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RESUMO

Os coronavirus (CoVs) sdo um grupo de virus envelopados caracterizados pela
presenga de projecoes na forma de espiculas (“spikes”) que conferem uma aparéncia
de coroa a superficie viral, da qual advém sua denominacdo. Um novo coronavirus,
0 SARS-CoV-2, foi identificado em dezembro de 2019 e rapidamente se espalhou
pelo mundo promovendo a mais grave pandemia de nossa historia recente. O alto
poder de transmissdo e a elevada letalidade tornam a infec¢do causada por este
agente, a COVID-19, um problema de satde publica gravissimo, sendo urgente a
geracdo de conhecimento que permita a producdo de terapias especificas ou
desenvolvimento de vacinas. A entrada dos coronavirus nas células hospedeiras ¢
mediada por uma glicoproteina transmembrana, a spike (S), que usam os receptores
da enzima conversora de angiotensina 2 (ECA 2) como receptor primario e infectam
primariamente células epiteliais bronquicas. Até o momento existem varios estudos
procurando terapia para o SARS-CoV-2, o virus causador da maior e mais letal
pandemia vista no mundo nesse século. Dentre as buscas por novos farmacos ou o
reposicionamento de farmacos, tém-se procurado uma vacina capaz de promover
imunidade com eficacia e seguranga. Dentre as centenas de estudos estdo sendo
desenvolvidos para o desenvolvimento de uma vacina para SARS-CoV-2, 21 séo
vacinas candidatas para estudo em diferentes fases clinicas e 139 candidatos em
avaliagdo pré-clinica. A promessa ¢ uma ou varias vacinas que deverao ser testadas
no Brasil entre 2020 e 2021. Varios candidatos a vacina podem ser relevantes,
considerando que pouco se sabe da imunidade que essas vacinas poderdo suscitar
entre os individuos e se essa imunidade sera duradoura ou havera necessidade de
doses de reforco ou combinagdo de diferentes tipos de vacina. Para o mundo,
descortina-se a esperanga na luta contra esse virus de grande transmissibilidade e
letalidade.
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ABSTRACT

Coronaviruses (CoVs) are a group of enveloped viruses characterized by the
presence of projections in the form of spikes ("spikes") which give its the appearance
of a crown to the viral surface, from which its name derives. A new coronavirus,
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SARS-CoV-2, was identified in December 2019 and quickly spread across the world,
promoting the most serious pandemic in our recent history. The high transmission
power and the high lethality make the infection caused by this agent, COVID-19, a
very serious public health problem, with the generation of knowledge which allows
the production of specific therapies or the development of vaccines being urgent.
The entry of coronaviruses into host cells is mediated by a transmembrane
glycoprotein, the spike (S), which use the receptors of the angiotensin-converting
enzyme 2 (ACE2) as the primary receptor and primarily infect bronchial epithelial
cells. To date, there have been several studies looking for therapy for SARS-CoV-2,
the virus that caused the largest and most lethal pandemic seen in the world in this
century. Among the searches for new drugs or the repositioning of drugs, a vaccine
capable of promoting immunity with efficacy and safety has been sought. Among
the hundreds of studies being developed for the vaccine production against SARS-
CoV-2, 21 are vaccine candidates for study in different clinical phases and 139
candidates in preclinical evaluation. The promise is one or more vaccines, it will be
tested in Brazil between 2020 and 2021. Several candidates for the vaccine may be
relevant, considering a less knowledge about the immunity that these vaccines may
raise among individuals and whether that immunity will be lasting or there will be a
need booster doses or combination of different types of vaccine. For the world, hope
is emerging in the fight against this highly transmissible and lethal virus.

Key words: vaccine, COVID-19, SARS-CoV-2

INTRODUCAO

e HISTORIA DE VACINACAO -
PASSADO, PRESENTE E FUTURO

As vacinas sdo ha muito elogiadas como
uma das mais importantes conquistas em
saude publica do passado século. Um dos

oeste Europa no século XVII, embora os
resultados tenham sido mistos e as
complicagdes significativas que se seguiam
frequentemente .

A chamada "variolagdo", quando o a doenga
da variola, transmitindo-a deliberadamente
de uma pessoa infectada para uma saudavel.

capitulos mais brilhantes da historia da Observou-se , que as pessoas que
ciéncia € o impacto das vacinas no ser sobreviveram a variola ndo contrairam
humano longevidade e satide. Mais de 300 novamente. Assim, o conceito da

anos se passaram desde que a primeira
vacina foi descoberta. O conceito de indu¢do
artificial de imunidade ¢é dito ter tido suas
origens na India e no Extremo Oriente. Os
chineses sdo geralmente creditados com o
desenvolvimento da “variolagdo” (protecao
contra a variola) ha mais de mil anos, com
base nessa ideia, segundo a qual uma
pequena quantidade de secrecdes secas de
uma crosta de variola quando insuflada no
nariz, poderia conferir imunidade ao
individuo em a exposicdes consecutivas'.
Uma modificagdo desta mesma medida na
India levou a pratica, denominada
escarificagdo, método de arranhar o agente
na pele para alcancar imunidade. Esse
método de prevencdo se espalhou para o

“variolag@o” era provocar um ataque leve de
variola, a fim de evitar um ataque grave e,
eventualmente, com risco de vida > . Dessa
forma, as pessoas que contrairam variola
raramente desenvolviam um segundo caso
sugeriu o conceito de imunidade a doengas.

