utilizadas no
combate de algumas doencas infecciosas cronicas, canceres, alergias e doencas
autoimunes (ZHANG et al., 2019; ZHANG; NANDAKUMAR, 2018).

Alguns virus, como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), podem
sobrecarregar o sistema imunologico impedindo o combate contra doencas e
infeccdes (STEPHENSON, 2018). J4 as doencgas autoimunes, que sdo direcionadas
contra autoantigenos, sdo acompanhadas por perda de tolerdncia imunolbgica
(ROSENTHAL; CARAMBULA; ZIMMERMAN, 2019). Desta forma, as vacinas
terapéuticas trabalham visando eliminar a doenca, aumentando, modulando ou
redirecionando a resposta imune, forcando assim, o sistema imunolégico a reconhecer
patogenos e células anormais (BOUKHEBZA et al., 2012; EGGENHUIZEN; NG; OOl,
2020; HU; OTT; WU, 2018).

Esse tipo de vacina é voltado para a imunidade mediada por células e envolve
a interacao entre APCs e células T naive que se tornaréo células efetoras CD4 + (via
MHC-II), ou CD8 + (via MHC-I) (MELSSEN; SLINGLUFF, 2017). As células CD4 + se

diferenciam em células T auxiliares secretoras de moléculas efetoras, como as
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citocinas, e podem atuar aumentando a resposta imune LTC (Linfocito T citotoxico),
ativando células B produtoras de anticorpos e modulando para perfis regulatérios ou
inflamatoérios (Figura 1) (BOILESEN; NIELSEN; HOLST, 2021). A exemplo das
vacinas contra o cancer, as células T CD4 + e CD8 + trafegam para o local do tumor
e, ao encontrar antigenos correspondentes, matam as células tumorais por
citotoxicidade e producdo de citocinas (MELSSEN; SLINGLUFF, 2017). Neste
contexto, estratégias destinadas a melhorar a funcdo das células T podem ser
necessérias para alcancar respostas imunes ideais (HU; OTT; WU, 2018;
KAMPHORST; ARAKI; AHMED, 2015).

2.2 VACINAS DE ACIDOS NUCLEICOS

As plataformas que consistem em patdgenos atenuados ou inativados, em sua
maioria, geram um sinal suficiente ao sistema imunolégico para que ele possa produzir
células de memodria e anticorpos (PAN et al.,, 2021).No entanto, apresentam
problemas associados a seguranga, como reversdo de viruléncia, limitacdes
relacionadas a eficacia contra patdogenos de rapida evolug¢édo e demanda por sistemas
de producédo com altos niveis de biosseguranca (QIN et al., 2021). Comparativamente
as vacinas convencionais e as baseadas em proteinas, a vacina de DNA é capaz de
evocar respostas celulares e humorais eficientes, e € considerada mais segura,
estavel, e facil de fabricar (LEE et al., 2018).

De modo geral, esse tipo de vacina é produzido a partir da tecnologia de DNA
recombinante, e consiste em um plasmideo contendo um ou mais genes que
codificam o antigeno vacinal (Figura 2-A)(HOBERNIK; BROS, 2018).
Consequentemente, ela é projetada para aumentar a traducéo e processamento dos
antigenos nas células-alvo, para que assim, ocorra a ativacado de células T CD4 +,
melhor inducéo de LTCs, e producao de anticorpos por células B (HOBERNIK; BROS,
2018). Apos sua internalizacéo pela célula e entrada no nucleo, o DNA é transcrito e
depois traduzido no citoplasma (BAI et al., 2017). Em seguida, o antigeno codificado
€ expresso e apresentado pelo MHC para gerar ativacéo de células T CD4 + e CDS8 +
e ativacdo indireta da imunidade humoral (GHAFFARIFAR, 2018; LOPES;
VANDERMEULEN; PREAT, 2019).

E importante notar que, embora ainda exista destaque sobre um potencial de

genotoxicidade por integracdo cromossdmica, estudos ja demonstraram que é
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altamente improvavel que o vetor se integre ao DNA genémico (FAUREZ et al., 2010;
SHAFAATI et al., 2022; WANG et al.,, 2004). A primeira vacina baseada em DNA
administrada em humanos de forma emergencial, foi desenvolvida na india para a
COVID-19. Denominada de ZyCoV-D, foi capaz de produzir a proteina Spike do virus
SARS-CoV-2 e provocar respostas imunes visando a protecao a infeccdo. Resultados
provisorios dos ensaios clinicos de fase Ill, mostraram imunogenicidade robusta e
perfil de tolerabilidade e seguranca (KHOBRAGADE et al., 2022). No entanto, apesar
de liberadas na veterinaria contra agentes infecciosos de peixes, animais de
companhia e fazenda, atualmente ndo existem vacinas de DNA aprovadas pela “Food
and Drug Administration” (FDA) para uso em humanos (AIDA et al., 2021). Isso se
deve ao fato de que muitas das respostas geradas por essa vacina nao gerou
resultados clinicos significativos. Sendo refletido muitas vezes pela imunogenicidade
reduzida e baixa taxa de transfec¢céo, ocasionada pelos baixos niveis de expressao
de proteinas e ma absorcdo pelas APCs (HOBERNIK; BROS, 2018; PORTER,;
RAVIPRAKASH, 2017).

Figura 2. Composicao estrutural das vacinas de 4cidos nucleicos.
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Assim como a vacina de DNA, a vacina de RNA é uma plataforma segura e
eficaz que codifica proteinas antigénicas e induz uma resposta imune via
apresentacao de antigenos (VETTER et al., 2018). Até entdo, existem trés tipos de
vacinas de RNA desenvolvidas, que incluem: moléculas de RNA mensageiro
convencionais ndo amplificadoras (mMRNA), vacinas de mRNA auto-amplificador
(saRNA) que contém sequéncias de proteinas néao estruturais (nsPs) de alfavirus, e
MRNA ndo amplificador convencional modificado por base (bmRNA) (Figura 2-B)
(BLAKNEY; IP; GEALL, 2021). A estrutura basica dessas vacinas consiste no arranjo
convencional das moléculas codificadoras presentes no corpo, apresentando um CAP
5’, regides UTRs, fase de leitura aberta (ORF) e uma cauda PoliA (Figura 2-B) (YANG
et al.,, 2022). Porém, é importante destacar que embora alguns autores utilizem o
termo “mRNA” para englobar as vacinas de RNA ndao amplificadoras, essas vacinas
podem ser, na verdade, de bmRNA.

Embora sua aplicacédo tenha sido anteriormente restrita pela instabilidade do
RNA e entrega ineficiente, varios estudos tém investigado essa plataforma para
aplicaces profilaticas e terapéuticas (KNEZEVIC et al.,, 2021). Recentemente as
vacinas de mRNA desenvolvidas pela Moderna e Pfizer/BioNTech foram licenciadas
para uso emergencial contra a COVID-19, reafirmando o potencial desta plataforma
ha muito estudada (JEEVA et al., 2021). Em vacinas de mRNA e saRNA, foi verificado
a propriedade de estimular a imunidade adaptativa com inducdo de células B e de
células T CD4 + e CD8 + (IAVARONE et al., 2017). Em contraste com a vacina de
DNA, as vacinas de RNA nao requerem direcionamento e entrada no nucleo, pois sua
traducdo em proteinas antigénicas ja ocorre no citoplasma (WALLIS; SHENTON;
CARLISLE, 2019). Depois de processados, 0s epitopos oriundos dessas proteinas
sao apresentados via MCH-I por apresentacédo cruzada com APCs, 0 que resulta na
ativacao de células T CD8 + e inducao da resposta imune (QIN et al., 2021). No caso
das proteinas exdgenas, essas podem ser captadas por APCs, degradadas por
endossomos e apresentadas via MHC-Il levando a indugéo de células T CD4 +
(WADHWA et al., 2020).

No entanto, as vacinas de mRNA também apresentam limitagfes. Essas estdo
relacionadas principalmente a baixa estabilidade devido a degradacéo e problemas
de otimizacdo de entrega, uma vez que S80 necessarios sistemas de entrega
especializados que permitam nao so6 a integridade do material genético, mas também
sua entrada nas células-alvo (LIANG et al., 2020; PARDI et al., 2018). Além disso,



20

embora também sejam consideradas faceis de fabricar e seguras, ha limitacdes
logisticas quanto a distribuicdo dessas vacinas devido a exigéncia de uma cadeia fria
para sua estocagem e transporte (MASCOLA; FAUCI, 2020; POLLARD; BIJKER,
2021). Essa necessidade de armazenamento em condi¢des ultrafrias, além da menor
vida util, também implica na relagdo custo-beneficio, pois essas exigéncias limitam

sua distribuicdo em paises em desenvolvimento (UDDIN; RONI, 2021).

2.3 ADJUVANTES

Tendo em vista a menor imunogenicidade das vacinas de acidos nucleicos bem
como as diferencas entre os perfis profilaticos e terapéuticos, medidas que auxiliem
ou otimizem a formulacdo vacinal vém sendo cada vez mais pesquisadas a fim de
transpor essa barreira (LI; PETROVSKY, 2017). O uso de moléculas e sistemas
capazes de ajudar a modular respostas imunes e facilitar a captacao por APCs se faz
cada vez mais necessario para gerar respostas robustas e bem direcionadas
(HOBERNIK; BROS, 2018).

