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Resumo

Até dezembro de 2020 havia mais de 200 vacinas candi-
datas a prevencao da Covid-19 sendo desenvolvidas. Entre
estas, pelo menos 52 ja estdo em fase de testes em hu-
manos, enquanto outras, atualmente em fase I/ll, devem
entrar na fase lll nos préximos meses. Considerando-se
todas as vacinas que sao estudadas in vitro e em animais
de laboratdrio, cerca de 7 em cada 100 serdo consideradas
adequadas para inicio dos testes clinicos em humanos. Das
vacinas que chegam aos ensaios clinicos, apenas uma em
cinco € bem-sucedida. Ter muitas vacinas diferentes em
desenvolvimento aumenta as chances de que haja uma
ou mais bem-sucedidas e que se mostrem seguras e efi-
cazes para as populacdes pretendidas. Existem diferentes
abordagens para se projetar uma vacina. Suas diferencas
residem no fato de usarem um virus (ou bactéria) intei-
ro(a) ou apenas as partes do organismo que ativam o sis-
tema imunoldgico (por exemplo, uma proteina), ou 0 ma-
terial genético que fornece as instrucdes para a producao
de proteinas especificas, capazes de estimular a resposta
imune. Atualmente, outra modalidade tem sido proposta:
uma vacina baseada no uso de células apresentadoras de
antigeno. Nesse artigo, iremos apresentar e discutir as
principais plataformas de produgdo de vacinas contra a
Covid-19, em especial, das vacinas que estdo aprovadas
para uso comercial.
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Abstract

Since December 2020, there have been more than 200
vaccine candidates for COVID-19 under development.
Among these, at least 52 are already undergoing human
testing, while others, currently in phase I/ll, are expected to
enter phase Il in the next months. In theory, of all vaccines
that are studied in vitro and in laboratory animals, 7 out
of 100 will be considered suitable for initial clinical tests
in humans. Considering vaccines that reach clinical trials,
probably only one in five will be successful. Development
of many different vaccines increases the overall chance
to produce safe and effective vaccines for the target
populations. There are different approaches to vaccine
design. Differences lie in the use of an entire virus (or
bacterium); or parts of the organism that activate the
immune system (e.g, a protein); or the genetic material
that provides instructions for the production of specific
proteins, capable of stimulating the immune response.
Currently, another modality has been proposed: a vaccine
based on the use of antigen presenting cells. In this article,
we will present and discuss the main platforms used for
the production of vaccines against COVID-19, in particular
those approved for commercial use.

Keywords
COVID-19. SARS-CoV-2. Viral proteins. Antigens.
Vaccines.

1. Introducao

Em dezembro de 2019, varios pacientes com pneumonia
foram admitidos no hospital de Wuhan (Hubei, China).
Esses casos foram relatados ao Centro de Controle de
Doencas da China e, em 31/12/2019, autoridades de saude
chinesas informaram a Organizacdo Mundial da Saude
(OMS) a existéncia de 27 casos de pneumonia de origem
desconhecida (ZHU et al., 2020).



Em 3 de janeiro de 2020, o agente etioldgico, ob-
tido a partir de amostras do lavado broncoalveolar de um
paciente de Wuhan, teve seu genoma sequenciado, sendo
identificado como um novo virus do género 3 coronavirus,
o qual foi designado como 2019-nCoV (ZHU et al., 2020).

Nas semanas seguintes, a infeccdo se espalhou pela
China e para outros paises do mundo. Em 30 de janeiro
de 2020, a OMS declarou o surto como uma Emergéncia
de Saude Publica de Interesse Internacional € nomeou
a doenca causada pelo novo coronavirus de Doenca do
Coronavirus 2019 (Covid-19), sendo o coronavirus 2 o
agente etiologico da Sindrome Respiratoria Aguda Grave
(SARS-CoV-2) (WHO, 2020a).

Em 26/02/2020, foi confirmado o primeiro caso de
Covid-19 no Brasil (MINISTERIO DA SAUDE, 2020), tendo
0 seu genoma sequenciado e disponivel em 28 de fevereiro
de 2020 (GOES DE JESUS et al., 2020). Em 11 de margo
de 2020, a OMS declarou a Covid-19 como uma pandemia
(WHO, 20200).

Atualmente, praticamente todos os paises no
mundo ja relataram casos de Covid-19, o que representa
uma séria crise de saude publica mundial (WHO, 2020c).
Estudos revelaram que a pneumonia € uma das compli-
cacdes mais comuns apds a infeccdo por SARS-CoV-2,
sequida pela Sindrome do Desconforto Respiratorio Agudo
(SDRA) (HUANG et al., 2020). Além do risco de morte que
varia entre as faixas etarias, existe a necessidade de uso
de leito e respiradores nos casos mais graves, saturando
o sistema de atendimento hospitalar do pais € do mundo.
Existe, assim, a necessidade urgente de tratamento eficaz
e reducdo da crescente mortalidade relacionada a Covid-
19. O foco atual tem sido o desenvolvimento de novas
terapéuticas, incluindo antivirais, vacinas e, obviamente, o
aprimoramento da nossa capacidade de diagnosticar cor-
reta e eficazmente a doenca.



2. SARS-CoV-2 e vacinas

SARS-CoV-2 ¢ o agente etioldgico responsavel pelo surto
pandémico atual de Covid-19 (ZHOU et al., 2020; ZHU
et al., 2020). Como outros coronavirus, o SARS-CoV-2 ¢
um virus envelopado com um genoma de RNA fita sim-
ples de sentido positivo com aproximadamente 30 kb
(FUNG e LIU, 2019; SCHOEMAN e FIELDING, 2019). O
SARS-CoV-2 pertence ao género B coronavirus, junta-
mente com o SARS-CoV e o coronavirus da sindrome res-
piratéria do Oriente Médio (MERS-CoV), com 80 e 50%
de similaridade, respectivamente (CHEN et al., 2020;
ZHOU et al., 2020). Acredita-se que os coronavirus (CoV)
causem, principalmente, infeccdes enzodticas em passaros
e mamiferos. Eles podem infectar, principalmente, o trato
respiratorio e intestinal de diferentes espécies, causando
uma ampla gama de sintomas (DHAMA et al., 2020). No
entanto, os surtos recorrentes de SARS, MERS e, agora, da
Covid-19, demonstraram a capacidade dos CoVs de cruzar
as barreiras das espécies, incluindo a transmissdo para e
entre os humanos (MENACHERY et al., 2017).