Em 1796, Edward Jenner implementou a
pratica da “variolagdo”, através da
observacdo de leiteiras que previamente
haviam contraido variola de vaca, raramente
contraiam variola humana. Ele entdo iniciou
a primeira imunizag¢ao inoculando o virus de
variola bovina em um menino de 8 anos com
variola. A “variolacdo” reduziu o numero de
mortes devido a variola consideravelmente:
a taxa de letalidade caiu de 20-30% apds um
ataque de variola “natural” para 0,5-2% ap6s
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variolagdo *. Assim, Edward Jenner foi o

grande responsavel por introdugdo da
vacina¢do a comunidade médica e a
vacinagao generalizada comegou em o inicio
de 1800.

A partir desses resultados, a vacinagdo
tornou-se obrigatoria na Gra-Bretanha entre
1840 e 1853. Entretanto, ligas anti-
vacinagdo quase imediatamente desafiaram
a lei alegando violagdo da liberdade civil®.
Os métodos iniciais implantados por Jenner
atraiu forte oposicdo dos pais, que
desaprovavam a necessidade de ferir seu
filho pelo protocolo de escarificacao da pele.
Ainda, o clero passou a criticar o uso de uma
fonte animal como um ato "Nao cristao".

Décadas depois, quando vacinas mais
seguras  foram  disponibilizadas, o
parlamento inglés instituiu a Lei de
Vacinagdo de 1853, ordenando a vacinacao
obrigatdria de bebés e introduzindo sanc¢des
legais contra pais que ndo o vacinavam seus
filhos. Muitos protestos efervesceram com
base na “violacdo de liberdade e escolha
pessoais”, incluindo uma manifestagdo em
Leicester em 1885 °. Apesar da controvérsia
publica que circulou entre a populacgdo, o
numero de pessoas submetidas a variolagdo
cresceu ndo apenas na Inglaterra, mas
também em outros paises da Europa e até na
América * .

Mesmo com todos os problemas com a ndo
aceitacdo do processo de outras vacinas
foram desenvolvidas anteriores ao século 20
(6). No final do século 20, uma nova onda de
propagandas de anti-vacina¢do aumentou na
midia com argumentos que atacavam a
imunizagdo infantil, independentemente do
conhecimento médico estabelecido. Os
grupos denominados ‘“‘anti- vacinadores”
possuiam crengas profundamente
arraigadas, muitas vezes de natureza
espiritual ou espiritual, natureza filosofica e
essas crengas permaneceram notavelmente
constante durante a maior parte de dois
séculos. O movimento abrange uma ampla
gama de individuos, que expressam teorias
da conspiragdo, mesmo sendo educados e
bem informados sobre os cuidados com a
saude, frequentemente tém uma logica

complexa para suas crengas, relacionadas a
uma “mistura de visdes de mundo sobre o
ambiente, cura, holismo e uma leitura critica
a literatura cientifica e alternativa” > .

A hesitagdo vacinal é um termo cunhado na
tentativa de despolarizar a retérica anti-
vacinagdo e € definida por Organizacdo
Mundial da Satde mais simplesmente como
“um atraso na aceitacdo ou recusa de
vacinas, apesar de disponibilidade de
servicos de vacinagdo.” Essa hesitacdo a
vacina¢do deve ser entendida ndo como
preto e branco, mas como um espectro de
crengas e preocupacoes dos pais (Figura 1).

Apesar de que os movimentos anti-
vacinacdo terem atravessado os séculos, o
programa de pré-qualificagdo de vacinas foi
estabelecido em 1987, concebido como um
servigo prestado pela Organizagdo Mundial
da Saide (OMS) a Divisdo de
Abastecimento de sua agéncia irma, o Fundo
das Nagdes Unidas para a Infancia
(UNICEF). Seu principal objetivo foi
garantir que as vacinas compradas pelo
UNICEF e outras agéncias de compras da
ONU seria consistentemente seguro e eficaz
sob condicdes de uso em programas
nacionais de imunizagdo. Tudo comegou
como um projeto modesto, com base no teste
de lotes de vacinas; revisao do programa de
resumo do protocolo do lote e na inspecao
das instalagdes de fabricacdo ° (.

Como a demanda aumentou e as
necessidades evoluiram, o procedimento foi
revisado para fortalecer sua capacidade de
avaliar a qualidade, seguranca e eficacia do
vacinas candidatas para compra através das
agéncias da ONU. A revisio dos
procedimentos foi desencadeada por
necessidade de mudangas e foi introduzido
na maioria dos casos com base em
recomendagoes de grupos de especialistas (o
comit¢ ad hoc de pré-qualificacdo de
vacinas). Todas as revisdes foram
endossadas ou anotadas pelo Comité de
Peritos em Normalizagdo Biologica da OMS
(EBCBS) antes da sua implementagdo ¢
publicacdo como parte do Relatdrio Técnico
da OMS Série de Relatorios (TRS) ou como
documento do Departamento de Vacina ®
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FIGURA 1. Espectro de aceitagdo de vacina. (Adaptado de (7)).

Estratégias de vacinagdo podem ser
efetivamente utilizadas para reduzir a
gravidade de infeccdo viral, controle de sua
transmissdo, por diminui¢ao da carga viral,
aumento de anticorpos especificos e prevenir
infecgOes futuras. As vacinas sdo geralmente
direcionadas para induzir as duas vias do
sistema imunologico de resposta adaptativa,
produzindo anticorpo neutralizante que
impede a adesdo as células hospedeiras e
ativar as células T killer do corpo que
reconhecem e matam células infectadas. Os
candidatos a vacina sao escolhidos dentre as
varias abordagens disponiveis de acordo
com o nivel necessario de protecdo. O
método mais simples envolve a inoculacio
do um virus contido na vacina sera apos sua
inativagdo quimica, irradiacdo gama ou
calor. Essas sdo denominadas vacinas
atenuadas °.

