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Prof. Dr. André Ribeiro da Silva - Universidade de Brasilia

Prof® Dr? Anelise Levay Murari - Universidade Federal de Pelotas

Prof. Dr. Benedito Rodrigues da Silva Neto - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Daniela Reis Joaquim de Freitas - Universidade Federal do Piaui

Prof® Dr® Débora Luana Ribeiro Pessoa - Universidade Federal do Maranhao

Prof. Dr. Douglas Siqueira de Aimeida Chaves - Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Edson da Silva - Universidade Federal dos Vales do Jequitinhonha e Mucuri

Prof® Dr? Elizabeth Cordeiro Fernandes - Faculdade Integrada Medicina

Prof® Dr® Eleuza Rodrigues Machado - Faculdade Anhanguera de Brasilia

Prof? Dr® Elane Schwinden Prudéncio - Universidade Federal de Santa Catarina

Prof® Dr? Eysler Gongalves Maia Brasil - Universidade da Integragao Internacional da Lusofonia Afro-
Brasileira

Prof. Dr. Ferlando Lima Santos - Universidade Federal do Recéncavo da Bahia

Prof® Dr® Fernanda Miguel de Andrade - Universidade Federal de Pernambuco

Prof. Dr. Fernando Mendes - Instituto Politécnico de Coimbra - Escola Superior de Salde de Coimbra
Prof? Dr® Gabriela Vieira do Amaral - Universidade de Vassouras

Prof. Dr. Gianfabio Pimentel Franco - Universidade Federal de Santa Maria

Prof. Dr. Helio Franklin Rodrigues de Almeida - Universidade Federal de Rondonia

Prof® Dr® lara Llcia Tescarollo - Universidade Sao Francisco

Prof. Dr. Igor Luiz Vieira de Lima Santos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Jefferson Thiago Souza - Universidade Estadual do Ceara

Prof. Dr. Jesus Rodrigues Lemos - Universidade Federal do Piaui

Prof. Dr. Jonatas de Franga Barros - Universidade Federal do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. José Max Barbosa de Oliveira Junior - Universidade Federal do Oeste do Para

Prof. Dr. Luis Paulo Souza e Souza - Universidade Federal do Amazonas

Prof® Dr® Magnélia de AraGjo Campos - Universidade Federal de Campina Grande

Prof. Dr. Marcus Fernando da Silva Praxedes - Universidade Federal do Reconcavo da Bahia
Prof® Dr® Maria Tatiane Gongalves Sa - Universidade do Estado do Para

Prof® Dr® Mylena Andréa Oliveira Torres - Universidade Ceuma

Prof® Dr® Natiéli Piovesan - Instituto Federacl do Rio Grande do Norte

Prof. Dr. Paulo Inada - Universidade Estadual de Maringa

Prof. Dr. Rafael Henrique Silva - Hospital Universitario da Universidade Federal da Grande Dourados
Prof® Dr® Regiane Luz Carvalho - Centro Universitario das Faculdades Associadas de Ensino
Prof? Dr® Renata Mendes de Freitas - Universidade Federal de Juiz de Fora

Prof? Dr? Vanessa Lima Gongalves - Universidade Estadual de Ponta Grossa

Prof® Dr® Vanessa Bordin Viera - Universidade Federal de Campina Grande

Prof? Dr® Welma Emidio da Silva - Universidade Federal Rural de Pernambuco

Ciéncias Exatas e da Terra e Engenharias

Prof. Dr. Adélio Alcino Sampaio Castro Machado - Universidade do Porto

Prof® Dr® Ana Grasielle Dionisio Corréa - Universidade Presbiteriana Mackenzie

Prof. Dr. Carlos Eduardo Sanches de Andrade - Universidade Federal de Goias

Prof® Dr® Carmen Ldcia Voigt - Universidade Norte do Parana

Prof. Dr. Cleiseano Emanuel da Silva Paniagua - Instituto Federal de Educacao, Ciéncia e Tecnologja de
Goias

Prof. Dr. Douglas Gongalves da Silva - Universidade Estadual do Sudoeste da Bahia

Prof. Dr. Eloi Rufato Junior - Universidade Tecnolégica Federal do Parana

Prof® Dr® Erica de Melo Azevedo - Instituto Federal do Rio de Janeiro

Prof. Dr. Fabricio Menezes Ramos - Instituto Federal do Para

Prof® Dra. Jéssica Verger Nardeli - Universidade Estadual Paulista Jilio de Mesquita Filho
Prof. Dr. Juliano Carlo Rufino de Freitas - Universidade Federal de Campina Grande
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APRESENTACAO

Em de dezembro de 2019 na cidade chinesa de Wuhan foram relatados os primeiros
casos de uma pneumonia de rapido contagio até entdo desconhecida. Desde as primeiras
publicacbes acerca desta descoberta, os numeros gerais de infeccdo e mortalidade
causadas pelo novo coronavirus sao alarmantes e, atualmente, continuam crescendo em
niveis preocupantes nos paises que apresentam lentiddo nas campanhas de imunizacéo.
Ainda que este aumento tenha sua variabilidade a depender da localidade, a rapida
disseminacgéao a nivel mundial e a grande subnotificacédo existente em muitos paises fazem
com que os cursos desta pandemia ainda sejam imprevisiveis.