Os adjuvantes sao compostos co-injetados com o antigeno que melhoram ou
modulam a resposta imune, visando aumentar a imunogenicidade das vacinas, reduzir
0 numero de doses necessarias e estender a memoria imunolégica (NICHOLLS;
MADERA; HANCOCK, 2010; PULENDRAN; S. ARUNACHALAM; O'HAGAN, 2021).
Isso é realizado por meio de mecanismos associados a ativagdo do sistema imune
inato que se relacionam a processos de captacdo, apresentacdo, inducdo de
mediadores inflamatdrios, e ajuste de moléculas co-estimulatérias (AWATE; BABIUK;
MUTWIRI, 2013; KAMPHORST,; ARAKI; AHMED, 2015; LI; PETROVSKY, 2017).
Essas substancias devem, idealmente, possuir estabilidade e compatibilidade com o
antigeno, seguranca, baixo custo e serem passiveis de degradacao (LI et al., 2022a).
Descobertos na segunda década do século XX por Gaston Ramon, os sais de aluminio
foram os primeiros adjuvantes a serem utilizados para potencializar a eficacia de
vacinas (NICHOLLS; MADERA; HANCOCK, 2010). Marcados por uso
predominantemente empirico, hoje em dia, embora haja um esfor¢o voltado para o
descobrimento de novos compostos e entendimento de seus mecanismos, O
desenvolvimento tem sido lento e poucos desses encontram-se licenciados para uso
humano (DEL GIUDICE; RAPPUOLI; DIDIERLAURENT, 2018).
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Os adjuvantes atualmente incorporados nas vacinas aprovadas pela FDA
incluem principalmente substancias a base de aluminio, como fosfato e hidroxido de
aluminio, e AS04 (combina hidroxido de aluminio com o agonista monofosforil lipidio
A-MPL) (SHI et al., 2019). Porém, vérios outros adjuvantes foram desenvolvidos e
aprovados para uso em vacinas humanas licenciadas. Além daquelas formuladas com
sais de aluminio, séo utilizados Virossomas, Imiquimod (R837), RIBI-529, emulsdes
de Oleo-em-agua (AS03, AF03 e MF59) e substancias agonistas do receptor Toll-like
(TLR) como os agonistas de TLR9 baseados em sequéncias de DNA sintéticas (CpG
1018), e constituidos de MPL (agonista de TLR4) e QS-21, como o adjuvante AS01B
(SHI et al., 2019; YANG et al., 2022; ZHANG et al., 2022b). Com a pandemia da
COVID-19, novos adjuvantes, principalmente para vacinas inativadas e de subunidade
proteica, foram formulados para uso convencional ou para demanda emergencial
(YANG et al.,, 2022). Estes incluem toxdides tetanicos, Matrix-M (composta por
nanoparticulas de saponinas, colesterol e fosfolipidios) e vesiculas de membrana
externa (VME) de Neisseria meningitides Grupo B (EUGENIA TOLEDO-ROMANI et
al., 2021, p.; MAGNUSSON et al., 2018; PEREZ-RODRIGUEZ et al., 2021).

Na linha de frente de defesa contra um patégeno, o sistema imune inato fornece
uma resposta inespecifica mediada por células (fagociticas, dendriticas, natural killers
(NKs)) e por moléculas do complemento através do reconhecimento de padrdes
moleculares por receptores de reconhecimento padrédo (PRRs), como os do tipo Toll-
like (TLRs), NOD (NLRs), RIG-I (RLRs) e lectinas do tipo C (BONAM et al., 2021;
CIABATTINI et al., 2016). Muitos adjuvantes podem ativar direta ou indiretamente
esses receptores para estimular diferentes tipos de respostas imunes inatas que, se
ligadas a antigenos, podem iniciar e potencializar &reas do sistema imune adaptativo
(composto por linfécitos T e B, NKs e moléculas mediadoras, como citocinas)
(NANISHI; DOWLING; LEVY, 2020). Este mecanismo de ativacdo ocorre pelo
reconhecimento do antigeno por meio da sinapse imune com moléculas co-
estimulantes e MHC, e permite a inativacdo do patdogeno e desenvolvimento da
memoaria imunologica (BONAM et al., 2017).

Dessa forma, os adjuvantes sdo capazes de afetar a resposta imune
equilibrando a indugdo de respostas humorais e celulares. Isso € viabilizado pela
maneira como as células T CD4+ sao ativadas e os tipos de citocinas liberadas, o que
resulta na expansao dos subconjuntos de células auxiliares (como Thl, Th2, Thl7 e

Treg) (KORSHOLM et al.,, 2010). Pela secre¢do de anticorpos e ativacdo de
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granulécitos (como neutrofilos e eosindéfilos) as células Th2 mediam a ativagédo e
manutencdo da resposta imune humoral, necessaria para atuar contra infeccoes
extracelulares, como as induzidas por parasitas e alérgenos (ZHU; ZHU, 2020). A
resposta Thl, por outro lado, esta envolvida no estabelecimento da imunidade celular
contra patdgenos intracelulares e células cancerosas (ABBASI; UCHIDA, 2021). Além
dessas, um subconjunto anti-inflamatoério de células T CD4 +, chamadas células T
reguladoras (Tregs), estdo atreladas a homeostase imunoldgica, promovendo a
autotolerancia (ROCAMORA-REVERTE et al., 2021). As Tregs ajudam a prevenir
doencas autoimunes, alergias e alguns tipos de canceres, garantindo que a reacao do
sistema imunoldgico a antigenos proprios e antigenos estranhos seja equilibrada
(EGGENHUIZEN; NG; OOlI, 2020).

Por isso, para produzir uma vacina com potencial para aumentar a resposta
imune, além de considerar os parametros que afetam sua poténcia e eficacia, também
pode ser necessario adicionar adjuvantes adequados a sua composicdo para
amplificar a estimulacdo do sistema imunolégico (KARIMI et al., 2020). Embora ndo
de forma absoluta, os adjuvantes sado geralmente classificados de acordo com o
mecanismo de acdo como moléculas imunomoduladoras, sistemas de entrega ou de
sistemas de composi¢do integrada (CIABATTINI et al., 2016; HOGENESCH,;
O’HAGAN; FOX, 2018).

2.3.1 Moléculas Imunomoduladoras

Os adjuvantes imunomoduladores, representados principalmente por citocinas,
guimiocinas, agonistas do receptor Toll-like e peptideos antimicrobianos, atuam
aumentando a resposta imune do hospedeiro (NICHOLLS; MADERA; HANCOCK,
2010). Em vacinas de acidos nucleicos, ha uma certa limitagdo no numero de estudos
clinicos e pré-clinicos utilizando imunomoduladores em sua formulacdo, em especial
em vacinas de mRNA. Isso pode ser refletido pela auto-adjuvanticidade do material
genético que leva a respostas imunes humorais e celulares especificas devido a
capacidade inerente de ativacdo do sistema imune inato pelos PRRs, bem como a
natureza da vacina (OLIVEIRA MANN; HORNUNG, 2021).

Na vacina de DNA, h& adjuvancia intrinseca do DNA plasmidial pelo
reconhecimento de receptores como TLR9, NALP3 e cGAS (SCHLEE; HARTMANN,
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2016). Embora seu uso geral como adjuvante tenha limitacdes, a vacinacdo com DNA
induz uma resposta imune mais inclinada a Thl e ativa vias de apresentacdo de
antigenos do MHC para inducédo de respostas imunes de células T CD8+ e CD4+
(GHAFFARIFAR, 2018). Estratégias de co-formulacédo de adjuvantes em plasmideos
de DNA codificando o gene de interesse, ou co-imunizacdo, foram testadas em
poucos estudos, mas tém sido usados para melhorar e aumentar a poténcia da vacina
(HOBERNIK; BROS, 2018).

Nos ensaios clinicos e pré-clinicos dos ultimos 5 anos com vacinas de DNA
utilizando imunomoduladores a maioria consistiu em agentes imunoestimuladores
sollveis, como as interleucinas, interferons, quimiocinas e fatores de crescimento
(Tabela 1). Dessas moléculas, a que apresentou respostas e modulacdo da resposta
imune mais expressivas foi o IFNL3 na vacina de DNA profilatica contra o Virus da
Hepatite C (HCV), que aumentou as respostas das células T CD4 + e reduziu a
frequéncia de células Treg, induzindo uma polarizacdo mais voltada para Thl (HAN
et al., 2020). Em fase pré-clinica, a vacina profilatica contra Herpes Zoster utilizando
IL-7 e IL-33 também foi beneficiada com um aumento significativo de magnitude das
respostas de células T especificas (KIM et al., 2018). Em especial, IL-33 demonstra-
se como uma citocina interessante para o uso em vacinas devido suas atividades
pleiotrépicas. Na vacina profilatica contra o HIV-1 (SARKAR et al., 2019),
potencializou a qualidade e influenciou a cinética da resposta ao anticorpo, enquanto
gue no trabalho de ZHU et al. (2020b) auxiliou na promocéo de imunidade protetora
contra infec¢ao por Toxoplasma gondii em camundongos.

Dentre as interleucinas, IL-12 tem sido a mais utilizada, e de modo geral, parece
melhorar os aspectos de eficacia da vacina de DNA ajudando na producdo de
respostas humorais e de células T especificas (DA'DARA et al., 2019; HASAN et al.,
2020). Essa citocina pro-inflamatéria tem varios efeitos, incluindo regulacao de células
NK e ativacdo de células T, resultando em uma resposta protetora Thl que estimula
a producéo de IFN pelos linfocitos T (MORELLI et al., 2020). Além disso, no ensaio
clinico de Fase | da vacina de DNA terapéutica contra o cancer (TRT-001), este
imunomodulador se mostrou responsavel por induzir respostas celulares maiores,
incluindo producdo de IFN-y, e ativacdo de células T CD4+, CD8+ e CTLs
(VONDERHEIDE et al., 2021). Todavia, na Vacina Profilatica contra o HIV-1 (HVTN
087), ndo afetou a frequéncia de linfocitos, e ndo foram observadas alteracdes

significativas apds a vacinagcdo de DNA com ou sem essa citocina (ELIZAGA et al.,
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2018). Em contrapartida, nas vacinas de DNA terapéuticas contra cancer de prostata

metastatico e progressivo, o fator estimulador de colénias de granuldcitos e

macréfagos (GM-CSF), conhecido por alterar o balangco das citocinas Th1/Th2,

favoreceu a inducdo de células T multifuncionais especificas e resultou em uma
resposta de maior magnitude e durabilidade tipo Thl (KYRIAKOPOULOS et al., 2020;

MCNEEL et al., 2019). Por fim, na vacina veterinaria profilatica contra a Vibrio

anguillarum, as quimiocinas CCL3, CCL19, CCL4 e CCL21, ampliaram a resposta

imune humoral e celular induzida pela vacina de DNA e aumentaram o nivel de

imunidade protetora (XU et al., 2020).