Os avangos das vacinas que envolvem
conhecimentos em imunologia, biologia
molecular e saude publica que atravessaram
os séculos, ndo importando a hesitagdo ¢ as

propagandas anti-vacina¢do, ¢ houve um
desenvolvimento extraordinario de
diferentes tipos de vacinas capazes de
proteger a populagdo (Tabela 1).Tabela 1 —
Panorama do desenvolvimento de vacinas
humanas (Adaptada de (6)). Diante da
epidemia pelo COVID-19, ha um enorme
esforco no desenvolvimento rapido de
vacinas capazes de combater o coronavirus
SARS-CoV-2. Nenhuma vacina foi
atualmente licenciada para os diferentes
coronavirus ja identificados - SARS-CoV-1,
MERS-CoV, e virus da gripe. As razdes
econdmicas sdo a maior causa da auséncia de
vacina, aliada ao fato que a produgdo de
vacinas para 0s coronavirus sdo sempre um
desafio, considerando que a resposta
imunoldgica natural a essas infecgdes podem
ter periodo curto. Ainda, alguns estudos de
triagem de vacinas para o SARS-CoV-1
resultaram em preocupagdes com sua
seguranga e, portanto, o desenvolvimento da
vacina para o coronavirus SARS-CoV-2
pode nido ser simples de realizar '°.
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Tabela 1 — Panorama do desenvolvimento de vacinas humanas (Adaptada de (6)).

Vivos Atenuados

Organismo Inteiro
Morto

Proteinas/Polissacarideos Producio

Purificados

Século 18
Variola (1798)

Século 19
Raiva (1885)

Inicio do século 20,
Tuberculose (bacilo)
Calmette-Guérin) (1927)
Febre amarela (1935)

Século 20, Segunda
Metade

Polio (oral) (1963)
Sarampo (1963)
Caxumba (1967)
Rubéola (1969)
Adenovirus (1980)

Febre tifoide (Salmonella
TY21a) (1989)

Varicela (1995)
Remontantes do rotavirus
(1999)

Colera (atenuada) (1994)
Gripe adaptada ao frio
(1999)

Século 21

Rotavirus (atenuado e
novo virion) (2006)
Zoster (2006)

Tifoide (1896)
Cdlera (1896)
Praga (1897)

Coqueluche (1926)

Gripe (1936)
Rickettsia (1938)

Pélio (injetado) (1955)

Raiva (cultura de células)
(1980)

Encefalite japonesa
(cérebro de
camundongo)(1992)
Encefalite transmitida por
carrapatos (1981)

Hepatite A (1996)

Colera (WC-rBS) (1991)
Conjugado meningocécico
(grupo C) (1999)

Encefalite Japonesa (2009)
(Celular Vero)

Colera (apenas WC)
(2009)

Toxdide da difteria (1923)

Toxdide tetanico (1926)

Proteinas secretadas por
antraz (1970)

Polissacarideo de
Meningococos (1974)
Polissacarideo de
Pneumococos (1977)

Polissacarideo do

Haemophilus influenza tipo B

(1985)

Conjugado de H.influenzae
tipo B(1987)

Polissacarideo Tifoide (Vi)
(1994)

Coqueluche acelular (1996)

Hepatite B (derivada de
plasma) (1981)

Conjugados pneumocdcicos *

(heptavalente) (2000)

Conjugados meningococicos
*

(quadrivalente) (2005)

Conjugados pneumocdcicos *

(13-valente) (2010)

Antigeno de superficie da
hepatite B
recombinante (1986)

Lyme OspA (1998)
Colera (toxina
recombinante B)

(1993)

Papilomavirus humano
recombinante
(quadrivalente) (2006)
Papilomavirus humano
recombinante (bivalente)
(2009)

Proteinas meningococicas
do grupo B

(2013)

* Polissacarideo capsular conjugado com proteinas transportadoras
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Segundo (11), a vacina possui varia etapas
(Figura 2) para ser levada a comercializagao,
cujo desenvolvimento depende de fases de

Necessidade do Médico Pré - Licenciado

Viablidade Pesquisa Basica
Cientifica de Vacina
Desenvolvimento
Candidato Processo Producao
da Vacina

Caracterizagdo do
Produto

Pré-Clinico

Fase Il

Fase Ill

pré—licenciamento (chegando até a fase III)
e pos—licenciamento (fase IV para verificar
populagdo, farmacovigilancia e o estudo de
eficacia e seguranca ainda na fase IV).

Pos - Licenciado

Fase IV — Estudo para ampliar a
indicacdo ou acesso especifico
a populacao

Farmacovigilancia

Plano de Fase IV - Estudo de
Supervisédo de segurancal/eficacia
Risco

FIGURA 2. Fluxograma do desenvolvimento de uma vacina (Adaptado de (11)).

Como observado na Figura 2, o
desenvolvimento de uma vacina é um
processo de varios passos, onde cada fase
atende a um protocolo rigido para garantir a
imunidade de populacdo e a segurancga (12).
Desde as etapas de desenvolvimento até sua
licenga para uso por 6rgdos reguladores pode
demandar muitos anos ou as vezes décadas.
As investigagdes visam entre 60 a 70% de
efetividade na prevengdo, pois, assim como
amplamente  difundido, as mudangas
comportamentais mostram-se bem-
sucedidos

TECNOLOGIAS DE PRODUCAO DE
VACINAS

e Avancos e Novas tecnologias de Vacinas,
Tecnologias recentes para producio de
vacinas em larga-escala

