Desenvolvimento da
vacinas BCG
recombinante neonatal
contra coqueluche!

Luciana Cezar de Cerqueira Leite?

Eu queria agradecer a organizacdo deste simposio pelo convite
para falar um pouco sobre a minha experiéncia com o desenvol-
vimento de uma vacina e quais os problemas que encontramos no
processo de patentear produtos.

Basicamente estamos investindo no desenvolvimento da vacina
neonatal de BCG recombinante contra coqueluche. Esse estudo foi
realizado no Cento de Biotecnologia com colaboragdo de muitas pes-
soas. Estavamos tentando desenvolver uma vacina quadrupla, BCG/
DPT (DPT é a vacina contra Tétano, Difteria e Pertussis), visando am-
pliar a cobertura. Vou me concentrar na Pertussis, que é a que avan-
cou mais e cujo processo esta sendo transferido para a produgao.

A vacina de Pertussis imuniza contra a tosse comprida ou co-
queluche e as vacinas atuais que existem sio de dois tipos: uma
vacina celular inativada, e agora temos diferentes versoes de va-
cinas acelulares. Estas sao chamadas de DPT celular ou DPT ace-
lular. Essas vacinas sdo administradas em doses aos dois, quatro
e seis meses, com reforco a um ano e meio e cinco anos, no total
de cinco doses necessarias para atingir a protecio maxima contra
essas doengas.

! Transcricdo de palestra feita no XXII Workshop Tematico do CAT / CEPID: Da bancada
ao produto
2 Pesquisadora do Centro de Biotecnologia fi Instituto Butantan. lccleite@butantan.gov.br
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Estas vacinas sdo extremamente eficientes quando o esquema
de vacinacdo completo é cumprido, apesar disso ainda temos no
mundo, de vinte a quarenta milhdes de casos de coqueluche. Uma
parte ocorre porque nao se alcanga a vacinagao completa com DPT.
1% desses casos leva a morte, principalmente em criangas abaixo
de seis meses de idade. Isso ocorre porque tanto o DPT celular como
acelular, ndo sdo efetivos em criangas abaixo de seis meses. Existe,
entdo, uma janela de oportunidade para infec¢ao até seis meses de
idade e essa é uma das questdes que vamos tentar resolver.

Porque utilizar o BCG recombinante para tentar resolver esses
problemas? Porque o BCG apresenta uma série de vantagens: entre
elas a elevada seguranca da vacina e principalmente porque pode
ser dada ao nascimento e envolve baixos custos de producdo. Essas
sdo vantagens que poderiam ser importantes neste caso.

A nossa pergunta inicial era: se é possivel fazer uma vacina de
BCG/DPT tetravalente, que tipo de resposta imune seria induzida e
qual o nivel de prote¢io seria obtida usando essa vacina em camun-
dongos neonatos?

Entao, falando sobre o processo de producido de uma vacina re-
combinante, basicamente temos que escolher um gene de uma pro-
teina antigénica capaz de conferir protecao contra o respectivo pa-
togeno e um vetor de expressao em micobactéria. Temos que fazer
a construcao do plasmideo de expressio e realizar a transformagao
de BCG competente. O vetor de expressdo tem gene de resisténcia
a antibiotico, portanto é feita uma selecio dos transformantes com
este antibidtico. Isolados os clones, é verificado se aquelas bacté-
rias expressam o antigeno heterélogo. Se for o caso, prepara-se a
vacina, que é administrada em camundongos e analisada quanto a
indugio de resposta imune especifica e, tendo-se um modelo animal
adequado, avalia-se a prote¢ao contra desafio.

Esse é o processo que foi realizado para BCG-DPT e eu vou con-
centrar nos resultados de Pertussis. Aqui o antigeno usado para Per-
tussis € a subunidade S1 da toxina Pertussis, que havia sido modifica-
da por mutagio sitio-dirigida no laboratério do Dr. Rino Rappuoli,
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na Itdlia. O Dr. Rino era inicialmente de uma empresa pequena cha-
mada Sclavo, que depois virou Biocine, que depois foi adquirido pela
Chiron e agora ele é da Novartis (grande multinacional na area de
vacinas). Essa vai ser uma questao importante para a gente pensar
como vai ser esse patenteamento depois. Além disso, era necessario
um vetor de expressao. Utilizamos vetores desenvolvidos no Instituto
Pasteur — eles haviam desenvolvido varios vetores de expressio com
o promotor da beta-lactamase. Esses vetores foram cedidos para o
Butantan e fizemos as construgoes baseadas nesses vetores.