Tabela 1. Exemplos de ensaios clinicos e pré-clinicos recentes de vacinas de DNA com

adjuvantes imunomoduladores em sua formulagéo.

Imunoadjuvantes Tipo de Vacina Resposta Imune Fase Ref.
Profilatica contra o f'rA\eILu-éicri‘:so a}geggius Zse | (ELIZAGA et al.,
HIV-1 q 59 2018)
leucdcitos.
Tef;;réﬁz sloi:]:rsa ° Induziu maiores | (HASAN et al.,
IL-12 i 202
Humano (HPV) magnitudes de 020)
- — respostas celulares,
Profilatica veterinaria incluindo producio de
contra a . P ¢ (DA'DARA et al.,
esquistossomose em IFN-y, células T CD4+ ! 2019)
quIstos e CD8+ e CTLs
bufalos
Gera 1 sobrevivéncia
das células T.
Profilati Pré-
IL-7 rofilatica contra a Regula a expresséo . r.e (KIM et al., 2018)
Herpes Zoster clinica
de genes
antiapoptoticos
Profilatica contra a Pre-
nat e (KIM et al., 2018)
Herpes Zoster clinica
Profilatica contra o Promogéo da Pre- (SARKAR et al.,
IL-33 HIV-1 diferenciag&o de Thi, clinica 2019)
Profilatica contra a Thz e Tho Pré-
infeccéo por - (ZHU et al., 2020b)
. clinica
Toxoplasma gondii
Principalmente Th1. O
adjuvante IFNL3
Vacina orofilatica reduziu a frequéncia
IFNL3 b de células Treg e I (HAN et al., 2020)

contra o HCV

aumentou as
respostas de células T
especificas do virus.
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Vacina terapéutica

N (KYRIAKOPOULOS
contra cancer de |

B » tal., 202
préstata metastatico Pode alterar o etal., 2020)
GM-CSF - — equilibrio de citocinas
Vacina teArapeutlca Th1/Th2 (MCNEEL et al.,
contra cancer de Il 2019)
prostata progressivo
CCL3
CCL4 Vacina profilatica Aumentaram a Pré-
veterindria contra o frequéncia de células clinica (XU et al., 2020)
CCL19 Vibrio anguillarum Thle Th2
CCL21

Fonte: Autora

Quanto ao mRNA, pode ser reconhecido por receptores Toll-Like como TLR3,
TLR7, TLR8, TLR13, receptores semelhantes ao gene | (RIG-I) e associado a
diferenciacdo de melanoma MDA-5 (FREUND et al., 2019). No entanto, como o0 RNA
€ altamente imunogénico e propenso a degradacao, foram feitas modificacBes que,
em ultima andlise, prolongaram sua vida Util, mas também reduziram sua modulacao
de respostas imunes por meio de receptores citoplasmaticos (KOBIYAMA; ISHII,
2022).

Embora atualmente ndo tenha na literatura ensaios clinicos e pré-clinicos
utilizando moléculas imunomoduladoras para essa vacina, as pesquisas atuais visam
através de modificacdes de nucleosideos e de componentes do mRNA (como CAP
5’), aumentar a estabilidade e modular a resposta imune para alcancar diferentes
niveis de imunogenicidade e expressdo do antigeno (DULMEN; MUTHMANN;
RENTMEISTER, 2021; FREUND et al., 2019). Uma dessas modificacdes foi a troca
de uridina para pseudouridina, que aumentou a estabilidade do mRNA, e a metilacao
de bases para reduzir o reconhecimento por TLRs, que facilitou seu uso como
plataforma vacinal (KARIKO et al., 2005, 2008). Porém, dependendo dos resultados
desejados da vacina, é crucial equilibrar os efeitos adjuvantes e a atividade de
traducao resultantes para alcancgar as respostas imunes ideais (ABBASI; UCHIDA,

2021).

A incorporacao de imunoadjuvantes em vacinas de acidos nucleicos representa
uma abordagem promissora para permitir uma inducdo controlada do sistema imune
inato (ABBASI; UCHIDA, 2021). No entanto, além de conhecer o perfil destes
imunomoduladores, é importante levar em consideracdo como 0s antigenos seréao

entregues e apresentados para as células do sistema imune. Assim, outra estratégia
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para essa vacina, esta no uso de sistemas de entrega carreadores ou de adjuvancia
integrada para aumentar a eficiéncia de transfeccao, garantir a integridade do material
genético e propiciar melhor reconhecimento de células do sistema imune (LIANG;
HUANG; LIU, 2021).
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Discutir os perfis de resposta obtidos por sistemas de entrega em vacinas de
acidos nucleicos, levando em consideracdo sua eficacia, mecanismo, via de

administracdo, vantagens e limitacoes.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

¢ Elucidar e distinguir conceitos sobre adjuvantes, imunomoduladores e sistemas
de entrega;

e Relacionar os principais estudos clinicos e pré-clinicos em vacinas de acidos
nucleicos utilizando sistemas de entrega,;

e Apontar quais os principais tipos de sistemas de entrega utilizados para carrear
vacinas de &acidos nucleicos;

e Avaliar a possivel relacdo entre o tipo de sistema de entrega e o perfil
imunolégico desencadeado pelas vacinas.
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4 METODOLOGIA

Para a revisdo sistemética, foi executada uma pesquisa bibliografica e
transversal por meio de publicacbes de artigos cientificos obtidos em meios
eletrbnicos nas bases de dados: PubMed, Embase, Science Direct e Google Scholar.
A busca teve como palavras chaves: “Delivery Systems”, “nucleic acid vaccines”, e
“adjuvants”, com adaptacdes dependendo da base de dados e estratégia de
combinacédo das palavras chaves para ampliacao da busca por artigos. A fim de avaliar
a estratégia e relacao dos principais estudos clinicos utilizando adjuvantes e sistemas
de entrega, foram aplicados os seguintes filtros: ClinicalTrial, Meta-Analysis e
Randomized Controlled Trial. Os artigos identificados foram importados para a
biblioteca do Zotero e os artigos elegiveis foram filtrados seguindo o diagrama de fluxo
de Itens de Relatério Preferidos para Revisdes Sistematicas e Meta-analises

(PRISMA) (Figura 3).

Figura 3. Diagrama de fluxo PRISMA adaptado para a triagem e sele¢édo dos estudos.
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Excetuando-se trabalhos pioneiros e necessarios para caracterizacdo de
definicbes, foram incluidos artigos entre 2018 e 2022, tendo inglés como idioma e que
tratassem de aspectos relacionados a utilizacédo de adjuvantes e sistemas de entregas
em vacinas de &cidos nucleicos profilaticas e terapéuticas, bem como os perfis de
respostas gerados. Foram excluidos artigos duplicatas, resumos publicados em
eventos cientificos, trabalhos de concluséo de curso, teses, dissertacdes, artigos que
nao abordassem sobre adjuvantes e sistemas de entrega em vacinas, e por fim, 0s
que ndo abordassem o perfil de resposta gerado por esses componentes na
formulacdo vacinal. Apés a leitura e aplicacdo dos critérios de sele¢cdo adotados,

restaram 84 artigos para serem utilizados nesta revisao.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Muitas vacinas para humanos, sejam em pesquisas in vitro, ou de fases pré-
clinicas e clinicas, utilizam materiais como lipossomas, nanoparticulas lipidicas, sais
de aluminio, emulsbes e virossomas como plataformas de entrega dos antigenos
vacinais (WANG; CHEN; WANG, 2019). Além desses, outros sistemas baseados em
microrganismos, lipideos, polimeros, moléculas inorganicas e &cidos nucleicos sdo
investigados como particulas carreadoras (CHEN et al., 2022). Uma vez injetados e
contendo o antigeno de interesse, esses sistemas podem danificar ou matar as células
hospedeiras no local da injecdo, desencadeando assim, respostas contra 0s
compostos liberados pelas células (TORRES-VANEGAS; CRUZ; REYES, 2021).

Diferente das moléculas imunoestimuladoras que aumentam diretamente a
resposta imune, os sistemas de entrega atuam na facilitacdo da captacdo antigeno-
especifico e podem atuar como um instrumento de liberagéo controlavel, influenciando
na resposta de maneira mais indireta (ANDRIANOV; FUERST, 2021; DING et al.,
2021). Em outras palavras, os carreadores vacinais podem atuar de maneira integrada
como um transportador associado ao antigeno e recrutador de células imunes, devido
a geracdo de uma resposta pro-inflamatoria no local da injecao (TIZARD, 2021). Dado
a vasta diversidade de sistemas, cada um com suas propriedades Unicas, fatores
como hidrofobicidade, tamanho, carga, modificacdes de superficie, e tipo do material
podem influenciar na interagdo com os acidos nucleicos e a forma como estes serdo
percebidos pelas células imunolégicas apds a inoculacdo das vacinas (ALDOSARI;
ALFAGIH; ALMURSHEDI, 2021). Assim, considerado as diferengas fisicas e
imunolégicas dos diferentes carreadores para vacinas de &cidos nucleicos, os
principais sistemas baseados em lipideos, polimeros e microrganismos serao

abordados a seguir (Tabela 2).

Tabela 2. Estudos recentes de vacinas de acidos nucleicos com sistemas de entrega

baseados em lipideos, polimeros e microrganismos.