Sdo notaveis atualmente os esfor¢os para se
desenvolver vacinas que possibilitem uma
melhor resposta imunologica combinada a
uma menor taxa de reagdes adversas. Dentre
elas pode-se destacar as produzidas com
tecnologias tradicionais, como a utilizacdo
de organismos atenuados ou inativados, e as
produzidas com tecnologias mais novas,
como subunidades de microrganismos,
VLPs, peptideos, vacinas de DNA e RNA ',

Tais tecnologias classicas envolvem a
utilizagdo de ovos durante a producgio e sdo
manuseadas diversas vezes por seres
humanos, como ¢é o caso da vacina contra a
gripe. Entretanto, a adocdo desse
procedimento pode ser a causa de reagdes
adversas em pacientes que apresentam
historico de alergia a ovo, pode levar a erros
na producdo por falha humana e apresenta
restricdes devidas a limitagdo na quantidade
de ovos disponiveis.
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Ja as tecnologias mais recentes permitem a
produgdo de vacinas utilizando diretamente
células infectadas com o virus de interesse.
Nesse procedimento, o virus se replica até
ocasionar a lise celular e possibilita a
recuperagdo dos microrganismos através de
etapas de centrifugacdo e filtragdo.
Posteriormente, o virus ¢ inativado através
de tratamentos quimicos especificos, como
por exemplo utilizando formaldeido'>'°.
Esse tipo de tecnologia permite um maior
controle sobre os processos fermentativos

desenvolvidos em biorreatores,
possibilitando dessa maneira aumentar a
qualidade do processo, escalabilidade,

velocidade da producdo e diminuindo o
custo de instalacdo inicial dos equipamentos
necessarios. Contudo, por serem
biorreatores de usos unicos e especificos,
apresentam um elevado custo de
manutengdo, de automacdo, € podem
apresentar problemas mecanicos .

Além de tais estratégias, & possivel citar
outros métodos que buscam produzir vacinas
mais  baratas, com  escalabilidade,
flexibilidade, baixa complexidade,
termoestaveis € que ndo necessitam de
adjuvante ou que funcionem por si s6 como
um adjuvante, como, por exemplo, as
vacinas desenvolvidas por VLPs, vacinas de
RNA e vacinas produzidas a partir de
proteinas recombinantes cultivadas em
leveduras '>1°.

As novas tecnologias descritas apresentam
pontos em comum que garantem O Sucesso
de seu processo, como a estabilidade e
estrutura do antigeno, o que garante a
eficiéncia da vacina, um maior prazo de
validade do produto acabado e a diminuigao
de efeitos colaterais como alergias '°. A
seguir serdo descritas algumas das
tecnologias citadas.

e Tecnologias recentes para producio
de vacinas em larga-escala

O uso de leveduras para a produgao
de vacinas e produtos destinados a humanos
ocorre com o uso de maquinaria
especializada capaz de realizar modificagoes

p6s traducionais, como a glicosilagdo ¢
modificagdes essenciais para o perfeito
funcionamento de proteinas. Contudo, nem
sempre tais modificacdes apresentam
padrdes exatamente iguais as realizadas
pelas células humanas, por esse motivo, ha a
necessidade de estudar e entender melhor a
biofabrica que sera utilizada (18-20). As
leveduras usualmente utilizadas como
biofabrica sdo a S. cerevisae, a H.
polymorpha e a P. pastoris, que podem ser
utilizadas em sua forma selvagem ou
geneticamente modificadas "%,

Um ponto importante a se destacar e
limitante ao processo utilizando leveduras ¢
a lenta produg¢do de produtos quando
comparadas  diretamente com  outros
microrganismos como, por exemplo, a
bactéria E. coli, um organismo menos
complexo e com capacidade de
multiplicagdo de apenas 20 minutos ',
enquanto leveduras, como P. pastoris tem a
capacidade de multiplicagdo de 2 a 3 horas.

O processo produtivo pode ser dividido em
etapas, upstream, mid-stream e downstream,
conforme ilustrado na imagem abaixo. Tal
divisdo abrange diferentes técnicas, na qual
a upstream ¢ a mid-stream envolvem o0s
processos de cultivo celular e fermentagao e
a downstream envolve os processos de
purificacdo e recuperagdo do produto,
podendo empregar técnicas como filtragdes
e cromatografias.

VACINAS PARTICULAS
VIRUS (VLPS)

COMO

Desde o desenvolvimento da primeira
vacina, no século 18 por Edward Jenner,
cientistas buscam mecanismos e técnicas
cada vez mais sofisticadas e precisas a fim
de minimizar rea¢des adversas indesejadas,
como foi o caso da febre aftosa. Nesse
contexto, dentre varias  tecnologias
aplicadas, em 1986 surgiu a vacina contra
hepatite B: primeira vacina comercial
constituida de particulas virais que “imitam”
os virus causadores de doencas **.
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Figura 3: Etapas para produgao de vacinas em leveduras. (Adaptado de (15).)

As vacinas particulas como virus (virus-like
particles, VLP) s3o constituidas por
estruturas  proteicas que simulam a
conformagdo do virus selvagem, porém
essas estruturas nao possuem o genoma viral
que seria o agente infectante. Deste modo a
vacina torna-se segura, capaz de
desencadear a resposta imunologica
pretendida sem acarretar o adoecimento do
vacinado ** . Tais proteinas utilizadas podem
mimetizar o capsideo viral, como € o caso da
vacina comercial contra HPV. Dessa
maneira, desencadeiam forte resposta
imunologica de células B, levando a
produgdo de anticorpos especificos contra o
antigeno e de linfocitos de memorias. Caso
haja o contato do individuo imunizado com
o virus, os linfécitos B de memoria sdo
capazes de secretar anticorpos especificos
que se ligam ao virus, impedindo que
infectem as células do hospedeiro e
promovendo sua fagocitose por células
fagociticas responsaveis