Os CoVs carregam os maiores genomas (26-32 kb)
entre todas as familias de virus de RNA (Figura 1). Apds
a entrada na célula, o RNA gendmico € traduzido para
produzir proteinas nio estruturais (nsp) a partir de duas
fases de leitura aberta (ORF) distintas, ORF1a e ORF1b.
A ORF1a codifica para o polipeptideo 1a (ppla, 440-500
kDa) que é clivado em 11 nsp. Ja a traducdo continua da
ORF1ab produz outro polipeptideo (pplab, 740-810 kDa)
que € clivado em 15 nsp. A clivagem proteolitica ¢ me-
diada pelas proteases virais nsp3 e nsp5, que abrigam um
dominio de protease semelhante a papaina e um dominio
de protease semelhante a 3C (3C-like protease, 3CL"™),
respectivamente.
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da ligagdo ao receptor celular ECA2 (Enzima Conversora de
Angiotensina 2). Monémeros da proteina S formam uma

estrutura homotrimérica que pode se apresentar na forma
pré-fusdo ou pds-fusdo. A forma pré-fuséo € a forma ativa
que reconhece o receptor celular ECA2 e é a forma imuno-
génica desejada na formulacédo de vacinas. A forma pds-
-fus@o é adotada principalmente apds a entrada do virus
na célula e os anticorpos dirigidos a esta forma ndo tem
atividade neutralizante no geral. A Figura também mostra
em detalhes a estrutura modular da proteina S. O dominio
da proteina S responsdvel pela ligagdo ao receptor celular é
conhecido como dominio RBD (Receptor Binding Domain).
O dominio TM ¢é responsdvel pela inser¢cGo da proteina S
na membrana celular que dard origem ao virus. Fonte: ela-
borado pelos autores (2021). Figura criado com o auxilio
do programa BioRender.com (2020, https://app.biorender.

com/biorender-templates).



0 genoma viral também codifica as proteinas envol-
vidas na replicacdo e transcricdo, mediada pela nsp12, a
qual apresenta atividade de RNA polimerase dependente
de RNA (RdRp) (SNIJDER et al., 2016; SOLA et al., 2015).
0O RNA gendémico (QRNA) é empacotado pelas proteinas
estruturais para gerar a progénie de virions, enquanto os
RNA subgendémicos (sgRNA) codificam proteinas estrutu-
rais conservadas como a proteina Spike (S), a de envelope
(E), a de membrana (M) e a de nucleocapsideo (N), além
de varias outras proteinas acessorias.

A entrada do coronavirus nas células hospedeiras
¢ mediada pela glicoproteina transmembrana Spike (S),
com 1273 aminoacidos, a qual forma homotrimeros que
se projetam da superficie viral resultando na aparéncia de
coroa ou corona (TORTORICI e VEESLER, 2019). A proteina
S e seus varios dominios sao apresentados na Figura 1. A
proteina S compreende duas subunidades funcionais res-
ponsaveis pela ligacdo ao receptor da célula hospedeira
(subunidade S1) e pela fusdo das membranas viral e celular
(subunidade S2). A subunidade S1 distal compreende o(s)
dominio(s) de ligacdo ao receptor e contribui para a es-
tabilizacdo do estado de pré-fusdo da subunidade S2 an-
corada na membrana que contém a maquinaria envolvida
na fusdo (PALLESEN et al., 2017;: SONG et al., 2018; YUAN
et al., 2017). Para todos os CoV, a proteina S é, ainda, cli-
vada por proteases do hospedeiro no denominado sitio S2°
localizado imediatamente a montante do peptideo de
fusdo (MADU et al., 2009; MILLET e WHITTAKER, 2015).
Esta clivagem é fundamental na ativagdo da proteina para
a fusdo da membrana por meio de mudancas conforma-
cionais irreversiveis (MILLET e WHITTAKER, 2015: PARK et
al., 2016). Como resultado, a entrada do coronavirus nas
células é um processo complexo que requer a agdo combi-
nada da ligacdo ao receptor e processamento proteolitico
da proteina S para promover a fusdo virus-célula.

Como a glicoproteina S € exposta na superficie
do coronavirus e promove a entrada do virus nas células
hospedeiras, esta € o principal alvo dos anticorpos neu-
tralizantes apos a infecgdo, sendo o foco de propostas
terapéuticas e de vacinas (KUBA et al., 2005; WALLS et
al., 2020; WRAPP et al., 2020; YAN et al., 2020). Dessa
maneira, varias versdes da proteina S de SARS-CoV-2 e
de seus dominios, como o RBD, responsavel pela ligagcdo



ao receptor celular da proteina S, estdo em avaliagdo
como candidatas a vacinas usando-se diferentes es-
tratégias (AMANAT e KRAMMER, 2020). No entanto, o
conhecimento sobre o repertdrio de anticorpos ou a qua-
lidade da resposta imune gerada ap6s a vacinacao por
diferentes antigenos baseados nesta proteina ainda ¢
limitado (AMANAT e KRAMMER, 2020), assim como o dos
marcadores imunoldgicos associados ao beneficio clinico,
o que facilitaria a avaliagdo da efetividade das vacinas
candidatas.

3. Resposta imunoldgica e SARS-CoV-2

E bem conhecido que a resposta imune humoral é o efetor
primario critico para imunidade protetora em infeccdes
virais naturais e apos a administracao de vacinas. No caso
da Covid-19, a soroconversdo, na maioria das pessoas
infectadas, ocorre entre 7 e 14 dias ap6s o inicio dos sin-
tomas, comecando com a deteccdo de anticorpos IgM
e IgA (que podem ser detectados precocemente, desde
a primeira semana até 3 semanas apds o inicio dos sin-
tomas), sequido pela deteccdo de IgG, por volta de 14
dias apds o inicio dos sintomas (GUO et al., 2020; THEEL
et al., 2020; WU et al., 2020). O aumento nos niveis de
anticorpos também €& acompanhado pelo aumento de
células T CD4+/CD8+ ativadas, além de células de me-
moria IgG especificas (JU et al., 2020). Da mesma forma, a
prevencdo de reinfeccdo em macacos rhesus infectados
com SARS-CoV-2 correlacionou-se ao aumento no titulo
de anticorpos em animais recuperados (BAO et al., 2020).
Paralelamente, varios estudos com pacientes infectados
mostraram a presenca de IgA sérica contra SARS-CoV-2
com potencial de neutralizacdo (GUO et al., 2020; PATEL
et al., 2020), conforme demonstrado em ensaios pré-cli-
nicos com vacinas candidatas para SARS-CoV (LU et al.,
2010; SHIM et al. 2012).