Sistema de Entrega Tipo de Vacina Resposta Carga Tamanho Via Estudo Ref.
Imune
RNA - Lipo-
Baseados MERIT- FixVac (SAHIN et
em Lipossomas (BNT111) contra Resposta - 200-400 V. c. F-l al.,
e celular nm
Lipideos 0 melanoma 2020a)

maligno
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DNA - ssPalmE-
LNP TgGRA15 (HASAN
Humoral e
contra o tino Thi + 140 nm s.C. p.c etal.,
Toxoplasma P 2021)
gondii
Thle
DNA com DDA- producéo
MPLA-TDB contra  de células + 411:1 60 i.m. p.c él'l'lélgl%t)
Hibridos de Tuberculose T de N
Lipossomas mem©éria
DNA com
nanoparticula
hibrida de
lipossoma- Humoral e i 161,61 + im c (ZHAO et
polimero (pSFV- celular 15,63 nm o P al., 2021)
MEG/LNPS)
contra a diarreia
do viajante
DNA contra Humoral e
SARS-CoV-2 com
lipossomas celular 130,9+5,8 (PELETT
gaﬁ@nicos Th1/Th2 + SSYC ime pe Aetal.,
em 2021)
baseados em eauilibrio
Lipoplexos DOTAP q
Lipopoliplexos
com Vacina de Inducgéo de (PERCHE
RNA codificando Células T neutra  180/10 nm  i.m. p.c et al.,
antigeno de especificas 2019)
influenza
DNA contra o HIV Sem (HOSSEI
Emulsbes Coadmlnls'frada _relagao n.i +160 nm  i.m. c. F-l NIPOUR
com proteina + direta com etal.,
MF59 resposta 2020)
DNA terapéutica Aumento
Nanoemulsdes contra muco- da + 150 £ 265 in c (Se(fI;UH
catibnicas polissacaridose expressao nm o P- 20185)
tipo | da enzima
mRNA-1273
Vacina profilatica Humoral e 59 + 100 . c. F-ll (BADEN
contra a COVID- celular e + am i.m. a et al.,
1o tipo Thl P 2021)
Nanoparticulas ~ BNT162 (3 LNP— H“T‘?ra' © 60+100 c. F-Ii (POLAICK
Lipidicas mRNA) celular e * nm Lm. ap etal,
tipo Thl 2020)
_ DNA para Aumento (MUCKE
imunoprofilaxia . .
e da resposta n.i n.i . p.c Retal,
em animais celular i.m. 2020)
usando LUNAR ®
DN@ ;crer:al\?slsjtlca (SOLER
L 125+ 130 . BESUMB
poliméricos * + * vt
. nm ES etal.,
catibnicos contra 2019)
Baseados a Leishmaniose
em Poliplexos DNA contra a Nenhuma
Polimeros He_patlte B rgsposta (SOARES
utilizando imune
. + =180 nm s.C p.c et al.,
poliplexos de baseada 2019)
PDMAEMA:PBAE em células
com f-glucana especificas
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contra o
antigeno
DNA com ABC || ento (HRABER
. tetrafuncional .
Copolimero X da resposta - 50 nm i.m. p.c etal.,
contra o Zika
. humoral 2018)
Virus
DNA com Resposta
Dendrigraft contra humoral e
. P ; forte 68,9+2,1 . (ZHAO et
Dendrimeros virus da influenza i.m. p.c
o resposta nm al., 2020)
aviaria HON2 em -
. imune
galinhas celular
MRNA com
polietilenoimina
. modificada com Resposta
Micelas : celular Th1 144,7 + . (REN et
L succinato de + i.m. p.c
Poliméricas o e respostas 0,76 nm al., 2021)
vitamina E humorais
(PVES) contra o
SARS-CoV-2
DNA profilatica
“Samoneia  Humoral
. ) com alto (HUANG
typhimurium aro A e .
nivel de 2-5 pum o] p.c etal.,
atenuada contra o .
anticorpos 2018)
Duck P
. especificos
Bactérias Tembusuvirus
(DTMUV)
DNA carreada e
expressa por Forte
Mycobacterium resposta . (KIM et
celular e 2-3 uym s.C p.c
paragordonae . = al., 2021)
inducéo de
contra o0 SARS- Thi
CoV-2
DNA terapéutica Forte
carreada na resposta (S) 127
L (KARIMI
Baseado . superficie ou humoral e 21lnme
Arquéias s.C p.c etal.,
em encapsulada por celular, (E)429+5 2020)
Microrgani Argueossomo inducédo de nm
smos contra o HPV Thl
Inibiu a
Vacina expressao
terapéutica de de IDO,
SiRNA e Trp2 dimuiu a
revestidos com geracéo de 140 +£ 20,0 sc c (LIU et
(PEN-IDO e Tregs e nm ' P- al., 2018)
entregues por S. induziram
cerevisiae respostas
Leveduras . .
recombinante de células
T
DNA veterinaria .
g Induziu
profilatica respostas
entregue por S. posta (HAN et
e humorais - 2-5 um 0 p.c
cerevisiae contra . al., 2019)
antigeno-
contra A. o
especificas

hydrophila
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Inibicdo da
DNA terapéutica n?iznostg t?r?a
carreada por S. e (ZAKRIA
cerfe\!/ésul%er gara modulagio - 2-5pum o] p.c 2018}
miostatina pela ~
supresséo
de IL21
Vacina de IL-1B
shRNA entregue I?ggg(l)c::aa
UM tamatora . A
para. terapia de € reduziu a ' > 2021)
osteoartire pds- expressao
de IL- 1B

traumatica

Fonte: Autora.
Notas: i.v. (intravascular), i.m. (intramuscular), o (oral), i.n. (intranasal), s.c. (subcuténea), n.i (n&o
informado), c. F-1 (clinico de Fase 1), c.F-IIl ap (clinico de fase lll, aplica¢cdo), p.c (pré-clinica), * (ndo

estudado)

5.1 SISTEMAS BASEADOS EM LIPIDEOS

As nanoparticulas lipidicas (LNPs) sdo um tipo de vetor ndo viral intensamente
pesquisado para a administracao in vivo de vacinas de acido nucleico (YAN et al.,
2022). LNPs referem-se a todas as nanoparticulas compostas de lipidios, incluindo
uma variedade de classes, como lipossomas, lipoplexos, carreadores lipidicos
nanoestruturados e nanoemulsdes catidnicas (Figura 4) (MUKAI et al., 2022). Os
LNPs estdo sendo cada vez mais usados no campo da imunoterapia contra canceres
e doencas infecciosas e requerem tipos e propor¢des especificas dos componentes
lipidicos quando utilizados em vacinas de acidos nucleicos (ALDOSARI; ALFAGIH;
ALMURSHEDI, 2021). Tipicamente, consistem em um lipidio catidénico ou ionizavel e
lipidios auxiliares, como fosfolipidios, colesterol e/ ou lipidios PEGuilados(HOU et al.,
2021). Alguns LNPs mais sofisticados podem néo ter uma bicamada lipidica e, em
vez disso, criar micelas que contém moléculas dentro de um nudcleo néo
agquoso(TENCHOV et al., 2021). Alem desses, adjuvantes como MF59, AS03, AF03 e
o Adjuvante Incompleto de Freund (IFA) formam emulsdes de 6leo-em-agua e agua-

em-6leo e sdo considerados sistemas de entrega (FACCIOLA et al., 2022)
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Figura 4. Composicao dos Sistemas baseados em Lipideos.

A B. C .
r‘J A% DOPE
: " . L]
Y ? R 5 Py DOTAP
VRV * " L) >
Yoy - 2 ,-F‘ ] .H\ ‘L, -] § Polox 188
‘. W N SN ® Tween
2w L))
% ) <f b B F éleo
A 'J" agua
W RNA
Lipossoma Lipoplexo Nanoparticula lipidica Nanoemulsao ou DNA
cationica
T\ Lipideo cationico T\ Lipideo ionizavel Lipideo auxiliar
\/\/“\ - colesterol — Lipideo PEGuilado

Fonte: Modificado e adaptado de (ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI, 2021)

5.1.1 Lipossomas

Os lipossomas foram as primeiras particulas carreadoras de &cidos nucleicos
a serem aprovadas pela FDA (com o Lipossoma Doxil) e a primeira plataforma de
entrega de nanomedicina a avancar com sucesso da prova de conceito a aplicacao
clinica (FAN; MARIOLI; ZHANG, 2021). Consistem em particulas esféricas anfifilicas
compostas de uma ou mais bicamadas fosfolipidicas envoltas em um nucleo aquoso
no qual os materiais de escolha podem ser encapsulados (ALDOSARI; ALFAGIH;
ALMURSHEDI, 2021). Em sua composicao, ha a interacdo entre as partes hidrofilicas
(cabeca polar) e hidrofébicas (cauda apolar), formando vesiculas (Figura 4-A) (HOU
et al.,, 2021).S8o0 compostos biodegradaveis, versateis, faceis de formular, com
eficacia substancial e que podem exibir toxicidade minima a depender da natureza de
seus componentes (ALDOSARI; ALFAGIH; ALMURSHEDI, 2021; FILIPCZAK et al.,
2020).

Apesar de estudos in vivo ainda avaliarem a eficiéncia do transporte de acidos
nucleicos na forma pura, as formas lipossdmicas mais comuns atualmente sao
hibridizadas com moléculas adjuvantes, ligantes de direcionamento e polimeros
(TENCHOV et al., 2021). Estudos mais recentes de vacinas de acidos nucleicos com
lipossomas conjugados mostraram-se promissores contra doencas infecciosas e

imunoterapia contra o cancer e apontam para auxilio da inducdo de respostas
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celulares e humorais (Tabela 2). Além disso, é sabido que o tamanho dos lipossomas
afeta a inducéo da resposta da vacina. De modo geral, lipossomas pequenos induzem
uma resposta mais polarizada a Th2, sendo por tanto, mais visados em vacinas
profilaticas (TRETIAKOVA; VODOVOZOVA, 2022). Por outro lado, lipossomas
maiores ajudam no viés Thl, sendo almejados em vacinas terapéuticas para formacao
de respostas celulares (KARIMI et al., 2020).