Um importante exemplo bem sucedido das
VLPs ¢ a vacina produzida contra o HPV,
papilomavirus humano. O HPV apresenta

em seu genoma diversas proteinas que
desempenham diferentes fungdes, sendo
ligadas a replicagdo viral, a integracdo ao
genoma do hospedeiro e a proteinas que
formam o capsideo viral, chamadas de L1 e
L2. A primeira, mais abundante delas,
representa um importante alvo vacinal
(26,27). Na década de 1990 foi possivel
comprovar que a utilizacdo de L1 como VLP
induziu a producdo de anticorpos
neutralizantes, ocasionando a imunidade a
longo prazo contra o HPV 23!,

Atualmente existem vacinas comerciais
constituidas de diferentes tipos de HPVs.
Com tais diferencas, cada proteina L1 ¢
produzida por leveduras em diferentes
processos fermentativos, com meios de
cultura especificos e processos de lise
celular que permitem a recuperagdo dessas
proteinas acumuladas no interior das células.
Apods a etapa de cultivo, lise celular e
remogao dos debris celulares, se faz
necessaria a utilizagdo de modernas técnicas
de purificagdo como a cromatografia, a
filtragdo e colocar fim a adi¢ao de adjuvante:
componente essencial capaz de aumentar a
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resposta imunologica do individuo, neste
caso, utilizado o hidroxido de aluminio, para
que a vacina possa ser comercializada -2 .

Dentre os candidatos a estudos clinicos com
vacina VLP para SRAS-CoV-2, ha a vacina
VLP derivada de planta, produzida pela
Medicago Inc./ Université Laval, que se
encontra em fase 1 (registro NCT04450004),

mas pacientes ainda ndo foram recrutados. A
figura 4 demonstra esquematicamente que as
VLPs contém a proteina do SARS-CoV-2
sem material genético, que ¢é o
desenvolvimento por tecnologia de DNA
recombinante.

Virus Like Particule (VLP)

@b Proteina Spike

b)

FIGURA 4 — Representacao Esquematica das vacinas que sdo produzidas por VLPs a) Construgdo
da VLP contendo as proteinas Spike; b) A VLP sem material genético do SARS-CoV-2 (Autoria

propria).

e Vacinas DNA e RNA

Embora as vacinas tradicionais
compreendam proteinas para os virus
atenuados, muita atengdo recentemente
dispensada as vacinas de DNA. Imunizagdo
com O DNA tem varias vantagens sobre a
imunizagdo com proteinas, incluindo a
induc¢do de respostas potentes de CTL em
humanos e primatas ndo humanos. A
robustez e a simplicidade DNA oferecem o
potencial para melhorar a estabilidade da
vacina e custos reduzidos para a produgdo de
vacinas. Além disso, parados aos virus
atenuados como veiculos de entrega do HIV
genes, o DNA plasmidial oferece uma
alternativa segura **.

Por outro lado, as vacinas de RNA sdo
atraentes, porque exibem caracteristicas de
vacinas de subunidade e atenuadas ao vivo
vetores, incluindo producdo flexivel e
indu¢do de imunidade humoral e celular.
Enquanto humano a prova de conceito para
vacinas de RNA ainda estd pendente, o
campo nascente da terapéutica com RNA ja
atraiu fundos substanciais da industria e do
governo, além de investimentos recordes em
empreendimentos privados capital **. As
vacinas de RNA replicagdo apresentam uma
abordagem complementar e alternativa
muito interessante aos vetores de mRNA nao
replicantes. Essa configuragdo alternativa
utiliza elementos virais acessorios que levar
a auto-amplificacdo do RNA mensageiro O
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ponto forte dessa abordagem ¢ a auto-
amplificagdo do vector in vivo, expressao
proteica de alto nivel e duradoura,
facilmente viavel com a tecnologia
disponivel. Um desafio persistente, no
entanto, permanece no menor rendimento e
especificidade da  producdo  dessas
moléculas muito maiores e sem duvida na
interferéncia de imunidade de vetor *°.

Para a producdo de vacinas RNA, Para a
sintese do vetor RNA, apenas informagdes
sobre a sequéncia de acido nucleico ¢
necessaria. Ainda, as vacinas de RNA sdo
produzidas por um altamente processo
padronizado com adaptagdes relativamente
pequenas sdo responsaveis por variagdes no
comprimento ou composi¢cdo da sequéncia.
O RNA representa uma substincia
medicamentosa relativamente estavel, pois a
exposicao prolongada a RNase ¢é evitada. O
RNA pode ser liofilizado armazenamento
prolongado a temperatura ambiente, facilita
muito distribuigio e armazenamento **.

Até o momento (11 de julho de 2020), para
0 SARS-CoV-2, dos 21 candidatos a vacina
em estudo clinico, duas sdo de vetores de
RNA nio replicante, duas de RNA e quatro
de vacinas de DNA. Entre os 139 candidatos
de vacina em estagio pré-clinico, existem
diversos desenvolvimentos desses tipos de
vacina que necessitam de avango para fase
clinica *° .

e Resposta Imunologica as Vacinas

A maioria das vacinas disponiveis
atualmente se baseia na inducdo da
imunidade humoral do paciente, sendo os
anticorpos 0s responsaveis pela
neutralizacdo e eliminagdo dos
microrganismos. Para que tenham sucesso e
cumpram seu papel de prevengdo duradoura,
as vacinas devem estimular os plasmocitos
de vida longa a produzir anticorpos
especificos que reconhecam exatamente o
alvo desejado e que gerem células B de
memoria, assim garantindo ndo somente
protecdo momentinea, mas ao longo dos
anos =..