Em geral, anticorpos contra as proteinas N e S
sdao comumente detectados na maioria dos pacientes
testados com Covid-19, entre os quais contra o dominio
RBD da proteina S (TO et al., 2020; WU et al., 2020). E
importante ressaltar que nenhum anticorpo detectado
no plasma de pacientes com Covid-19, nem anticorpos
monoclonais neutralizantes especificos para o dominio



RBD de SARS-CoV-2, mostraram reatividade cruzada com
SARS-CoV ou MERS-CoV. Assim, em conjunto, pode-se
concluir que S1 e, particularmente RBD, podem ser con-
siderados candidatos a antigenos em formulacdes de va-
cinas para induzir a producdo de anticorpos especificos
para prevenir a infeccdo por SARS-CoV-2.

Conforme mencionado, a resposta humoral é o
efetor primario da imunidade protetora contra infecgdes
virais, embora as respostas de células T parecam desem-
penhar funcdo essencial na eliminacdo de varios virus.
Com relacdo a Covid-19, em casos graves é verificada a
ocorréncia de linfocitopenia (declinio na quantidade de
linfocitos) e niveis diminuidos de células B circulantes,
células natural killer (NK), eosindfilos e basdfilos (DIAO et
al., 2020; SUN et al., 2020; WAN et al., 2020). Além disso,
a maioria dos casos graves de Covid-19 (especialmente
em pacientes em unidades de terapia intensiva) exibiu
niveis séricos de quimiocinas e citocinas pré-inflamatorias
- como IL-6, IL-1B, IL-2, IL-8, IL-17, G-CSF, GM-CSF, IP- 10,
MCP-1, CCL3 e TNFa - muito aumentados (“tempestade
de citocinas"), o que se correlacionou ao numero reduzido
de células T e a gravidade da doenca (HUANG et al., 2020).

Essa “tempestade de citocinas" representa uma
reacdo de hipersensibilidade (HSR) na qual ocorre a ati-
vacdo de varias células do sistema imune (BUONAGURO
et al., 2020). Niveis elevados de algumas citocinas
pro-inflamatorias, como MCP-1, TGF-f1, TNF-q, IL-18 e
IL-6, produzidas por células infectadas por SARS-CoV, estao
associadas a lesdo pulmonar aguda (LPA). Similarmente,
na infeccao viral por influenza A H5N1, citocinas inflama-
torias, como IL-1B, IL-8 e IL-6, desempenham importante
funcdo na mediacao e amplificacdo da Injuria Aguda no
Pulmio (ALl, Acute Lung Injury). Outros estudos também
mostraram que pacientes infectados com H7N9 tém
niveis significativamente mais elevados de citocinas, como
IL-6, IP-10, IL-10, IFN-y e TNF-a, em comparacéo a volun-
tarios saudaveis.

Especificamente para SARS-CoV, ja foi repor-
tado que a resposta de células T contra as proteinas
S e N foram as mais importantes e de longa duracdo
(CHANNAPPANAVAR et al., 2014; FAN et al., 2009; LI
et al., 2008; PENG et al., 2006; TANG et al., 2011). Com
relacdo ao SARS-CoV-2, dados mostraram que 500%



do total de respostas de células T CD4* foram contra a
proteina S, enquanto células T CD8* especificas contra a
proteina S também foram encontradas na maioria, senio
em todos os casos estudados (GRIFONI et al., 2020: LI et
al., 2020). Em outro estudo, 13 dos 14 pacientes recu-
perados da Covid-19 mostraram forte correlacdo entre
os titulos de anticorpos neutralizantes e o numero de
células T especificas (NI et al., 2020). Essas respostas
celulares foram direcionadas, principalmente, para lin-
focitos Th1, embora citocinas especificas de Th2 e Th17
também tenham sido encontradas. Além disso, baixos
niveis de células T especificas foram encontrados em
20% dos individuos ndo expostos, o que poderia indicar
reatividade cruzada de células T para SARS-CoV-2 e outros
coronavirus causadores de resfriado comum (WEISKOPF et
al., 2020). Paralelamente, resultados de um estudo de
coorte indicaram a presenca de células T CD4+ e CD8+
especificas para SARS-CoV-2 com alta atividade citoté-
xica na fase aguda da doenca (especialmente para a pro-
teina S), reforcando o papel da resposta celular quando
se avaliam as estratégias para uma vacina potencial
contra SARS-CoV-2, principalmente considerando-se uma
resposta mais duradoura (SEKINE et al., 2020).

4, Pensando em uma vacina contra a Covid-19

Todas as vacinas tém como objetivo apresentar ao
organismo um antigeno (o patdgeno ou parte dele) que
ndo cause doenca, mas que provoque uma resposta
imunoldgica que possa bloquear ou eliminar o patogeno
quando a pessoa for infectada. Assim, independentemente
da plataforma de desenvolvimento e administracédo, deve
ser selecionado o mais potente e especifico antigeno que
seja prontamente reconhecido pelo sistema imunoldgico.

Em sequida, sdo apresentadas as principais estra-
tégias que tém fundamentado a formulacdo de vacinas
contra 0 SARS-CoV-2.

4.1. Vacinas baseadas em virus
Nesta plataforma, o antigeno € constituido pelo

virus SARS-CoV-2 inteiro nativo (ou selvagem) e a vacina
pode ser atenuada ou inativada.



4.1.1. Vacinas de virus atenuado

Na modalidade de vacina atenuada, o virus retém a ca-
pacidade de se replicar na célula hospedeira, porém, de
forma limitada para produzir imunidade, sem causar a
doenca. O virus presente na vacina pode ser atenuado ou
enfraquecido em laboratério por meio de sucessivas pas-
sagens em meio de cultura.