Devido a composi¢éo anidnica dos acidos nucleicos, hd uma preferéncia por
lipossomas contendo lipideos catiénicos como o DOTMA (N-[1-(2,3-dioleiloxi) cloreto
de propil]-N,N,Ntrimetilaménio), DOTAP (1,2-dioleoiloxi-3-trimetilamonio), e o DDA
(dimetildioctadecilaménio) (PONTI et al., 2021; SAHIN et al., 2020a; TIAN et al., 2018).
Esses lipideos, por possuirem carga positiva, interagem eletrostaticamente com a
carga negativa dos acidos nucleicos, permitindo estabilidade no encapsulamento do
material genético no nucleo aquoso (PONTI et al., 2021). Adicionalmente, possuem
efeitos adjuvantes que podem ser modulados pela natureza da molécula catiénica,
estimulando a resposta imune inata, mediadores pro-inflamatérios e citocinas (WANG;
CHEN; WANG, 2019). Por outro lado, DOPE (1,2 dioleoil-sn-glicero-3-
fosfoetanolamina) que também €& bastante utilizado, € um lipideo auxiliar de carga
neutra utilizado para favorecer a desestabilizacdo da membrana celular e ajudar no
escape endossomal dos &cidos nucleicos para o citoplasma (FILIPCZAK et al., 2020;
HASAN et al., 2021). No entanto, a desestabilizacdo por proteinas séricas quando
fornecidos por via intravenosa, a citotoxicidade dependente da carga e a rapida
eliminacao do corpo tornam problematica a transicéo dos lipossomas para a pesquisa
clinica (ZHAO et al., 2021).

5.1.2 Lipoplexos

Lipoplexos séao formulacdes baseadas em lipossomos que se formam sobre
interacdo eletrostética do cétion do lipossomo com a parte anibnica do material
genético (PAL SINGH et al., 2020). Essas formula¢cbes sdo caracterizadas por sua
pobre encapsulacdo, baixa tolerabilidade e tendéncia a agregar e nao liberar
completamente o acido nucléico na célula alvo (BERGER et al., 2021). Embora a
existéncia de lipoplexos no medicamento Patisiran tenha proporcionado um marco no

desenvolvimento de farmacos a base de RNA interferente pequeno (siRNA), devido a
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esses entraves ha poucos estudos pré-clinicos e clinicos que empreguem esse
sistema (YONEZAWA,; KOIDE; ASAI, 2020).

Assim como nos lipossomas, alguns trabalhos produzem formulag¢des hibridas
com particulas poliméricas, formando Lipopoliplexos (LPPs) e alteram sua carga para
aumentar a seguranca e chances de retencédo nos 6rgaos desejados apoés a injecao
(PERCHE et al., 2019). Por outro lado, PELETTA et al., (2021) desenvolveram uma
vacina de DNA administrada por lipoplexos cationicos contra o SARS-CoV-2. Nesse
estudo, foi verificado que os lipoplexos amplificaram na promocao da inducdo de
anticorpos e geracao de respostas Th1l/Th2 equilibradas em camundongos contra a
SARS-CoV-2, comparavel as obtidas por eletroporacdo com o DNA nu. Ja no campo
da imunoterapia, siRNA e sua interagdo com lipoplexos de lipideos sensiveis ao pH,
peptideos e polimeros penetrantes de células sado estudados para melhor captacéo
por células tumorais (BERGER et al., 2021).

5.1.3 Emulsdes e Nanoemulsdes Catibnicas

As emulsdes adjuvantes de 6leo-em-agua compreendem o MF59, AS03 e
AF03. No entanto, sdo utilizados prevalentemente com vacinas proteicas e de
subunidade, sendo pouco utilizados em vacinas de &cidos nucleicos. Possivelmente
devido a inclusdo somente de estudos publicados entre 2018-2022, apenas um
trabalho de vacina de acido nucléico com MF59 foi recuperado. Elaborado por
HOSSEINIPOUR et al., (2020), consiste em uma vacina de DNA profilatica contra o
virus da imunodeficiéncia humana (HIV) - HVTN 111. Mesmo assim, nesse estudo
clinico de Fase |, a vacina de DNA foi utilizada como prime, seguida por
coadministracdo ou prime/boost com uma vacina proteica misturada com MF59. Na
literatura, é sugerido que o MF59 apresenta tendéncias a respostas imunologicas de
Th2, ativacdo da resposta humoral e celular, e baixa toxicidade (KO; KANG, 2018).
No entanto, por nao ter sido utilizado diretamente como sistema de entrega para a
vacina de DNA, nao foi possivel observar uma relagédo direta com resposta gerada
pela vacina.

Quanto as nanoemulsdes catidnicas, s&o particulas coloidais constituidas por
um nudcleo oleoso em uma fase aquosa estabilizadas por um lipideo catiénico ou uma
mistura de lipideos PEGuilados ou fosfolipidios (ZHANG et al., 2022a). Essas
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nanoemulsdes tem a capacidade de prevenir a agregacdo de particulas, gerar
estabilidade e promover o escape endossomal (TEIXEIRA et al., 2017). No entanto,
devido a existéncia de cargas positivas e sua potencial toxicidade, indica-se o uso de
tensoativo ndo idnicos como os utilizados na composi¢cdo do MF59 (Tween e Span)
(Figura 4-D) (TEIXEIRA et al., 2017). Além disso, sdo estudadas como carreadores
para terapia de edicdo de genes, e na entrega para expressao proteinas por acidos
nucleicos em imunoterapia de doencas de origem mucosa (SCHUH et al., 2018a,
2018b). No trabalho de SCHUH et al., (2018b), por exemplo, foi feita a administracao
nasal das nanoemulsfes carreando um plasmideo de DNA visando a expressao da
proteina IDUA (pIDUA) como tentativa de atingir o cérebro visando a terapia génica

da Mucopolissacaridose Tipo I.

5.1.4 Nanoparticulas Lipidicas

As nanoparticulas lipidicas sdo os sistemas baseados em lipideos mais
utilizados em vacinas de acidos nucleicos. Embora as LNPs também englobem outros
tipos de sistemas lipidicos e possuam composi¢cdo semelhante, elas sdo por si s6 um
tipo de sistema, pois exibem uma organizacédo diferente (SAMARIDOU; HEYES;
LUTWYCHE, 2020). Ao contrario dos lipossomas que contém um nucleo aquoso
cercado por uma bicamada, as nanoparticulas lipidicas podem conter lipideos no
ndcleo, bem como outras particulas como lipideos ionizaveis e PEGuilados (Figura 4)
(TENCHOV et al., 2021).

As LNPs ganharam ainda mais destaque recentemente devido a sua utilizacao
nas vacinas de mRNA da Moderna e Pfizer contra a COVID-19 (BADEN et al., 2021,
POLACK et al., 2020). Além disso, no campo da vacina de DNA, o trabalho de
MUCKER et al., (2020) mostrou que LNPs comumente utilizados em vacinas de RNA,
também propiciavam melhor estabilidade ao DNA e a indugéo de respostas celulares
para imunoprofilaxia em animais. Nas vacinas aprovadas contra a COVID-19, os LNPs
séo constituidos por um lipideo catibnico ionizavel, para facilitar a internalizacdo, um
PEG-lipideo, para evitar agregacéao, colesterol e um fosfolipidio neutro que contribuem
estruturalmente (THI et al.,, 2021). Ambos os tipos de vacina geram titulos de
anticorpos neutralizantes significativos e respostas robustas de células T CD8+
especificas ao antigeno e CD4+ tipo Thl (SAHIN et al., 2020b; TEIJARO; FARBER,
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2021). Nessas vacinas, as LNPs propiciam a entrega e a protecdo contra a
degradacéo por ribonucleases e geram ativacao da resposta imune inata pela geracao
de inflamacé&o local transitoria no local da injecdo (SCHOENMAKER et al., 2021).
Todavia, precisam ser armazenadas em temperaturas baixas, necessitando de cadeia
fria ao longo da distribuicdo (FAHRNI et al., 2022). Além disso, por conterem certa
guantidade de agua no nucleo, existe a possibilidade de diminuicdo da eficacia e
instabilidade devido a possivel hidrolisagcdo do mRNA (SCHOENMAKER et al., 2021).
Uma alternativa é a utilizacdo de nanoparticulas lipidicas sélidas, que podem ser
liofilizadas, melhorando a distribuicdo em larga escala da vacina e promovendo
menores chances de hidrélise (WANG; GRAINGER, 2019).

5.2 SISTEMAS BASEADOS EM POLIMEROS

Assim como as nanopatrticulas lipidicas, sistemas poliméricos apresentam uma
grande diversidade de moléculas e sdo bastante utilizados na formulacao de farmacos
e terapia génica (VAN DEN BERG et al., 2021). Os sistemas baseados em polimeros
podem ser divididos quanto a origem como: polimeros naturais e sintéticos, e quanto
ao tipo em: poliaminoacidos, polissacarideos, poliaminas, poliamidoaminas e
poliésteres (CHEN et al., 2022).

Nos ultimos anos, grande progresso foi feito no emprego de materiais
poliméricos como transportadores de proteinas e vacinas de terceira geracao
(TORRES-VANEGAS; CRUZ; REYES, 2021). Embora apresentem menos estudos
clinicos do que outros sistemas, em especial para vacinas de mRNA, estes polimeros
tém beneficios semelhantes, incluindo estabilidade, diversidade, direcionamento,
atividade imunomoduladora e personalizacdo (CHEN et al., 2022). Nanoparticulas
poliméricas catibnicas, poliplexos, micelas, lipopoliplexos, copolimeros e dendrimeros
sao exemplos de formulagcdes poliméricas representativas utilizadas para distribuicéo
de vacinas de acido nucleico (Tabela 2).

No entanto, assim como ocorre com as LNPs, problemas como citotoxicidade
induzida por carga podem levar a efeitos colaterais indesejados, e por isso é feito a
PEGuilacado do material para aumentar a estabilidade e diminuir a carga global, ou a
utilizagé@o de polimeros neutros (GRUN et al., 2021). O problema € que esse material
PEGuilado pode passar a gerar anticorpos especificos ao sistema de entrega apos

administracdes, como ocorre com sistemas de entrega baseados em microrganismos
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(SHIRAISHI; YOKOYAMA, 2019). Ja os polimeros neutros sdo menos estaveis e
oferecem uma transfeccdo menos eficiente do acido nucleico (VAN DEN BERG et al.,
2021). Além disso, fatores como a biodegradabilidade, peso molecular, carga,
agregacdo, hemolise e escape endossomal subétimo precisam ser considerados e
otimizados para montagem de um sistema de entrega polimérico de sucesso (SU;
KANG, 2020).