A indugao da resposta imunoldgica pode ser
afetada por varios fatores (Figura 2), como
por exemplo, a idade, habitos de vida do
paciente, a forma de administragdo da
vacina, entre outros como exemplificados na
figura abaixo *.

As diferentes estratégias e formulagGes
também influenciam em como o sistema
imunologico do paciente ird reconhecer o
antigeno apresentado e criar defesas contra
0s microrganismos invasores. A seguir,
detalha-se as vacinas de DNA para
exemplificar um dos mecanismos que o
sistema imunologico possui ».

As vacinas de DNA surgiram da proposta de
inoculagdo de um plasmideo engenheirado
contendo genes de interesse. Tais
plasmideos sdo entregues, de diferentes
maneiras a células apresentadoras de
antigeno, APCs, que passam a produzir as
proteinas desejadas e a apresenta-las através
de MHC classe 1. Com isso, os linfocitos
TCD 8 sdao ativados e levam as células
infectadas a morte.

Por outro lado, as vacinas de DNA também
sdo capazes de induzir a resposta
imunologica  humoral, mediada por
anticorpos, visto que o plasmideo poderia ser
também capturado por células ndo APCs.
Assim, tais células produziriam a proteina de
interesse e seriam encaminhadas e
englobadas pelas APCs. Como as proteinas
viriam de wuma via extracelular, a
apresentacdo de seus antigenos seria feita
pelas APCs através de MHC classe I,
ativando assim linfécitos TCD 4, e
posteriormente levando a ativacao de células
B, responsaveis pela produgao de anticorpos
capazes de neutralizar possiveis
microrganismos que o paciente venha a ser
submetido **** (Figura 6).
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Fatores Intrinsicos s Pe Fato insicos Fatores Comportamentais
Idade Idade Gestacional Infeccdes Fumar
Sexo Peso ao Nascer Parasitas Beber
Geneética Amamentagao Antibiéticos Exercitar
Comorbidades ~ Anticorpos Maternos Pro-Bidticos & Pré-Bicticos | Estresse Psicoldgico Agudo
Infecces Maternas Prévias Microbiota Estresse Psicoldgico Crénico
Outros Fatores Maternos Imunidade Pré-Existente Dormir
e A
' Fi bientais Fato acinagao Fatores de Administragdo
indice de Massa Corporal Rural & Urbano Tipos de Vacina Calendario de Vacinagao
Micronutrientes Localizac3o Geogréafica Produtos de Vacina Sitio Corporal de Vacinagio
(Vitaminas A, D, E & Zn) Tamanho Familiar Adjuvantes Tempo de Vacinag&o
Enteropatias Toxinas Dose de Vacina Coadministragao de Vacinas
Coadministracao de drogas

FIGURA 5. Fatores que influenciam a resposta imunolédgica a vacinagio. (Adaptado de (37)).

APC

DhN l
entregue a
célula APC

L Entrega da
Vacina de DNA

Células B

</
="

Ativagio de Célula B

Célula  Célula CTL Célula TCD8
Morta Infectada Ativado imatura

RESPOSTAIMUNE CELULAR RESPOSTAIMUNE HUMORAL

<@ MHC Classe I MHC Classe | “L_ Receptor de TCR &9 Antigeno =< Anticorpo

FIGURA 6. Representacao das diferentes respostas imunologicas causadas por vacinas de DNA. APC
(Células Apresentadoras de Antigeno); CLT(Células T Citotoxicas); MHC (Complexo de
Histocompatiblidade); TCR (Célula T regulatorias) (Adaptado de (38)).
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LICOES APRENDIDAS SOBRE
VACINAS PARA SARS E MERS

Em novembro de 2002, na cidade de Foshan
na China, o primeiro caso conhecido de
sindrome respiratoria aguda grave (SARS-
CoV) foi relatado, ¢ levou a um total de
8.096 casos, incluindo 774 mortes em 27
paises, em julho de 2003 nenhuma infecgdo
foi detectada ¢ a pandemia da SARS foi
declarada encerrada (39). Em julho de 2012,
na Arabia Saudita um homem morreu com
pneumonia aguda, em seu escarro um novo
coronavirus, coronavirus da sindrome
respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV)
foi isolado*’ .

Diante desse cendrio foi crescente a pesquisa
em desenvolvimentos de vacinas para esses
dois novos virus, com uma vasta gama de
candidatos, abrangendo subunidades, virus
inativados por inteiro, DNA, vacinas
vetorizadas, anticorpos monoclonais, entre
outros que estio em desenvolvimento *'.

Vacinas MERS-CoV S foram desenvolvidas
com subunidades de proteinas do virus,
vacinas utilizando o virus inteiro e
inativadas, vacinas liberadas por vetores,
vacinas de virus vivos e atenuados, nessas
vacinas, a produgdo de anticorpos
neutralizantes apresentou protecdo em
diferentes niveis e algumas com certa
toxicidade *.

A vacina MVA-S para animais,
administradas em para dromedarios
contaminados por MERS induziram

imunidade protetiva na redu¢do do MERS-
CoV infeccioso excretado, sem evidéncia
para a melhoria de anticorpos dependente da
carga viral durante a infeccdo por
coronavirus felino. Considerando a natureza
transitoria potencial das respostas imunes da
mucosa, estudos de acompanhamento
necessitam determinar a longevidade dos
anticorpos induzidos pela vacina MVA-S em
relagdo a detec¢do viral, bem como o
aprimoramento dependente de anticorpos
frente a reaplicacdo quando os niveis de
anticorpos estio diminuindo *.