A Codagenix/Serum Institute (india) deu inicio 3
fase 1 do ensaio clinico da COVI-VAC, uma vacina ate-
nuada de dose Unica, intranasal, contra SARS-CoV-2.
COVI-VAC foi desenvolvida com a plataforma Synthetic
Attenuated Virus Engineering (SAVE) da Codagenix, que
usa biologia sintética para codificar os genes dos virus
e, assim, obter vacinas seguras e estaveis. COVI-VAC foi
projetada para fornecer uma versdo atenuada e segura
do SARS-CoV-2 capaz de induzir resposta imune mais
robusta e imunidade celular de longa duracdo contra o
SARS-CoV-2, mimetizando uma infeccdo natural (https://
WWwWw.prnewswire.com).

4.1.2. Vacinas de virus inativado

O virus inteiro é produzido em culturas de células per-
missivas e qualificadas, como as cé¢lulas VERO. Em
sequida, é purificado, inativado por calor efou produtos
quimicos (geralmente, formalina ou B-propiolactona).
Assim, o virus ndo pode replicar e causar doencas. Este tipo
de vacina requer, em geral, a aplicacdo de multiplas doses.
Atualmente, 10 vacinas que estdo sendo desenvolvidas
utilizam esta plataforma e 4 delas ja foram aprovadas por
algum pais: Covaxin (BBV152, Bharat Biotech), IBP-CorV
(Sinopharm, Beijing), Inactivated (Sinopharm, Wuhan) e
CoronaVac (Sinovac, Beijing).

COVAXIN (BBV152) utiliza a cepa NIV-2020-770
(isolada na india) que apresenta a mutacio Asp614Gly
na proteina S e ¢ replicada em células VERO e inati-
vada com B-propiolactona (ELLA et al., 2021); CoronaVac
utiliza a cepa CZ02, ¢ replicada em células VERO e inati-
vada com formalina, tendo o hidréxido de aluminio como
adjuvante. Essa vacina esta sendo usada na imunizagédo da
populacéo brasileira desde 17 de janeiro de 2021 (BELETE,
2021; PALACIOS et al., 2020).
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Resultados de estudos anteriores em animais com
vacinas de primeira geracdo, usando o virus inteiro ate-
nuado ou inativado, contra SARS-CoV (BOLLES et al.,
2011; PADRON-REGALADO, 2020: TSENG et al., 2012) ou
MERS-CoV (AGRAWAL et al., 2016; HOUSER et al., 2017;
LAMBERT et al., 2020) indicaram a possibilidade de efeitos
adversos, como aumento da infecciosidade e imunopoten-
ciacdo (na forma de infiltracao eosinofilica) efou aumento
da infeccdo dependente de anticorpos (ADE, antibody-de-
pendent enhancement) em animais imunizados.

A ADE, as vezes menos precisamente chamada de
intensificacdo imunoldgica ou intensificacdo da doenca, €
um fendmeno no qual a ligagdo de um virus a anticorpos
subdtimos aumenta sua entrada nas células hospedeiras,
sequida por sua replicacdo (TIRADO e YOON, 2003).

Considerando que tanto o SARS-CoV-2 quanto o
SARS-CoV compartilham alto grau de identidade genética
e patologica, € razoavel pensar que uma vacina contra a
SARS-CoV-2 baseada em virus também possa induzir os
mesmos efeitos adversos. Portanto, o desenvolvimento de
vacinas mais seguras de segunda e terceira geracdo (por
meio de plataformas de vacinas modernas) usando uma
proteina viral adequada como antigeno € pesquisada para
prevenir ou diminuir a infeccdo por SARS-CoV-2, mediada
por anticorpos subotimos, ainda que o mesmo fenémeno
de ADE possa ndo ser evitado em funcdo da biologia,
diversidade e evolucdo dos B coronavirus.

4.2. Vacina de vetor viral

Nesta plataforma, o antigeno € constituido por um
componente do virus patogeno SARS-CoV-2 que esta
inserido em um outro virus que funciona como veiculo de
transporte (vetor). O vetor viral pode ser replicante (por
exemplo, o virus do sarampo e o virus da estomatite ve-
sicular) ou ndo replicante (como adenovirus (Ad) e pox-
virus). Varias vacinas em desenvolvimento utilizam o vetor
Ad ndo replicante, fundamentalmente, por ser seguro
fisica e geneticamente estavel, além de ndo se integrar
ao genoma do hospedeiro, infectando células dendriticas
e outros tipos celulares. Contudo, para induzir a resposta
imune do hospedeiro sdo necessarias doses mais altas em
relacdo a uma vacina baseada em vetor viral replicante



(BELETE, 2021). No desenvolvimento da vacina contra o
SARS-CoV-2, os vetores mais comumente usados sdo os
adenovirus ChAdOx, adenovirus tipo 5 e adenovirus tipo
26, mas lentivirus, entre outros virus, também podem ser
usados (STRIZOVA et al., 2021).

Adenovirus ndo replicantes apresentam defeito de
replicacdo devido a delecdo de genes, principalmente
da regido E1, essenciais para a replicacao, permitindo a
insercdo de um cassete de expressao sob o controle de
um promotor exogeno (ROBERT-GUROFF, 2007). Para
a producdo deste virus, utilizam-se linhagens celulares
que expressam a proteina E1 do adenovirus integrados
no genoma celular, complementando a falta desta pro-
teina nos adenovirus ndo replicantes (defectivos). Para
maior seguranca do sistema, outras delecdes podem ser
realizadas nos genomas do Ad (por exemplo, E2A, E2B,
E3, E4 e E5) e, em geral, sdo usados Ad com mais de um
gene deletado (Figura 2). Atualmente, 12 vacinas estao
sendo desenvolvidas utilizando a plataforma de vetor
viral ndo replicante e 5 vacinas ja foram aprovadas por
algum pais: Ad5-nCoV (Cansino), Sputnik V (Gamaleya),
Ad26.COV2.S (Janssen - Johnson & Johnson), AZD1222
(Oxford/AstraZeneca) e Covishield (Serum Institute,
india).

AZD1222 ¢ uma vacina que utiliza o adenovirus
simio ndo replicante ChAdOx1 nCoV-19, que carrega
o gene que codifica para a proteina S de SARS-CoV-2
(VAN DOREMALEN et al., 2020). E a vacina de menor
custo dentre as vacinas aprovadas (2-3 US$) e esta
sendo usada no Brasil para a imunizacdo da populacao
desde 23 de janeiro de 2021; Ad5-nCoV utiliza o adeno-
virus néo replicante tipo-5 (Ad5) que também contém
o gene que codifica para a proteina S de SARS-CoV-2
(KAUR e GUPTA, 2020); ja a Sputnik V é uma vacina
que emprega dois adenovirus, Ad26 e Ad5, ambos cons-
truidos para a expressdo da proteina S de SARS-CoV-2
(rAd26-S e rAd5-S) (LOGUNOV et al., 2020); Ad26.
COV2.S utiliza o adenovirus Ad26 para expressdo da
proteina S de SARS-CoV-2 (BOS et al., 2020) e, final-
mente, a Covishield apresenta a mesma formulacdo da
vacina da Oxford/AstraZeneca (AZD1222), produzida
pelo Serum Institute (india).