5.2.1 Poliplexos

Quando os polimeros sdo complexados com &cidos nucleicos sdo formados
poliplexos, em sua maioria compostos por polimeros catibnicos como o PEI, PLL,
PLO, PAMAM e PLGA, visando atingir a estabilidade de carregamento via interacéo
eletrostatica com o material genético (ITA, 2020). Um exemplo de poliplexo pode ser
observado no trabalho de SOLER BESUMBES et al., (2019). Nesse estudo in vitro, foi
verificado que nanoparticulas catidnicas de PLGA, preparadas usando nanoemulsdes
(NE) como molde podem ser utilizados como sistemas de entrega para vacinas de
DNA. Gracas a liberacdo pelo FDA de seu uso para aplicacbes médicas, o acido
poli(latico-co-glicolico) (PLGA) é um dos polimeros sintéticos mais comumente usados
para a criagdo de nanocarreadores poliméricos (MAKADIA; SIEGEL, 2011). E
interessante notar que macrofagos e outras células apresentadoras de antigenos
absorvem facilmente poliplexos, incluindo nanoparticulas de PLGA, que séo
conhecidas por gerarem uma resposta imune maior e mais duradoura (SOLER
BESUMBES et al., 2019). Outro exemplo no campo pré-clinico é a vacina DNA contra
a Hepatite B utilizando poliplexos de polimeros sintéticos de poli(-amino éster)
(PBAE) e poli[2- (dimetilamino)etiimetacrilato] (PDMAEMA) conjugados com o
polissacarideo de origem natural B-glucana (SOARES et al., 2019). Embora nenhuma
resposta imune baseada em células especificas contra o antigeno tenha sido
desenvolvida via vacinacdo subcutanea, foi demonstrado que os bioefeitos das
formulagbes vacinais quanto a hemocompatibilidade e citotoxicidade s&o dose-

dependentes.

5.2.2 Copolimeros
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Diferentemente de outras formulac¢des, os copolimeros contém mais de um
mondmero na sua composicao (LU; CAIl; ZHANG, 2021). Sdo faceis de administrar,
relativamente simples de fabricar e sdo conhecidos por propiciar aumento das
respostas adaptativas (BOSE et al., 2019). Isso pode ser visto no estudo de HRABER
et al., (2018), que produziu uma vacina de DNA contendo antigenos do ZIKV carreada
por copolimeros em blocos anfifilicos (ABC) tetrafuncional. Embora ABC n&o possua
atividades adjuvantes (HRABER et al., 2018), nessa vacina aplicada em
camundongos gerou um grande aumento na captacdo por APCs e consequente

elevacdo na producéo da proteina alvo por ativacdo de sensores moleculares.

5.2.3 Dendrimeros

Dendrimeros s&o macromoléculas sintéticas, extremamente ramificadas,
simétricas, globulares, geralmente catibnicas e semelhantes a um dendrito (ZHAO et
al.,, 2020). S&o usadas principalmente como nanocarreadores para liberagao
direcionada de drogas e solubilizacao de drogas pouco soltveis em agua (VAN DEN
BERG et al.,, 2021). Os dendrimeros tém um tamanho menor do que alguns dos
nanocarreadores usuais, de modo que podem ser facilmente encapsulados para
formar um nanohibrido e podem ser absorvidos na superficie ou ligados quimicamente
(MITTAL et al., 2021). As estruturas tridimensionais caracteristicas dos dendrimeros
permitem que eles passem pelas membranas celulares sem gerar ruptura como 0s
polimeros convencionais (ZHAO et al., 2020). Polimeros como a poliamidoamina
PAMAM forma dendrimeros de carga positiva e interagem facilmente com os acidos
nucleicos (ABEDI-GABALLU et al., 2018). Porém, apresenta a desvantagem de nao
ser degradavel e apresentar alto peso molecular, que reflete em certa toxicidade, além
de ser reconhecido pelo sistema imune inato e ativar o complemento (CHEN et al.,
2022). Em contrapartida, ZHAO et al., (2020) desenvolveu uma vacina de DNA
veterinaria com entrega de poli-L-lisinas Dendrigraft que aumentou as respostas
celulares e humorais contra o virus da influenza aviaria HON2 em galinhas. Esse
dendrimero gerado é biodegradavel, menos toxico, sollivel e ndo imunogénico,
representando uma alternativa para os dendrimeros sintéticos comumente utilizados

e conhecidos por seus efeitos adversos.



41

5.2.4 Micelas Poliméricas

As micelas poliméricas, feitas pela combinacdo em solucdo aquosa de acidos
nucleicos e copolimeros (cujas propriedades podem ser moduladas), sao
frequentemente utilizadas como carreadores de mRNA (GHEZZI et al., 2021). Como
tal, uma nova micela polimérica com base no copolimero de polietilenoimina (PEI)
modificado com succinato de vitamina E (PVES) para entrega de mRNA foi
desenvolvida por REN et al. (2021) para avaliacao da construcéo e profilaxia contra o
SARS-CoV-2. Em termos de inducdo de complemento e toxicidade inerente devido
ao peso molecular e carga, o PEI tem as mesmas desvantagens do PAMAM (CHEN
et al., 2022). Nessa construcdo, porém, o PEI foi modificado e junto com a vitamina E,
que é hidrofébica, formou copolimeros anfifilicos automontaveis em micelas,
reduzindo a toxicidade e induzindo células T, resposta imune do tipo Thl e

amplificacdo das repostas humorais contra o antigeno RBD do SARS-CoV-2.

5.3 SISTEMAS BASEADOS EM MICRORGANISMOS

Curiosamente, embora a atividade principal dos sistemas de entrega seja
facilitar a captacdo especifica do antigeno pelas células do sistema imunolégico,
alguns possuem composicéao integrada, apresentando atividades imunomoduladoras
potentes (OU et al., 2022).

Como visto anteriormente, sistemas que possuem materiais catibnicos e
polimeros sintéticos como PElI e PAMAM, podem ser reconhecidos por células de
defesa, potencializando a resposta imune (VAN DEN BERG et al.,, 2021). Além
desses, outra plataforma carreadora ja conhecida desde os primérdios para
imunizacdo contra agentes infecciosos, vem ganhando mais visibilidade atualmente
para entrega de compostos. Essa consiste nos sistemas baseados em
microrganismos, especialmente os voltados para bactérias e leveduras (YURINA,
2018; ZHANG et al.,, 2021). Virus e arqueias também se apresentam como
plataformas carreadoras, principalmente na forma de virossomas e arqueossomas,
respectivamente, ou por proteinas adjuntas transportadoras (ASADI; GHOLAMI,
2021; KARIMI et al., 2020). Embora os estudos se concentrem mais em vacinas de
subunidade, mostram-se potencialmente Uteis para a entrega de acidos nucleicos
(ASADI; GHOLAMI, 2021).
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Como adjuvantes naturais, podem ativar eficientemente as vias de sinalizacao
nas células imunes e mobilizar o sistema imunolégico enquanto carreiam os acidos
nucleicos ancorados na superficie ou internamente (CIABATTINI et al., 2019). Dado o
tamanho e composi¢gdo complexa, sdo naturalmente reconhecidos pelo sistema de
defesa, e podem atuar como adjuvantes pela ativacdo de receptores associados a
patdgenos, induzindo a captacéo especifica por APCs (LIU et al., 2018). Além disso,
amplificam a gama de métodos de administracdo para as vias mucosas intranasal,
oral e intravaginal (YURINA, 2018). Alguns desses organismos sdo usados como
adjuvantes imunolégicos e aditivos alimentares e possuem certificacdo e
reconhecimento como seguros (GRAS) pela FDA (SILVA et al., 2021; TAN et al.,
2022). Inclusive, para garantir a seguranca do hospedeiro, podem ser inativados pelo
calor ou modificados de modo a deletar seus componentes de patogenicidade (SILVA
et al., 2021; YURINA, 2018).

Porém, embora esses vetores sejam capazes de induzir respostas imunes
robustas, alguns deles, principalmente virus e bactérias, podem ser neutralizados por
componentes da imunidade humoral do hospedeiro apds administracdes repetidas e

apresentar certa citotoxicidade (CORIA et al., 2022).

5.3.1 Vetores virais, Virossomas, e Proteinas de virus de plantas

As tecnologias baseadas em vetores virais sdo geralmente consideradas meios
eficazes de fornecer material genético as células, mas a pesquisa atual tende a usar
sistemas ndo virais para entrega de vacinas de &cido nucleico (RAMAMOORTH,
2015). Isso ocorre porgue sua aplicacédo as vezes € limitada pelo desenvolvimento de
anticorpos neutralizantes contra o vetor, preocupacdes de seguranca e limitacdes de
fabricacdo (ZHU et al., 2020a). Embora a triagem dos artigos nao tenha recuperado
ensaios clinicos e pré-clinicos de sistemas de entrega virais para entrega de acido
nucleico, virossomas e nanoparticulas virais de plantas jA vem sendo empregados
como carreadores (ASADI; GHOLAMI, 2021; KHEIRI et al., 2012).

Os virossomos sao nanocarreadores que imitam a estrutura de um virus
envelopado cujo nucleocapsideo foi eliminado (ASADI; GHOLAMI, 2021). Similar aos
lipossomas, o virossoma € um nanomaterial lipidico emergente como nanocarreador

aprovado pela FDA e constituido de vesiculas esféricas unilamelares de 60-200 nm
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(FAN et al., 2022). Suas técnicas de preparacao sao simples, econdmicas e seguem
etapas principais semelhantes (ASADI; GHOLAMI, 2021). Ao transportar acidos
nucleicos, esse sistema interage com os receptores da célula hospedeira, induzindo
respostas humorais e celulares via células B e endocitose por outras APCs (LOO et
al., 2021). Por outro lado, as nanoparticulas de virus de plantas (PVNPs) possuem
capacidade imunoestimulante inerente e tém sido investigadas como adjuvantes
imunolégicos para estimular uma resposta imune antitumoral (ALEMZADEH et al.,
2018). Virus de plantas como o virus do mosaico do caupi (CPMV) em forma de
nanoparticulas virais sdo vantajosos pela néo infecciosidade e auséncia de toxicidade
em humanos e tem sido bem-sucedido na entrega de materiais de acidos nucleicos
entrando nas células por vias alternativas ou escapando das vesiculas endossomais
(BEATTY; LEWIS, 2019).