Diante desse cendrio foi crescente a pesquisa
em desenvolvimentos de vacinas para esses

dois novos virus, com uma vasta gama de
candidatos, abrangendo subunidades, virus
inativados por inteiro, DNA, vacinas
vetorizadas, anticorpos monoclonais, entre
outros que estio em desenvolvimento *' .

¢ ESTRATEGIA E MODELOS PARA O
DESENVOLVIMENTO DA VACINA

* Vacinas de subunidade

e Subunidade Proteina S

A proteina S de SARS-CoV e MERS-CoV
desempenha um papel vital na ligagdo de
receptores e fusdo de membranas, portanto é
um dos principais alvos para o
desenvolvimento de vacinas , assim como
suas subunidades S1, NTD, RBD e
subunidade S2. Dentre essas, as que mais
tém respostas imunogénicas, por causa de
suas sequéncias mantidas de aminoacidos e
alta homologia entre diferentes cepas de
virus, sdo as subunidades S1 ¢ a RBD **%.

e Subunidade M e N

Com potencial menor de imunogenidade,
estudos revelam a necessidade conjugacdo
de imunoadjuvantes nas vacinas com essas
subunidades para melhor desempenho, no
caso de SARS-CoV. Contudo esses estudos
ndo investigaram eficacia protetora contra a
infeccdo. Assim, ndo esta claro se essas
vacinas de subunidade podem prevenir a
infecgdo*

Para MERS-CoV, poucos estudos foram
desenvolvidos.sobre vacinas com essas
subunidades Entre eles, um estudo relata a
indu¢do de anticorpos especificos por
peptideos MERS-CoV N (YANG, 2014a) ¢
outro relatoério mostra que a proteina N ¢
usada para o desenvolvimento de vacinas
baseadas no vetor viral do virus Vaccinia,
Vaccinia Ankara modificada (MVA) ¥/

e Virus inteiros inativados
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Sdo vacinas que usam uma Versiao
enfraquecida ou inativada do coronavirus
para provocar uma resposta imune. Algumas
vacinas com virus inteiro atenuado foram
testadas em modelos animais, e foi
observada  producdo de  anticorpos
neutralizantes com diferentes niveis de
protecdo. Contudo notou-se também alta
producdo de  eosinofilos, causando
eosinofilia e hipersensibilidade. Além da
periculosidade de se trabalhar com virus
inteiro. A fim de diminuir esse risco, virus
geneticamente atenuados podem ser usados
como ponto de partida para a produgdo de
inativagdo de virus mortos +*-

e Vacinas Vetorizadas

Vacinas que usam um virus para liberar
partes genéticas do coronavirus nas células e
provocam uma resposta imune. O vetor viral
Modified Vaccinia Ankara (MVA) ¢ um
candidato promissor para MERS-CoV, um
estudo de fase 1 , conduzido entre 2017 e
2018 ,que investigou a vacina candidata
MVA-MERS-S mostrou um perfil de
seguran¢a benigno e forneceu a primeira
evidéncia de imunogenicidade humoral e
celular induzida por essa vacina candidata
em humanos ** .

No caso de SARS-CoV, varios vetores bem
conhecidos oferecem a possibilidade de
protecdo contra a infec¢do, como vetores de
virus do sarampo expressando anticorpos
neutralizantes induzidos pela proteina
SARS-CoV S (49).Também adenovirus
recombinante que codifica a imunidade
sistémica e mucosa induzida pela proteina
SARS-CoV S em um sistema de modelo de
camundongo "

e Vacinas para o SARS-CoV-2

O SARS-CoV-2, um novo betacoronavirus,
altamente patogénico que surgiu na cidade
de Wuhan, na China em 2019, teve uma
rapida disseminacao internacional
representaram uma grave emergéncia
mundial de satde publica (51). Segundo a
Organizagdo mundial de saude, em junho de

2020 ja se somam 7 milhdes de pessoas

contaminado e 400 mil pessoas morreram *°.

Por tanto ha uma corrida entre pesquisadores
de todo o mundo para desenvolvimento de
vacinas que sejam seguras ¢ efetivas.
Existem pelo menos 135 estudos em
desenvolvimento com essa tematica *>.

Fizemos uma sele¢do de estudos que estdo
em fases clinicas finais, testes em humanos,
mas o caminho ainda € incerto, como se trata
de uma doenca tdo nova ¢é inevitavel que
algumas falhardo e outras poderdo terminar
sem um resultado claro. Mas alguns podem
conseguir estimular o sistema imunolédgico a
produzir anticorpos eficazes contra o virus.

e Vacinas Genéticas

Sdo vacinas que usam um ou mais dos genes
do coronavirus para provocar uma resposta
imune. Existe duas vacinas de mRNA sendo
desenvolvidas, em fase Il de estudo clinicos,
quando sera testada em humanos, da
empresa Moderna dos Estados Unidos e
outra da empresa alema BioNTech >,

e Virus inteiros inativados

Duas empresas chinesas estdo testando o
virus inativados com alternativa para
vacinagao, esses estudos ja estdo em fase II
de estudo clinico. Uma delas é a empresa
privada Sinovac Biotech e a outra
Sinopharm , estatal >°.

e Vacinas de vetores virais

Uma vacina em desenvolvimento pela
empresa britanico-sueca AstraZeneca e pela
Universidade de Oxford ¢ baseada em um
adenovirus de chimpanzé chamado
ChAdOx1. A vacina passou pelos testes da
Fase I e esta iniciando os testes da Fase II /
III na Inglaterra e no Brasil. E a empresa
chinesa CanSino Biologics esta testando
uma vacina baseada em um adenovirus
chamado AdS5, em parceria com o Instituto
de Biologia da Academia de Ciéncias
Médicas Militares do pais .
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e Vacina de subunidade

A empresa Novavax, com sede nos Estados
Unidos, iniciou um estudo de Fase I /Il com
uma vacina composta de particulas
microscopicas que carregavam fragmentos

de proteinas de coronavirus **.