Por ndo serem replicantes quando aplicados nos
pacientes, a quantidade de virus injetada ¢ grande, da
ordem de 5x10'° a 10" particulas virais em volume de 0,5
ml (5x1010, vacina da Oxford/AstraZeneca, Janssen; 10",
vacina Sputnik V). Em geral, o esquema de vacinagao é de
2 doses, em intervalos de semanas a meses entre as apli-
cacdes a depender da vacina.

Na modalidade de vacina baseada em vetor repli-
cante, o virus infecta as células, nas quais o antigeno
sera produzido e, assim, novas particulas virais sdo pro-
duzidas, as quais infectam novas células, aumentando
a producdo do antigeno. Em geral, para seguranca do
paciente sdo usados virus vacinais como base de vetor
replicante. Como exemplo destas vacinas em desenvolvi-
mento, temos: 1) V591-001- Measles-vector based, TMV-
038 (Merck & Co. + Themis + Sharp & Dohme + Institute
Pasteur + University of Pittsburgh); 2) DelNS1-2019-
nCoV-RBD-OPT1 (Intranasal flu-based-RBD ) (University
of Hong Kong, Xiamen University and Beijing Wantai
Biological Pharmacy); 3) rVSV-SARS-CoV-2-S Vaccine
(Israel Institute for Biological Research); 4) AdCLD-CoV19
(adenovirus vector) (Cellid Co., Ltd.); 5) NDV-HXP-S,
Newcastle disease virus (NDV) expressando a proteina
S de SARS-CoV-2 (Consércio Institute of Vaccines and
Medical Biologicals (IVAC, Vietnam); The Government
Pharmaceutical Organization (GPO, Tailandia); Instituto
Butantan (Brasil); lcahn School of Medicine at Mount
Sinai (Estados Unidos). No caso do NDV, os virus vacinais
podem ser produzidos usando ovos embrionados e purifi-
cados de forma muito similar aquela usada na producéo
da vacina da influenza sazonal. De fato, apesar da possi-
bilidade de uso do NDV integro, os virus purificados sao
inativados e usados como antigeno vacinal, representando
uma grande esperanca para a autossuficiéncia de vacinas
para a Covid-19 no Brasil. No entanto, nenhuma destas
vacinas tém aprovacdo para uso e estdao em diferentes
estagios de desenvolvimento e estudos clinicos.

4.3. Vacinas de acidos nucleicos
O primeiro relato de expressdo de proteinas em camun-

dongos in vivo, ap6s administracdo de acidos nucleicos
codificadores (DNA ou RNA) (WOLFF et al., 1990), mostrou



Figura 2
Vacina usando a plataforma de
adenovirus

O

o potencial de uso dessas moléculas para codificar anti-
genos como forma de vacinacdo. O antigeno codificado
pelo acido nucleico apds seu ingresso e expressdo em
células alvo pode desencadear resposta imune humoral
e celular. As células que tém o DNA ou RNA introduzido
produzem o antigeno de modo semelhante aquele que ¢
produzido durante a infeccado, com as modificacdes pos-
-tradugdo, como a glicosilacdo, com grande fidelidade
(PIYUSH et al., 2019).

A tecnologia de vacinacdo baseada em acido
nucleico se mostra versatil e flexivel, permite facil mani-
pulacdo do antigeno e ¢ de rapida producdo para provas
de conceito, sendo considerada uma tecnologia do tipo
plug and play. O processo de producdo sera sempre o
mesmo, independentemente do antigeno a ser expresso e,
por isto, € considerada uma tecnologia de resposta rapida.
Atualmente, varias empresas estao desenvolvendo vacinas
de acidos nucleicos.
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(A) Esquema do genoma do adenovirus. O Adenovirus
infecta a célula e o seu material chega até o nicleo. Existem
genes que sdo precocemente expressos (genes E, Early
genes) e ddo origem a proteinas ndo estruturais envolvidas
na replicagdo e transcricGo de genes virais. A seguir, sGo
expressos tardiamente uma outra classe de genes (genes L,
Late genes) que tem uma fungdo estrutural, participando
na formacgdo da particula viral que ocorre no nucleo. Tanto
as proteinas dos genes E como dos genes L produzidos
no citoplasma retornam ao nicleo onde atuam. Assim, a
delecdo de 1 ou mais genes E impossibilita a producdo
de um adenovirus replicante. Para isto, usam-se células
que foram transfectadas com estes genes (no exemplo,
tem-se o gene E1 e E3 integrados (B) no genoma da célula),
possibilitando a producgdo de particulas virais infectantes,
mas ndo replicativas quando inoculadas no individuo.
No lugar dos genes deletados, especialmente no gene ET,
introduz-se o transgene (C) codificando para o antigeno de
interesse. O virus recombinante com o transgene é capaz
de infectar as células e produzir o antigeno desejado, mas
incapaz de replicar e produzir virus ativos. Os antigenos
produzidos s@o secretados e reconhecidos por anticorpos
estimulando o sistema imune do individuo (D). Fonte: ela-
borado pelos autores (2021) e parcialmente adaptado de
SAYEDAHMED et al. (2020). Figura criada utilizando o pro-
grama BioRender.com (2020).

4.3.1. Vacina de DNA

A vacina de DNA ¢ constituida por genes ou fragmentos
deles, que codificam antigenos imunogénicos que sao
introduzidos no interior das células do hospedeiro, usan-
do-se plasmideos de DNA como vetores (Figura 3). A
formulacdo da vacina ¢ feita de forma que o material
genético € internalizado pela célula e o plasmideo ¢ trans-
locado para o nucleo, onde o promotor de mamifero pre-
sente na estrutura do vetor é ativado. Ocorre, entdo, a
transcricdo do gene codificando o antigeno no nucleo e
a traducdo do respectivo RNAm acontece no citoplasma,
produzindo o antigeno da vacina (SILVEIRA et al., 2021).