Pode-se ver a expressiao dos antigenos de tétano e de difteria,
mas nao vou entrar em detalhes, e também pode-se ver a expressao
do antigeno S1PT de Pertussis. Pode-se observar no Western Blot,
revelado com anticorpo anti-toxina pertussis, que o S1PT pode ser
expresso em fusdo, com a seqiiéncia sinal ou com a beta-lactamase
inteira nos extratos de BCG.

Obtida uma bactéria que expressa o antigeno e que pode, tal-
vez, servir de vacina, nds temos que testar se esta vacina funciona.
O teste em geral é realizado da seguinte forma: os animais sao imu-
nizados com a vacina, depois de quinze dias avalia-se a resposta
imune induzida contra a toxina Pertussis e faz-se um desafio intra-
cerebral com a Bordetella Pertussis numa dose letal; se os animais
estao protegidos, eles nao morrem e é computada a sobrevivéncia.

Os camundongos foram imunizados e foi verificado o tipo de
resposta imune induzido. Neste caso, ndo houve indu¢do de res-
posta humoral, mas de uma resposta celular, que era verificada nos
esplendcitos dos animais imunizados, pela elevada produgio de in-
terferon gama especifica contra PT. Entdo os animais foram imu-
nizados e depois de quinze dias foram desafiados com uma dose
letal de Bordetella pertussis. Pode-se observar que dos animais ndo
imunizados, a grande maioria morre. A imuniza¢do com a vacina
DPT convencional do Butantan apresenta uma alta sobrevivéncia e
o BCG-Pertussis apresenta também uma elevada sobrevivéncia.

Bom, com isso mostramos que esta cepa tem um potencial
como vacina, para usar na imunizagao contra Pertussis, mas para
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fazer uma vacina para ser usada em humanos, de fato, muita coisa
tem que acontecer antes disso. Uma sera verificar a resposta imu-
ne em camundongos neonatos, ja que a proposta sera imunizar as
criangas ao nascimento. Outra questdo sera verificar a resposta
imune induzida contra a micobactéria, porque nao se quer prejudi-
car a protecdo induzida por BCG contra tuberculose. Além disso,
serd necessario conseguir a expressao desse antigeno de uma forma
estavel, sem gene de resisténcia a antibiético. Depois disso, teremos
que fazer a producdo de todo esse processo em condi¢oes de boas
praticas de fabricagao, para ir para os ensaios clinicos. Entao a pri-
meira questdo foi verificar no modelo de camundongos neonatos,
que tinha sido recentemente estabelecido, se essa imunizacdo ofere-
cia prote¢do contra desafio. Considera-se que um camundongo de
uma semana € mais ou menos equivalente a uma crianca de 28 dias,
entdo nds propomos um esquema de imuniza¢ao de uma dose no
dia 5, as vezes uma segunda dose no dia 12 e um desafio no dia 21,
que ainda é considerado um periodo de infancia inicial.

Caracterizamos a resposta imune e a prote¢io em camundon-
gos neonatos. Pode-se ver que 100% do grupo Salina morre, e que
os animais imunizados com DPT também morrem. Isso reproduz o
que ¢ verificado em humanos, que nio sio protegidos nessa idade;
e a vacina de BCG Pertussis confere 100% de prote¢ao. Nesse caso,
verificamos uma protecdo inespecifica do BCG; portanto aumenta-
mos a dose de desafio, e reduzimos a protecdo inespecifica do BCG
e ainda tivemos uma prote¢io com o BCG-Pertussis.

Com esses resultados foi demonstrado que em animais neona-
tos se consegue induzir uma protecio numa faixa de idade que a
vacina de DPT nao induz; estes resultados indicam que existe um
potencial para reduzir aquela janela de seis meses em que as crian-
cas ndo sao protegidas.

No6s também tivemos que verificar a resposta imune induzida
contra tuberculose. A resposta humoral se mostrou interessante no
sentido de proteger contra tuberculose, a resposta celular também.
Ai foi realizado um desafio. Os animais sao imunizados, recebem
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um tratamento com antibidtico para eliminar o BCG, depois rece-
bem uma injecdo intra-traquial de M. tuberculosis virulenta e de-
pois de 75 dias é contada a carga de bactéria no pulmao.