5.3.2 Arqueias, Bactérias e seus derivados

Como vetores vivos, as bactérias sdo agentes promissores para a entrega de
vacinas de acidos nucleicos (YURINA, 2018). O vetor bacteriano induz uma resposta
imune robusta devido aos seus componentes naturais, incluindo lipopolissacarideos
(LPS), peptidoglicano e flagelina que sé@o reconhecidos pelo sistema imunologico
(CAO; LIU, 2020a).

As bactérias tém caracteristicas especificas denominadas como padrdes
moleculares associados a patégenos (PAMPSs), reconhecidos por receptores do tipo
Toll e Nod (LONG et al.,, 2022). Esta introducédo induz a resposta imune nativa e
aumenta a resposta imune adaptativa (HUANG et al., 2018). Porém, para algumas
espécies, 0s mecanismos precisos pelos quais os vetores bacterianos disponibilizam
os acidos nucleicos nas células hospedeiras ainda ndo séao totalmente compreendidos
(YURINA, 2018). Notavelmente, cepas recombinantes e atenuadas como algumas
espécies de Salmonella, Mycobacterium, Yersinia, Listeria e Shigella bem como
bactérias ndo patogénicas, como bactérias do acido latico (LAB), sdo consideradas
carreadoras de vacinas de acidos nucleicos (HUANG et al., 2018; YURINA, 2018).

Esses organismos trazem ainda o beneficio da via de administragéo através da
via mucosa que induz beneficamente respostas imunes mucosas e sistémicas

(YURINA, 2018). As LAB por exemplo, sdo ainda mais adequadas, pois além de serem
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nao patogénicas, suportarem as condi¢cdes acidas no sistema gastointestinal (Gl) e
protegerem os acidos nucleicos, apresentam efeitos probioticos (KAZI et al., 2022).
Além dessas, derivados bacterianos podem ser utilizados como nanocarreadores
potencialmente Uteis para entrega de antigenos, alguns como “fantasmas bacterianos”
possuem a capacidade de estimular a resposta imune tdo potente quanto a das
bactérias vivas (KANG et al., 2022). Outros componentes como a camada S,
endosporos e vesiculas de membrana externa também s&o aplicados, no entanto esse
altimo contém LPS podendo causar toxicidade imunologica (LONG et al., 2022).

No campo da vacinacdo, VMEs foram usadas recentemente no estudo de LI et
al. (2022b) para entregar vacina de mRNA e proteina de escape lisossomal. Com essa
construcdo, foi inibida significativamente a progressdo do melanoma e provocou
regressdo em um modelo de cancer de colon em camundongos. Como carreador de
vacina de DNA, Salmonella typhimuriumaro A atenuada foi utilizada na vacina
profilatica contra o Duck Tembusuvirus (DTMUV) e administrada por via oral,
induzindo fortes respostas humorais com alto nivel de anticorpos especificos contra o
antigeno (HUANG et al.,, 2018). Essa bactéria gram-negativa demonstra fortes
atividades adjuvantes, contém LPS que é reconhecido pelo receptor TLR4, e flagelina,
gue se liga ao TLR5. Essas ligacGes ativam vias que entdo induzem a liberacdo de
citocinas e potencializam a resposta imune (YURINA, 2018). Ja na profilaxia, uma
vacina de DNA carreada e expressa por Mycobacterium paragordonae administrada
subcutaneamente contra 0 SARS-Cov-2 gerou forte resposta celular e indugéo de Thl
em camundongos (KIM et al., 2021).

No entanto, embora os sistemas de entrega bacterianos apresentem varias
vantagens como inducgéo potente da resposta imune, capacidade de entrega via oral,
e direcionamento maior para APCs, também apresentam desvantagens significativas
gue devem ser levadas em consideracdo (CAO; LIU, 2020b). Primeiro, 0 uso de
bactérias vivas embora de forma modificada ou atenuada inclui a probabilidade de
causar infeccdo, particularmente em lactentes e pacientes imunocomprometidos
(YURINA, 2018). Em segundo lugar, podem assim como os virus, desenvolverem
anticorpos neutralizantes contra o proprio vetor, resultando na diminuicdo da eficacia
do antigeno vacinal (CORIA et al., 2022).

As arqueias, um dominio de seres vivos unicelulares morfologicamente
semelhantes as bactérias, mas distintos geneticamente também sdo usados como

sistemas de entrega de vacinas, especialmente na forma de argueossomos
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(ADAMIAK et al., 2021). O argueossomo é um sistema de nano-entrega baseado em
lipossomas desenvolvido para entrega de genes. A exemplo, KARIMI et al. (2020)
produziu uma vacina de DNA terapéutica carreada na superficie ou encapsulada por
Arqueossomo contra o papilomavirus humano (HPV), essa vacina administrada pela

via subcutanea, induziu forte resposta humoral, celular e polarizacéo voltada para Th1.

5.3.3 Leveduras

As leveduras sao microrganismos unicelulares versateis comumente utilizados
na industria de alimentos e que tem potencial valor de aplicagdo como biofabrica de
proteinas terapéuticas e transportador de moléculas biologicas (TAN et al., 2022).
Algumas cepas foram certificadas como rétulos de geralmente reconhecidos como
seguros (GRAS, do inglés Generally Recognized As Safe) pela FDA e tém sido
utilizadas para a bioproducdo (ALEXANDER (IVANOVA), 2021). Espécies como
Yarrowia lipolytica, Schizosaccharomyces pombe, Kluyveromyces lactis, Pichia
pastoris e Saccharomyces cerevisiae sédo predominantemente utilizadas como
carreadores para entrega de drogas, producéo de vacina de subunidade e proteinas
recombinantes (ALEXANDER (IVANOVA), 2021; SILVA et al., 2021). Além disso,
foram avaliadas como um veiculo para acidos nucleicos apresentando varias
vantagens, como a capacidade de administracdo oral, atividade adjuvante, auséncia
de toxicidade e entrega especifica (SILVA et al., 2021).

Os veiculos de entrega a base de leveduras sao excelentes candidatos para
vacina oral, uma vez que possuem caracteristica celulares que conferem maior
resisténcia a digestao enzimatica, ao ambiente acido e as barreiras mucosas do trato
gastrointestinal (HAN et al., 2019). Sua atividade adjuvante € obtida pelos varios
componentes que podem estimular ou modular a resposta imune do hospedeiro
(KUMAR; KUMAR, 2019). A parede celular compreende principalmente (3-1,3 e 3-1,6-
glucana, quitina, manana, e outros polissacarideos (TAN et al., 2022). Esses
promovem a imunoestimulagdo pela ligacdo com receptores de dectina, manose-
fucose e TLRs como TLR-2, 4 e 6 presentes nas CDs (LIU et al., 2018). Essa interacao
leva a secrecao de citocinas do tipo Thl e Th1l7 através dos padrdes moleculares
associados a patdgenos e ativagdo dos componentes da imunidade inata, induzindo
captacdo especifica por APCs (ALEXANDER (IVANOVA), 2021). Ap6s serem
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fagocitadas, sdo degradadas pelos fagolisossomos e o acido nucléico é liberado e
transportado para suas regides de sintese (SILVA et al., 2021).

S. cerevisiae € a espécie de levedura ndo patogénica mais utilizada para de
entrega de vacinas de acidos nucleicos, tanto na forma de células recombinante
inteira, quanto na configuracdo de capsula, microcapsula ou sistema de exibicdo de
superficie (DUMAN-SCHEEL, 2019). Atualmente os estudos de vacinas de DNA e
RNA entregues por essa cepa englobam tanto a profilaxia quanto terapia contra
doencas de humanos e de outros animais, como peixes (ZAKRIA et al., 2019). Han et
al. (2019) por exemplo, desenvolveu uma vacina oral de DNA a base de S. cerevisiae
inteira que induziu respostas antigeno-especificas, protegendo carpas contra a
infeccdo por Aeromonas hydrophila. No campo da terapia por controle pos
transcricional, uma vacina de siRNA e Trp2 revestidos com nanoparticulas de PEI e
indoleamina 2,3-dioxigenase (IDO) entregues por S. cerevisiae recombinante inibiram
a expressdo de IDO e induziram respostas de células T contra melanoma em
camundongos (LIU et al., 2018). ZHANG et al., (2021) por sua vez, produziu uma
vacina composta de IL-1p shRNA (RNA em gancho curto) entregue por microcapsulas
de S. cerevisiae para terapia de osteoartire pos-traumatica, e verificou a regulacdo da
resposta inflamatoria e expresséao de IL-18 por via oral. Por fim, uma vacina de DNA
terapéutica em fase pré-clinica foi carreada para regular a miostatina e gerou
modulagédo imunoldgica pela supressédo de IL-21(ZAKRIA et al., 2019). Quanto a
seguranca, essas vacinas nao produziram efeitos adversos, e por serem entregues
por via oral ou subcutanea, diminuiram o desconforto, facilitando a aplicacéo.

No entanto, embora os transportadores de liberacao de leveduras demonstrem
grande potencial, ainda ha necessidade de pesquisa e entendimento das vantagens
observadas, bem como a melhor avaliagdo da quantidade de material genético a ser
carreado, absorcéo especifica no organismo, e o transporte dos mesmos in vivo (TAN
et al., 2022).