Atualmente, existem dez vacinas de DNA contra
Covid-19 em diferentes estagios clinicos de desen-
volvimento pelos sequintes laboratorios (WHO, 2021):
1) Inovio Pharmaceuticals + International Vaccine
Institute + Advaccine (Suzhou) Biopharmaceutical
Co.Ltd (INO-4800); 2) AnGes + Takara Bio + Osaka
University (AG0301-COVID19); 3) Zydus Cadila (nCov
vaccine); 4) Genexine Consortium (GX-19); 5) Entos
Pharmaceuticals Inc. (Covigenix VAX-001 - DNA vac-
cines + proteo-lipid vehicle (PLV) formulation); 6)
Providence Health & Services (CORVax - Spike (S)
Protein Plasmid DNA Vaccine); 7) Symvivo Corporation
(bacTRL-Spike oral DNA vaccine); 8) GeneOne Life
Science, Inc.(GLS-5310); 9) University of Sydney,
Bionet Co., Ltd, Technovalia (COVIGEN); 10) Takis +
Rottapharm Biotech (COVID-eVax).

A vacina INO-4800 (Inovio Pharmaceuticals)
apresenta o plasmideo pGX9501, que expressa a se-
quéncia sintética total e otimizada da proteina S
de SARS-CoV-2 da cepa Wuhan. A vacina deve ser
aplicada por eletroporacdo usando-se o dispositivo
CELLECTRA® 2.000 (TEBAS et al., 2021).

4.3.2. Vacina de RNAm

A vacina de RNAm ¢é uma vacina emergente, ndo in-
fecciosa, com baixo risco de mutagénese por insercao,
sendo uma alternativa promissora devido ao seu custo
e perfil de sequranca em estudos com animais (BELETE,
2021). A imunogenicidade do RNAm pode ser mini-
mizada e alteracbes podem aumentar a estabilidade
dessas vacinas.
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0 gene codificando o antigeno de
interesse € clonado em um
plasmideo para ser produzido

em quantidades

No caso de vacina de DNA (A), o gene de interesse deve
estar sob o controle de um promotor eucariotico. Em geral,
se utilizam promotores virais fortes, como o promotor de
CMV (citomegalovirus), mas outros promotores podem
ser utilizados. Usam-se sequéncias para terminacdo da
transcricdo logo apds a sequéncia de interesse e sinais de
poliadenilacdo. 0 RNAm expresso migra para o citoplasma,
onde ¢ traduzido pela maquinaria de traducdo no antigeno
desejado que, por ter uma sequéncia sinal, é secretado
para o meio extracelular. O antigeno secretado €, assim,
reconhecido por células apresentadoras de antigenos e
linfocitos B (ndo mostrado), estimulando a producéo de
anticorpos por linfocitos B ativados (plasmoblastos) que
reconhecem o antigeno especifico em questdo. No caso
da vacina de RNAm (B), é feita a transcricéo in vitro da
construcao plasmidial, produzindo o RNAm que ¢ formu-
lado em liponanoestruturas que sdo internalizadas pelas
células. O RNAm introduzido é traduzido no citoplasma
da célula para a producdo do antigeno que € secretado e
reconhecido por linfocitos B e anticorpos produzidos por
linfocitos B ativados (plasmoblastos). Fonte: elaborado
pelos autores (2021). Figura criada com o auxilio do pro-
grama BioRender.com (2020).



A producdo do RNAm ¢ a etapa intermediaria entre
a transcricdo do DNA e a sua tradugcdo em proteina pelos
ribossomos no citoplasma. Dois tipos principais de RNA
sdo atualmente estudados para a finalidade de vacinas:
RNAm néo replicante (Figura 2) e RNA autorreplicante
derivado de virus.

As vacinas de RNAm néo replicante codificam o
antigeno de interesse e contém regides 5 e 3' ndo
traduzidas (UTR), estrutura CAP na extremidade 5'
(residuo de metil guanosina trifosfato ligada por ligagdo
5'-5' na extremidade 5' do RNAm) e cauda de PoliA+, de
forma similar a de um RNAm maduro. Ja os RNA de autor-
replicacao codificam ndo apenas o antigeno, mas também
a maquinaria de replicacdo viral de alfa virus, que permite
a amplificacdo do RNA intracelularmente e a expressao
abundante de proteinas (BLOOM et al., 2020; KAUR e
GUPTA 2020; PARDI et al., 2018). A pagina da Organizacéo
Mundial da Saude (WHO, 2021) mostra 10 vacinas de
RNAm contra Covid-19 em estagio de desenvolvimento
clinico pelos seguintes desenvolvedores: Moderna +
National Institute of Allergy and Infectious Diseases
(NIAID) (RNAm -1273 e RNAmM-1273.351 com a proteina S
da variante SARS-CoV-2 B.1.351), Pfizer/BioNTech + Fosun
Pharma (BNT162), CureVac AG (CVnCoV Vaccine), Arcturus
Therapeutics (ARCT-021), Imperial College London (LNP-
nCoVsaRNA), Academy of Military Science (AMS), Walvax
Biotechnology and Suzhou Abogen Biosciences (ARCoV),
Chulalongkorn University (ChulaCov19 mRNA vaccine),
Providence Therapeutics (PTX-COVID19-B, mRNA vaccine)
e GlaxoSmithKline (CoV2 SAM (LNP) vaccine).

A vacina mRNA-1273 (Moderna TX, Inc) é composta
por RNAm sintético, que codifica a proteina S completa
de SARS-CoV-2, encapsulado em nanoparticulas de lipi-
dios (LNP). Deve ser aplicada por via intramuscular, em
duas doses, no intervalo de 1 més. A vacina contém os
seguintes componentes: 100 ug de RNAm, lipidios (SM-
102, polietileno glicol [PEG] 2000 dimiristoil glicerol
[DMG], colesterol, e 1,2-diestearoil-sn-glicero-3-fosfo-
colina [DSPC], trometamina, cloridrato de trometamina,
acido acético, acetato de sddio e sacarose (https://www.
fda.gov/).