Com isso se estabelece a prote¢io contra a tuberculose. Os ani-
mais ndo imunizados tém da ordem de 10° bactérias no pulmao
e isso esta de acordo com os dados da literatura. Animais imu-
nizados com BCG em geral apresentam uma reducio de um log
na carga bacteriana e isso é considerado protetor. A BCG-Pertussis
induz uma prote¢ao comparavel ao BCG, o que indica que ela pode
ser usada como uma vacina neonatal sem comprometer a protecao
contra a tuberculose.

Aqui é uma outra constru¢ao em BCG recombinante que aca-
bou mostrando uma prote¢ao melhor contra a tuberculose que o
proprio BCG. Isso é um resultado extremamente interessante e que
também tem um potencial de patenteamento que depois vai entrar
em discussao.

Bom, a dltima coisa a fazer é a expressao estavel do antigeno sem
gene de resisténcia a antibidtico. Para isso foi utilizado um processo
complicadissimo, que envolve a complementagdo de auxotrofia. O
BCG auxotroéfico nao cresce em meio deficiente de aminoacido, mas
este pode se transformar com um plasmideo que expressa o gene de-
letado da via biosintética, e ele passa a crescer normalmente. Nesse
mesmo plasmideo pode-se expressar a proteina recombinante. Dessa
forma, pode-se expressar estavelmente o antigeno em BCG.

Esse processo foi realizado em uma colabora¢io com o grupo
do Albert Einstein College of Medicine que tinha estabelecido uma
técnica de obtencdao de auxotrofos bem definida.

Foram construidos dois vetores de complementagao para expres-
sd0 ao mesmo tempo do antigeno. Entio utilizamos o plasmideo de
expressao, no qual foi inserido um gene para ser expresso em Tanden
que era o gene que havia sido deletado. Neste outro, nés utilizamos
um vetor que eles ja tinham, que ja expressava o gene de complemen-
tagdo, inserimos o nosso cassete de expressao. Basicamente todos os
sistemas funcionaram Entdo retiramos o gene de resisténcia a anti-
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bidtico. Teoricamente esta cepa poderia ser utilizada como vacina;
no entanto, no Brasil usa-se uma cepa que nao é usada em nenhum
outro lugar do mundo, que é a Cepa Moreau. Aquelas construgdes
haviam sido feitas na Cepa Pasteur. Portanto, nds tivemos que fazer
tudo de novo com a Cepa Moreau e ainda produzir em condigdes
GMP (boas praticas de manufatura). Eu ndo vou entrar em detalhes,
porque é um esquema complicado para fazer a integragao do cassete
que vai deletar aquele gene, que é feito através de micobacteriofagos
e isso € uma técnica proprietaria do Albert Einstein College of Medi-
cine. Tendo os micobacteri6fagos, depois o BCG infectado e depois
de uma série de passos a gente consegue um BCG auxotréfico sem
gene de resisténcia a antibiotico. Nos ja temos esse vetor produzido
em condi¢oes GMP no laboratério.

Basicamente, as conclusoes desses estudos siao: é possivel ex-
pressar essas toxinas no BCG, essa vacina induz prote¢ao contra
Pertussis em animais neonatais, ao contrario do DPT, e também
induz prote¢ao adequada contra tuberculose. Para ser usada como
vacina humana conseguimos a expressao dos antigenos sem gene
de resisténcia a antibidtico, complementando as cepas auxotroficas.
Esse processo esta para ser transferido para o setor produtivo para
a producdo em condi¢des GMP e para os ensaios clinicos.

Basicamente, entdo, agora temos um processo definido de pro-
dugido de uma vacina que tem um potencial interesse para a satude
publica. As questdes abordadas eu ja adianto que nio tenho respos-
tas. Primeiro: vale a pena patentear esse processo? Patente nacional
ou internacional? Quem entraria na patente? Sao as primeiras ques-
toes que surgem.

Bem, para que se quer uma patente?

Existe uma frase que os advogados gostam muito que eu vou
ler: “O objetivo do patenteamento é a prote¢do do patrimonio, tor-
na publico e possibilita o retorno do investimento, fomenta a pes-
quisa, fortalece e amplia a capacidade tecnolégica”. E uma frase
super bonita, mas muito hermética que nao consigo digerir direito,
mas que tentei traduzir em algumas questdes.
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Por exemplo: se quem esta fazendo a patente ¢ uma empresa, qual
¢ o objetivo principal? Adquirir uma vantagem competitiva. Uma
empresa raramente faz uma patente para vender ou licenciar. Ela de-
senvolve para ela mesma um processo que a interessa; e ela pode até
ter um certo retorno financeiro por licenciamento dessa tecnologia,
contanto que nio va competir com a produgao que ira fazer.