5.4 INFLUENCIA DOS SISTEMAS DE ENTREGA NA RESPOSTA IMUNE

Para realizar uma entrega eficiente, o desenvolvimento de uma plataforma que
supere as barreiras existentes € de grande importancia (TORRES-VANEGAS; CRUZ;
REYES, 2021). Ademais, esses sistemas devem permitir o transporte dos acidos

nucleicos para seus locais de sintese de proteinas. Para a vacina de DNA, é
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necessario ultrapassar a membrana celular e em seguida a membrana nuclear para
que ocorra a transcricdo do DNA em mRNA, que contera a informacédo em cédons
para a sintese do antigeno (Figura 5) (GHAFFARIFAR, 2018). Diferentemente, 0s
sistemas de vacinas de mRNA devem proporcionar uma maior estabilidade a essa
macromolécula, assegurando a sua passagem pela membrana celular para que
ocorra sua traducao no citoplasma (WALLIS; SHENTON; CARLISLE, 2019).

Figura 5. Ativacao de vias imunolégicas geradas por vacinas génicas com sistemas de entrega. Apos
a administracdo da vacina, os acidos nucleicos sao introduzidos na célula dendritica ou por outras
APCs por meio dos sistemas de entrega. Na vacina de DNA, os sistemas de entrega devem facilitar a
entrada da vacina na célula e favorecer o acesso do material genético ao nicleo para que seja
transcrito em mRNA. Em seguida, as rotas para as vacinas de DNA e mRNA sdo as mesmas, com a
traducgdo da proteina do antigeno ocorrendo no citoplasma, processamento por proteassomas e
apresentacao dos epitopos pelo MCH-I. Essa apresentacéo, ativa células T CD8+ naive levando a
producéo de células efetoras, indugcéo de respostas citotdxicas e expansao de células T CD8+ de
memoéria. Por outro lado, proteinas exdgenas liberadas por células transfectadas podem ser
reconhecidas diretamente pelas células B ou fagocitadas pelas CDs, processadas e apresentadas
pelo MHC-II. Nesse caso, eles podem ativar células T CD4+ especificas do antigeno que se
expandem em subtipos correspondentes, liberam citocinas e interagem com células B levando a uma
forte resposta humoral.
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Alguns sistemas como o0s Lipossomas, LNPs e Lipoplexos possuem
caracteristicas anfifilicas e conseguem penetrar na célula pela membrana celular,
outros, como os baseados em microrganismos séo identificados e fagocitados pelas
APCs (HOBERNIK; BROS, 2018). Levando em consideragdo o tamanho e o
reconhecimento de APCs por patdgenos, particulas de 20-200 nm similar aos
tamanhos virais, sdo normalmente ingeridas por CDs (células dendriticas), enquanto
macréfagos geralmente engolfam particulas maiores (0.5-5 um) (BARANOV et al.,
2021). O tamanho das particulas vacinais também determina a rota de transporte do
antigeno para os linfonodos, particulas menores geralmente entram na circulacéao
pelos capilares periféricos, enquanto as com tamanhos de 10-200 nm trafegam para
os capilares linfaticos (CAI et al., 2021). Nesses capilares h4 uma abundéancia de
APCs e células T e B, e por tanto, as particulas que alcancam os linfonodos
desencadeiam respostas mais fortes (HAMPTON; CHTANOVA, 2019).

A carga superficial, outra propriedade vital dos sistemas de distribuicdo de
vacinas, também apresenta efeitos adversos no processo de direcionamento de
captacdo de antigeno pela APC (PETKAR et al.,, 2021). A carga superficial foi
comprovada por ser um dos principais fatores influenciadores de sua eficiéncia de
internalizacdo por APCs e de citotoxicidade (BLAKNEY et al., 2018). Particulas
catibnicas, como as presentes em sistemas baseados em lipideos e polimeros séo
internalizadas melhor por APCs, mas também sdo mais propensas a induzir
agregacdo e hemolise (KESHARWANI et al., 2018; MITCHELL et al., 2021).
Mecanicamente, a alta citotoxicidade de materiais carregados positivamente é
principalmente correlacionada com a ruptura da carga negativa das membranas
celulares durante o processo de penetracao, que induz a morte celular (AUGUSTINE
et al., 2020). Materiais carregados negativamente sdo mais favoraveis para um melhor
movimento intersticial para um melhor desempenho de entrega de captacéo linfatica
e retencdo nos linfonodos, que abrigam células relevantes ao controle da infecgéo
(SCHUDEL; FRANCIS; THOMAS, 2019). No entanto, como 0s acidos nucleicos
possuem carga liquida negativa, sua estabilidade é mais bem assegurada pela
interacdo eletrostatica com materiais catiénicos (JIANG; THAYUMANAVAN, 2020).
Maiores preocupacbes sobre a seguranca, estdo associadas com os diversos
sistemas de entrega estéo relacionadas com: biocompatibilidade, biodistribuicdo, e a
inducao de reacdes imunes ndo desejadas (HOBERNIK; BROS, 2018). Por exemplo,

a aplicacao repetida de sistemas adenovirais, bacterianos e a base de PLL e PAMAM
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pode resultar na neutralizacdo especifica a molécula carreadora, e ndo ao antigeno
alvo (CHEN et al., 2022; CORIA et al., 2022). Em vacinas terapéuticas que requerem
maiores aplicagbes em menores intervalos, essa neutralizagdo nao requerida pode
interferir na resposta imune. Por outro lado, em vacinas profilaticas, as aplicacdes
vacinais geralmente tém espacos maiores entre doses, e por tanto, podem ser menos
impactadas.

Métodos de entrega fisica como gene gun e eletroporacdo podem facilitar a
entrega do material genético as APCs e aumentar a resposta imune (QIN; DU; SUN,
2021). No entanto, esses métodos de administracdo exigem equipamentos caros e
especificos que podem néo ser praticos para campanhas de vacinacdo em larga
escala (PELETTA et al., 2021). As vacinas carreadas pelos sistemas de entrega aqui
mencionados sao administradas principalmente a pacientes em duas vias de
administracdo principais, a intramuscular e a subcutanea, seguidas das vacinacfes
orais e intranasais. Para transfectar o maior nimero de APCs possiveis, entrega de
vacinas de acidos nucleicos para 6rgéos linfoides secundarios via aplicacao sistémica
como administracdo intravenosa, oral, ou pulmonar, pode ser uma estratégia
apropriada (DING et al., 2021). As vacinas orais sao valorizadas nos paises em
desenvolvimento como estratégias potenciais para melhorar a eficacia da distribuicdo
de vacinas, reduzindo os custos de administracdo e aumentando a adesao a vacina
(JAZAYERI et al., 2021). Porém, a via oral pode ndo ser a rota mais indicada para
direcionamento dos linfonodos, dado a existéncias de barreiras do trato
gastrointestinal, baixo pH, e presenca de enzimas (ALEXANDER (IVANOVA), 2021).
Sistemas utilizando bactérias conseguem realizar administracbes de vacinas de
acidos nucleicos por via oral, no entanto sdo mais sujeitas as barreiras quimicas e
fisicas do que as leveduras que contém [B-glucana (YURINA, 2018). Devido a B-
glucana resistir mais fortemente aos acidos e nado ser digerida no estdmago, o
processo de fagocitose por células M é facilitado levando a entrada da vacina no
sistema linfatico (TAN et al., 2022).

Por fim, alguns sistemas de entrega além de atuarem como moléculas
transportadoras, apresentam caracteristicas adjuvantes inerentes e, portanto, podem
auxiliar na polarizagdo da resposta imune (OU et al.,, 2022). A depender da
composi¢cdo da molécula carreadora, podem ser reconhecidos pelas CDs por
receptores como os do tipo Toll-like, NOD, RIG, e Dectina-1 através da identificacao

de padrdes moleculares (Figura 5). Nesse caso, 0s sinais recebidos pelos receptores
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induzem a liberacéo de citocinas, que interagem com as células do sistema adaptativo
alterando o balanco e a inducdo da resposta imune. Nessa revisdo, a maioria das
respostas obtidas pelas vacinas de DNA e RNA com os diversos sistemas de entrega
foram voltados para Thl ou respostas Th2/Thl mais equilibradas. Sistemas de
entrega que auxiliam na inducéo de respostas Th1l séo principalmente almejados para
o combate de células cancerigenas e contra alguns patdégenos intracelulares como
virus, por influenciarem nas respostas celulares e citotoxicas (ABBASI; UCHIDA,
2021). No SARS-CoV-2, por exemplo, essa reposta € especialmente mais
interessante, dado que vacinas com adjuvantes de viés Th2 mostraram uma
associacdo a patogénese pulmonar aprimorada (PELETTA et al., 2021). Porém,
outras vacinas requerem uma ativagcdo e manutencao da imunidade humoral mais
forte, necessaria para remover infeccdes extracelulares, como os parasitas e
alérgenos e portanto, nesse caso, uma resposta Th2, ou um viés mais balanceado
pode ser necessario (TANNER et al., 2019).
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6 CONCLUSAO

O arranjo molecular dos sistemas de entrega influencia na interacdo com os &cidos
nucleicos, no transporte aos locais de sintese antigénica, na forma como sao
percebidos por células imunes e na geracdo de inflamacéo e efeitos citotoxicos.
Dentre os transportadores existentes, os baseados em lipideos séo os mais utilizados
no carreamento de vacinas de 4cidos nucleicos. Porém, a toxicidade dependente da
carga dessas particulas ocasiona efeitos citotoxicos e gera instabilidade, sendo
requeridas modificacées que podem alterar a sua eficacia. Além disso, a interacédo de
componentes dos sistemas de entrega com células do sistema imune adaptativo pode
influenciar no balanco e inducdo da resposta imune. Dessa forma, o uso de
microrganismos, que possuem atividade adjuvante natural e status GRAS, como
carreadores apresentam potencial por induzirem menos efeitos citotoxicos, serem
passiveis de administracdo por via oral e gerarem fortes respostas adaptativas.
Portanto, além de conhecer a resposta imunologica desencadeada pelo patégeno, €
importante considerar o tipo de sistema de entrega a ser utilizado, seu custo-beneficio,
impacto na resposta imunoldgica e o efeito final almejado para que as construcdes

vacinais gerem respostas imunes ideais.
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