Ja a vacina BNT162b1 (BioNTech| FosunPharmal
Pfizer) é derivada de RNAm, com otimizacédo de cddon, e
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codifica para o dominio de ligacdo ao receptor da proteina
S de SARS-CoV-2. 0 RNAm ¢é encapsulado em nanoparti-
culas lipidicas catidnicas ionizaveis de 80 nm e a vacina
deve ser aplicada por via intramuscular, em duas doses,
no intervalo de 3 semanas. A vacina contém os sequintes
componentes: 100 pug RNAm, lipidios [(4-hidroxibutill)
azanedil)bis(hexano-6,1-diil)bis(2-hexildecanoato), 2 (po-
lietilenogicol)-2000-N,N-ditetradecilacetamida, 1,2-dis-
tearoil-sn-glicero-3- fosfocolina e colesterol)], cloreto
de potassio, fosfato de potassio monobasico, cloreto de
sodio, fosfato de sodio dibasico di-hidratado e sacarose.

Curiosamente, apesar de eficacia de 95% e segura,
tém sido relatados efeitos adversos relevantes associados
ao uso destas vacinas de RNAm, como dores musculares,
nos ossos e febres altas. No entanto, isso ocorre em fre-
quéncia menor do que 2% dos vacinados, 0 que parece
estar associado a sensibilidade ao polietilenoglicol (PEG)
presente na formulacdo das vacinas da Moderna e Pfizer/
BioNTech (WADMAN, 2020).

4.4. Subunidades de proteinas virais

Uma vacina de subunidade é aquela que utiliza peptideos
sintéticos ou proteinas antigénicas recombinantes para
estimular a resposta imune protetora. Este tipo de vacina
contém, principalmente, fragmentos antigénicos virais
especificos, mas sem incluir qualquer componente téxico
do patdgeno infeccioso. Este tipo de vacina exibe baixa
imunogenicidade e requer auxilio de um adjuvante para
potencializar a resposta imune (WANG et al., 2020).
Como ja mencionado, a proteina S do SARS-CoV-2
tem se mostrado o antigeno mais adequado para induzir
a producdo de anticorpos neutralizantes protetores para
bloquear a ligagado dos virus ao seu respectivo receptor e,
assim, inibir a infeccéo viral (KUBA et al., 2005; WALLS et
al., 2020; WRAPP et al., 2020; YAN et al., 2020). Tanto a
proteina S total ou seus fragmentos, como a subunidade
S1, NTD, RBD e subunidade S2, podem servir como alvos
importantes para o desenvolvimento de vacinas (KAUR e
GUPTA, 2020; WANG et al., 2020). Estudos tém demons-
trado que as proteinas N e M também induzem resposta
de anticorpos em animais imunizados (WANG et al., 2020).
No entanto, estas vacinas baseadas nas proteinas N e M



nao inibem a infeccdo celular, pois ndo tem a capacidade
de bloquear a ligacdo do virus ao receptor celular ECA2
(Enzima conversora de angiotensina 2).

Particula similar a virus (Virus Like Particles, VLP)
¢ uma plataforma para o desenvolvimento de vacinas,
sendo estruturas poliméricas que podem estimular direta-
mente as células do sistema imunoldgico imitando a con-
formacéao tridimensional dos virus nativos. Sao formadas
pelo antigeno viral produzido na forma recombinante com
capacidade de se organizar estruturalmente em VLP. Sdo
desprovidas de material genético infeccioso e contém
proteinas virais funcionais responsaveis pela entrada
eficiente na célula, sendo um sistema de entrega que
combina seguranca e forte imunogenicidade (GHORBANI
et al, 2020). As VLP podem apresentar antigenos na
superficie que sdao captados por células apresentadoras
de antigenos profissionais, levando a inducdo de forte
resposta imune humoral e celular (KUSHNIR et al., 2012).

A OMS (WHO, 2021) mostra 27 vacinas de subu-
nidade de proteina e 3 de VLP em diferentes estagios de
desenvolvimento clinico por diversos laboratdrios.

NVX-CoV2373 (Novavax, Inc./Emergent BioSolutions)
€ uma vacina que utiliza tecnologia de nanoparticulas e
contém o antigeno proteico S purificado de SARS-CoV-2
com o adjuvante de Matrix-M™, um composto
nanoestruturado de 40 nm que tem como base saponina,
patenteado por Novavax para aumentar a resposta imune e
estimular a producdo de altos niveis de anticorpos neutra-
lizantes (https://ir.novavax.com/, acesso em 13/03/2021).

A vacina VBI-2902a (VBI Vaccines Inc) utiliza uma
plataforma VLP com envoltério (eVLP) contendo a proteina
S de SARS-CoV-2 e fosfato de aluminio como adjuvante
(https://www.vbivaccines.com, acesso em 13/03/2021).

Denominada Versamune®-CoV-2FC, a vacina ¢ a
combinacdo da proteina recombinante S1 do SARS-CoV-2
desenvolvida pela Farmacore (empresa de biotecnologia
instalada no Centro de Negocios do Supera Parque em
Ribeirdo Preto, SP) associada ao carreador Versamune® da
PDS Biotech, uma tecnologia patenteada para a ativacao
do sistema imunoldgico. Versamune® ¢ constituido por
R-enantidbmero de 1,2-dioleoil-e-trimetil-amonio-pro-
pano (R-DOTAP), um lipidio catidnico. O lipidio se agrega
espontaneamente em nanoparticulas em um meio aquoso
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e adquire o tamanho de um virus artificial, promovendo a
captacéo eficiente pelas células dendriticas (https://www.
pdsbiotech.com/).

QOutras plataformas

Com o avan¢o da engenharia genética e o desenvolvi-
mento de novas tecnologias, diferentes plataformas estao
sendo propostas. Nesse contexto, destaca-se o uso de cé-
lulas dendriticas (CD) como um alvo imunoterapéutico por
serem potentes células apresentadoras de antigenos (APC)
e por ativarem o sistema imunoldgico (PEREZ e DE PALMA,
2019; SABADO et al., 2017). Tais caracteristicas tém
permitido o desenvolvimento de células apresentadoras de
antigenos artificiais (@APC), em que células imortalizadas
sdo transduzidas com lentivirus para imitar efetivamente
uma APC, como ¢ o caso da COVID-19/aAPC.

Particularmente, vacinas contra a Covid-19 estdo
sendo desenvolvidas a partir de um vetor viral que
carrega, além de genes imunomoduladores, genes que
codificam para proteinas virais capazes de modificar aAPC
e ativar células T. A Shenzhen Geno-Immune Medical
Institute (ClinicalTrials.gov Identifier: NCT04276896) pre-
tende desenvolver uma vacina inovadora usando um
sistema de lentivirus para expressar proteinas virais e
genes imunomoduladores em células apresentadoras de
antigenos artificiais (aAPC), para assim para ativar as
células T. AV-COVID-19 é uma vacina em desenvolvimento
pela Aivita Biomedical Inc. (ClinicalTrials.gov ldentifier:
NCT04386252) que utiliza células dendriticas autdlogas
expostas a antigenos de SARS-CoV-2.