VACINAS PARA O SARS-COV-2

Os esforgos para o desenvolvimento da
vacina para o COVID-19 estdo concentrados
no antigeno proteico do SARS-CoV-2,
denominada de proteina Spike Esta proteina,
localizada na superficie do virus é o
mecanismo critico de sua entrada nas
células. Estudos demonstram que anticorpos
contra essa proteina do COVID-19 pode
bloquear a entrada do virus e,
consequentemente, inibindo a replicacdo
viral, que depende da maquinaria celular '°.

Existem vacinas consideradas promissoras
como a que estd sendo realizada na
Universidade de Oxford e a vacina
produzida pela Empresa Farmacéutica
chinesa Sinovac, chamada CORONAVAC,
mas que em artigo de (54), demonstra que
ambas se encontram em fase de pesquisa. O
estado atual de desenvolvimento de vacinas
inclui: 1) Trés vacinas candidatas para
estudos em fase I; 2) Onze candidatos a
vacina em fase pré-clinica e 3) Vinte e seis
candidatos a vacina em estagio de
investigacdo cientifica.

Atualmente, pouco mais de uma centena de
estudos estdo sendo desenvolvidos para a
promogdo de uma vacina para SARS-CoV-
2, sendo 21 candidatos em fase de avalia¢do
clinica e 139 candidatos em fase de
avaliagdo pré-clinica com diversos paises
envolvidos como a China, Estados Unidos
da América e Reino Unido *°. Todos os
estudos tém sido conduzidos de forma rapida
para avangar das diferentes fases de
producdo de vacina eficaz e segura contra o
COVID-19.

No momento, estdo em estudo, por exemplo,
vacinas com o virus inativado (na China,
estd em teste em humanos), outras voltadas,

especificamente, para a proteina Spike (S)
do SARS-CoV-2 (ensaio clinico em
humanos encontra-se em andamento por
cientistas da Oxford, renomada universidade
britanica). Também estdo em analise o
reaproveitamento de vacinas, anteriormente
licenciadas, a exemplo da BCG (voltada,
comumente  para  profilaxia  contra
tuberculose) e da vacina oral contra
poliomielite Nesse sentido noticias
recentes demonstram que o Brasil
participara de estudos clinicos de ambas as
vacinas com parceria, respectivamente, da
Fiocruz e do Instituto Butanta. Nesse artigo,
muitas empresas farmacéuticas  estdo
envolvidas em desenvolvimento de vacinas,
utilizando  diferentes  estratégias  de
desenvolvimento.

Como essa ¢ uma situagcdo excepcional,
muitos protocolos e requisitos das agéncias
reguladoras estdo a ser flexibilizados para
que uma vacina contra o Vvirus seja
desenvolvida. Contudo, mesmo perante o
momento atipico, espera-se que as agéncias
mantenham as exigéncias, para com O0s
desenvolvedores, que verifiquem respostas
que possam vir a ser prejudiciais a0 homem
a partir dos estudos com outros animais,
além de uma avaliacdo criteriosa nos ensaios
clinicos em humanos ° .

Assim que efetivamente desenvolvida a
vacina contra SARS-CoV-2, novos desafios
serdo encontrados, entre eles a capacidade de
produgdo da vacina a escala global, visto que
as demais vacinas incluidas nos protocolos e
diretrizes oficiais ndo deixem de serem
produzidas. Também, qual a plataforma de
produgdo seria a mais eficaz e segura para a
fabricagdo da vacina de forma rapida,
algumas plataformas recentes como biologia
computacional, engenharia de tecidos e
sintese de genes poderiam ser a solugdo para
essa produgio a nivel mundial '>*7,

Além disso, algumas incognitas ainda
permeiam a produgdo da vacina como, por
exemplo, a sua protecdo (anticorpos anti-
COVID) a curto ¢ a longo prazo para os
receptores, uma vez que etapas da
elaboragdo de vacinas estdo sendo
antecipadas (geralmente o processo tem
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duragdo entre 12 a 15 anos). Outra
preocupacao € a eficacia da vacina frente a
potenciais mutagdes que o SARS-Cov-2
possa sofrer futuramente. No entanto, a
comunidade cientifica mundial, tem-se
debrugado na busca continua para o
desenvolvimento de uma vacina com
eficacia e seguranca satisfatorios 7 .

CONCLUSOES

A tecnologia moderna de vacinas tem
demonstrado que ¢é possivel proteger a
populagdo de diversas doengas, incluindo o
SARS-CoV-2. Embora a propaganda anti-
vacina¢do, embora aconte¢a ha séculos, ela
persiste  por  questdes  individuais,
desconfiangas arraigadas em preceitos
religiosos e por completa desinformagao.
Naéo obstante esse fato, atualmente, frente a
pior pandemia do século XXI, toda a
populagdo anseia por uma vacina capaz de
combater esse inimigo invisivel e letal: o
COVID-19. Muito dos estudos que estdo
sendo conduzidos de maneira célere, sdo
oriundos de experiéncias e tecnologias ja
empregadas para os anteriores coronavirus
(SARS-CoV-1 e MERS). Portanto, a partir
do esforgo herctleo dos cientistas de todo o
mundo, ha esperanga de uma vacina, quiga
até o final do ano de 2020 ou no mais tardar
no primeiro semestre de 2021. Confiando ou
ndo em programas de vacinagdo, em face do
enorme sofrimento causado ao ser humano,
0 SARS-CoV-2 podera ser uma nova era
para que a populacdo mundial crer que a
vacina salva vidas.
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