Ja na universidade, ela ndo vai poder usar a patente, pois nao
tem atividade de produgdo. Ela s6 tem a op¢ao de vender ou licen-
ciar. Entdo quais as possiveis motivacdes para uma universidade
fazer uma patente? E o retorno financeiro do investimento ou um
beneficio secundario para a sociedade que vem do fato de produtos
e processos patenteados serem mais usados pela industria por con-
ferir uma vantagem competitiva. Entdo desenvolve-se um processo
e a patente vai ser mais facilmente comercializavel porque a indus-
tria tem interesse em proteger a sua tecnologia e nao ter competicao
de outras.

Agora, o Butantan é uma mescla, tem caracteristicas de univer-
sidade e de empresa. Tem um setor de producao mas, na verdade,
nem tudo que é desenvolvido no Butantan vai interessar para ser
produzido; por outro lado, tem uma parte que pode interessar ser
licenciado ou ser comercializado. Entao, nesse caso, o Butantan tem
interesse em produzir essa vacina BCG Pertussis que foi desenvolvi-
da. Dentro dessa questdo de vantagem competitiva temos que fazer
algumas observagoes. Uma delas é que os produtos que os Butantan
comercializa ndo visam lucro; nés somos uma instituicao sem fins
lucrativos, entdo qualquer retorno financeiro de uma patente, de
um processo feito, vai ser pequeno. Como é uma tecnologia desen-
volvida dentro da institui¢do, a comercializagao disso vai ser um
pouco diferente, se ela vai produzir ou se ela vai vender.

Na verdade, para mim, ndo esta muito claro se realmente vale
a pena patentear esse produto. Por que? Porque é um produto ba-
rato. Eu quero garantir a nossa possibilidade de produzir, entdo a
patente é uma forma de garantir que nao venha alguém, patenteie e
vocé ndo possa produzir. Mas se vocé publicar e colocar em domi-
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nio publico, também vai garantir a sua possibilidade de produzir.
Serd que essa patente vai ser negociavel? Nacionalmente nio havera
muita gente interessada em produzir esta vacina. Entdo, vender no
Brasil é uma coisa que ndo vai ser viavel. No exterior pode ser que
tenha gente interessada, mas ai sera necessario fazer um investimen-
to muito grande para patentear no exterior e depois para comercia-
lizar, se alguém quiser comprar essa tecnologia.

A minha tendéncia atual é de que talvez nao valha a pena nesse
caso, patentear, embora seja um processo novo, que talvez haja outras
institui¢oes interessadas. O retorno financeiro vai ser baixo, porque
a vacina de BCG custa R$ 0,10 a dose e quem usa sdo paises em de-
senvolvimento que tém baixo poder de compra. Todas essas questoes
tém que ser avaliadas. E eu, nesse caso, ainda estou pensando se vale
a pena. Na verdade a segunda opcao de BCG recombinante talvez
tenha um interesse maior para a Organizacado Mundial de Sauide. Ela
estd investindo muito em desenvolvimento de vacinas contra tuber-
culose e talvez tenha interesse. Mas ndo siao questoes simples de vocé
avaliar o mercado, ver custos e se vale a pena investir em fazer uma
patente para esse processo. Uma coisa que eu tenho certeza: fazer uma
patente mal feita é pior do que ndo fazer; vocé investe durante anos
e ndo protege a invengdo que nao é negociavel por que tem furos
que qualquer um pode fazer. Entao tem-se que investir em fazer uma
patente boa. Isso custa dinheiro que nao se sabe se vai ter retorno
ou nao. Todas essas questdes serdo levantadas nos processos que vao
sendo desenvolvidos no Butantan para decidir se vale a pena a insti-
tuicdo investir naquela patente ou nio. Estas sio questdes que nao
temos tradicdo nem experiéncia em avaliar. Vamos mais ou menos
pelo feeling e fazer essas avaliagoes — avaliacao de mercado, avaliacao
de potencial — também sdo coisas caras. Entdo as decisdes sao muito
mais dificeis nesse sentido.