Até o momento, considerando-se o estagio inicial
de desenvolvimento dessa tecnologia, o uso de vacinas
baseadas em células é bastante limitado, principalmente,
pelo alto custo de produgdo, condicdes de armazena-
mento e transporte (CHUNG et al., 2021).

Conclusoes e perspectivas
Eventos pandémicos sdo eventos recorrentes observados
na histéria que atingem toda a humanidade. A ultima pan-

demia mais relevante foi a da gripe espanhola, matando
cerca de 40-100 milhdes de pessoas, principalmente

21



na faixa de jovens e adultos (15 a 34 anos de idade).
Naquele momento, as tecnologias eram limitadas e
ndo se sabia o agente causador da doenca, o que so
foi identificado mais tarde (TAUBENBERGER, 2007).
Atualmente, o processo de identificacdo do SARS-CoV-2
como agente causador da Covid-19 foi extremamente
rapido, quando comparado ao da pandemia da gripe
espanhola. A tecnologia e os recursos disponiveis sdo
hoje incomparavelmente superiores aqueles disponiveis
em 1918-1919. A partir do anuncio do primeiro caso de
Covid-19 na cidade de Wuhan em 31/12/2019, o genoma
do SARS-CoV-2 foi completamente sequenciado e dis-
ponibilizado em 10/01/2020. Em menos de um ano, di-
versas vacinas foram desenvolvidas e, em 31/12/2020, a
Organizacdo Mundial da Saude autorizou para uso emer-
gencial a vacina da Pfizer-BioNTech, sendo também, pela
primeira vez, realizado o uso de uma vacina baseada em
RNAm. Assim, fica evidente a capacidade de resposta
mundial a uma pandemia e a vacina de RNAm como uma
nova estratégia para este tipo de resposta.

0 mundo, a partir desta experiéncia ainda inaca-
bada, devera aprimorar cada vez mais 0os mecanismos
de monitoramento de doencgas. Os métodos molecu-
lares serdao cada vez mais importantes, ndo so pela
deteccdo de patdgenos ja conhecidos, mas também pela
sua capacidade de discriminacdo do agente etioldgico
e suas variantes a partir do sequenciamento genético.
As plataformas tecnoldgicas de resposta rapida serdo
priorizadas no desenvolvimento de protétipos vaci-
nais. Isto ndo quer dizer que estas plataformas sejam as
melhores para a producdo de vacinas de uso de rotina
de uma forma geral, mas, sim, para gerar as vacinas
candidatas para testes. Fica também evidente a defi-
ciéncia no suprimento de vacinas para o mundo, sendo
priorizados os paises produtores. Neste contexto, parece
ser estratégico que paises ou regides dos continentes
possam produzir localmente suas vacinas, contribuindo
para um acesso menos desigual. Conforme mostramos,
existem varias vacinas aprovadas, as quais utilizam tec-
nologias das mais diversas, como virus inativados e de
subunidade, que sdo tecnologias mais antigas, porém,
eficazes. No entanto, estas tecnologias parecem apre-
sentar menor velocidade de desenvolvimento em relacao
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as plataformas do tipo plug and play, como aquelas ve-
torizadas em virus ou de acidos nucleicos. Isto porque os
processos de producdo e purificacdo dos virus ou dos acidos
nucléicos nio variam (independentemente do agente
infeccioso), ao contrario dos virus inativados e de subu-
nidade que, para cada caso, os processos de producao
e purificacdo deverdo ser especificos aos antigenos em
questdo. Qutras acdes deverdo ser necessarias, mas nao
fardo parte da discussao deste artigo.

Até o momento, ha 15 vacinas aprovadas (Tabela
1) e 110 candidatas (33 em fase 3, 45 em fase 2 e 32 em
fase 1) (COVID-19 Vaccine Tracker (https://covid19.track-
vaccines.org/vaccines/; acesso em 11/05/2021).

Tabela 1: Vacinas contra Covid-19 aprovadas

Nome Desenvolvedor Plataforma Ensaios (paises) Apro'vada
(paises)
EpiVacCorona FBRI Subunlda}de 1 2
de proteina
RBD-Dimer Anhui Zhifei Subumda}de 5 )
Longcom de proteina
mRNA-1273 Moderna RNA 3 46
BNT162b2 Pfizer/BioNTech RNA 12 85
Ad5-nCoV Cansino Vetor eral nao 6 5
replicante
Sputnik V Gamaleya Vetor eral nao 6 66
replicante
Ad26.COV2.S Janssen (Johnson | Vetor eral nao 17 41
& Johnson) replicante
AZD1222 Oxford/ Vetor eral nao 15 102
AstraZeneca replicante
Covishield Serum Ins'tltute Vetor eral nao 1 40
of India replicante
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Covaxin Bharat Biotech Virus Inativado 1 9
BBIBP-CorV | Sinopharm (Beijing) | Virus Inativado 7 41
Inactivated Sinopharm , .

(Vero Cells) (Wuhan) Virus Inativado 7 2
CoronaVac Sinovac Virus Inativado 7 25
KoviVac Chumakov Center | Virus Inativado 1 1
QazCovid-in Kazakhstan RIBSP | Virus Inativado 1 !

Fonte:

Apesar de todo o avanco, o mundo ainda precisa

COVID-19 Vaccine Tracker (nttps:/ de mais vacinas para o controle da Covid-19. Os riscos
covidi9.trackvaccines.org/vaccines;  de njo ter a populagdo vacinada em um curto prazo é

acesso em: 11/05/2021).

nao ter o controle da doenga, com a persisténcia do virus
no ambiente, permitindo-se a continuidade da cadeia de
infeccdo e a selecdo de novas variantes que possam
escapar as vacinas desenvolvidas. Além disso, os paises
que tiverem a sua populacdo vacinada poderdo recu-
perar o seu desenvolvimento econdmico e social mais
rapidamente, representando uma grande vantagem e
oportunidade em relacdo aqueles que ndo tiveram éxito no
processo de vacinacao.
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