Para finalizar, ha uma questio que sempre é levantada: quem
sdo os inventores de uma patente. Nesse processo que foi desenvol-
vido temos varios atores fora do Butantan. Tem o Albert Einstein
que fez a obtencdo da cepa auxotréfica e que teria um potencial de
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participacdo nessa patente; a constru¢ao do vetor de expressao do
Pasteur; o gene da Novartis; e a construcdo foi feita no Butantan.
A comprovacdo da protecao da tuberculose foi feita em colabora-
¢ao com a USP e com a Universidade Federal de Goias. Todos esses
autores teriam potencial de entrar nessa patente. Eu estou ha anos
discutindo com cada um deles para saber quem entra, quem nao en-
tra. Ha cinco anos, quando eu comecei essa discussao, todo mundo
achava que devia entrar na patente e que a patente seria 0 processo
inteiro, de fora a fora. Depois de muitos anos discutindo e avalian-
do quem deve entrar, quem nio deve e qual parte do processo de-
vemos patentear, chegamos a algumas conclusées importantes: nao
vamos patentear o processo inteiro. Parte ja estd patenteado por
eles, ndo entra na nossa patente, entdo fica uma patente derivada;
o vetor de expressdo do Instituto Pasteur tem um MTA, mas ndo
tem atividade inventiva do Pasteur nesse processo de vacina. Por-
que os inventores sdo considerados os que tém contribuicdo intelec-
tual significativa. Nos altimos anos, o que vimos é que essa idéia de
contribuicdo intelectual significativa avancou e hoje, conversando
com aqueles que achavam que deviam participar da patente, eles
falam: — “Nao, ndés ndo tivemos contribuicdo intelectual; nés de-
mos o material e vocés fizeram”. Entao, o relacionamento com eles
ndo vai ser por titularidade, mas vai ser por MTA - que é Material
Transfer Agreement — que é uma relagdo muito mais frouxa, muita
mais facil; quem negocia as patentes sdo os titulares. Os que for-
neceram material, os que tém MTA vinculados, vdo ter beneficios,
mas ndo vao participar das decisées. Entdo o que estamos vendo é
que nem todos vao entrar na patente e no final o que vamos paten-
tear vai ser a constru¢ao de um vetor de complementagido, que é a
unica novidade que existe nesse desenvolvimento. O resto tudo foi
trabalho, deu o que fazer etc. Mas o gene ja estava construido e esta
patenteado pela Novartis, vai ser coberto com MTA. E inclusive a
comprovagdo da prote¢do contra a tuberculose que foi essencial
para sabermos se ainda protege contra a doenga nao ¢é atividade
inventiva, é de comprovagdo. Esses atores ndo iriam entrar na pa-
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tente. A tendéncia hoje é estabelecer contribui¢do intelectual: fula-
no contribuiu nesta parte da invencao; sicrano contribuiu naquela.
Vocé define e sdo esses que entram na patente. Isso é uma filosofia
que ainda nio esta sendo aplicada no Brasil, mas cada vez mais se
vé fora, esta sendo assimilada e é uma tendéncia que o Brasil vai
acabar absorvendo. Os titulares em geral sdo as instituicdes onde
os inventores estdo sediados ou empresas que investiram em seu
desenvolvimento. Entdo, neste caso, se eu fosse fazer uma patente,
a patente seria apenas do Butantan. Uma coisa que inicialmente pa-
recia um pesadelo de negociacio com Novartis, com Aventis, com
USP, esta ficando muito mais simples. A gente até chegou a desistir
de patentear esse produto porque a negociagao seria inviavel, hoje
em dia ndo € isso que vai nos impedir de patentear. Hoje em dia ha
outras questdes que eu acho que serdo mais importantes.

Ha uma série de perguntas que eu ndo sei responder. S6 a ul-
tima pergunta: Qual é a sistematica da institui¢ao para lidar com
processos de patenteamento?

No Butantan, hoje, eu posso dizer que nao existe (...). Nos temos
uma comissao montada para estabelecer as diretrizes de patentea-
mento da institui¢do. A proposta devera ser discutida no Conselho
Diretor e esperamos, dentro de pouco tempo, colocar em discussiao
a questao de patenteamento no Instituto. Mas, deixamos claro que
isso € s6 a parte inicial: como decidir o que patentear ou nao, quem
participa, que acordos devem ser feitos etc, etc. H4d uma parte que
vem depois, que é: o que fazer com a patente, como negociar; isso
vai ficar para uma segunda etapa.

E aqui agradeco as 500 milhdes de pessoas que participaram
desse projeto de varias instituicoes.

Muito obrigada.
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