Pensando neste cenéario, a Atena Editora convida seus leitores a estudar a terceira
obra da série “Agbes e Experiéncias para o Enfrentamento da Pandemia de COVID-19”.
Para este e-book foram revisados e selecionados 56 artigos técnicos e cientificos que estao
dispostos em dois volumes: o primeiro aborda os aspectos patolégicos dentre a prevengéo
e a profilaxia em nivel individual e coletivo além das implicagbes no contexto do manejo
hospitalar da doenga e, no segundo volume, encontram-se discussdes acerca dos impactos
biopsicossociais causados tanto pela COVID-19 como pelas circunstancias que permeiam
o estado pandémico como o isolamento social, os efeitos econdmicos e politicos da crise
bem como pormenores da gestédo da seguranca e vigilancia epidemiolégica nacional.

E nosso desejo que esta obra possa contribuir de modo responsavel para o
processo disseminatério das informagdes corretas e relevantes do panorama atualizado da
pandemia no Brasil e no mundo, bem como que possa continuar incentivando a producéo
cientifica sobre o tema. De modo especial, prestamos agradecimentos aos pesquisadores
e profissionais de saude que possibilitaram a criagdo deste e-book. Boa leitura!

Luis Henrique Almeida Castro
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RESUMO: Este artigo descreve os possiveis
tipos de vacinas antivirais empregadas contra
a COVID-19. Séo apresentados antigenos de
interesse empregados nas vacinas contra a
sindrome respiratoria aguda SARS. Em adicéo,
€ abordado resumidamente o0s processos
tecnologicos para producdo de imunizantes
a base de RNA, de DNA, e de subunidades
proteica. Para as vacinas com virus selvagens
inativados, a revisédo limita-se a descricao
das técnicas de produgéo viral por meios de
cultura; seguindo protocolos de crescimento
celular, inoculagdo, propagacdo e replicacao
viral; extracdo do virus por lise ou brotamento;
colheita viral na suspencao; remogao de acidos
nucleicos por digestdo; clarificacdo primaria
(ultracentrifugacdo), e secundaria (filtragem);
cromatografia por troca ibnica anibnica
ou exclusdo de tamanho; inativacdo viral;
ultrafiltracdo e filtragdo por didlise (UF/DF);
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formulacdo com adjuvantes, estabilizadores;
filtracdo para esterilizacdo; preenchimento final;
e processos de Imunizagao.

PALAVRAS - CHAVE: Vacinas SARS-CoV-2;
Vacinas de RNA; Vacinas de DNA; Vacinas de
subunidades proteicas; Vacinas inativadas.

BIOTECHNOLOGIES IN THE SYNTHESIS
OF VACCINES FOR SARS-COV-2

ABSTRACT: This article describes the
possible types of antiviral vaccines used
against COVID-19. Some interesting antigens
used in vaccines against acute respiratory
syndrome SARS are presented. In addition, the
technological processes to produce RNA, DNA,
protein subunit-based immunizing are briefly
addressed. For vaccines with inactivated wild
viruses, the review was limited to the description
of viral production techniques by culture media;
following protocols of cell growth, inoculation,
propagation and viral replication; extraction
of the virus by lysis or sprouting; viral harvest
on suspension; removal of nucleic acids by
digestion; primary (ultracentrifugation), and
secondary (filtering) clarification; chromatography
by anionic ion exchange or size exclusion; viral
inactivation; ultrafiltration and filtration by dialysis
(UF/DF); formulation with adjuvants, stabilizers;
filtration for sterilization; final filling; immunization
processes.

KEYWORDS: Vaccines SARS-CoV-2; RNA
vaccines; DNA vaccine; protein subunits vaccine;
inactivated vaccines.
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INTRODUCAO

O presente artigo aborda as vacinas para COVID-19 desenvolvidas e registradas na
Organizagédo Mundial de Saude (OMS). O objetivo é apresentar as diferencas tecnolégicas
na produgdo destas vacinas, e 0s respectivos antigenos e seus veiculos de transporte
empregados. A abordagem é demonstrar as tecnologias empregadas; entretanto, devido
a maior disponibilidade de informacao, detalhar os processos envolvidos nas vacinas de

virus inativados.

ANTIGENOS PARA VACINAS DE CORONAVIRUS

Em uma virose, ha diversas moléculas do patégeno, internalizadas e estranhas ao
organismo, que podem induzir uma resposta do sistema imunologico. O préprio corpo do
virus, ou fragmentos virais incluindo proteinas, lipideos, polissacarideos, acidos nucleicos,
entre outros componentes, é capaz de ativar em diferentes graus o sistema imunolégico.
(HU et al, 2021) A titulo de ilustragcdo destes componentes virais, as estruturas lipidicas
e proteicas do virus SARS-CoV-2, causador da sindrome aguda respiratoria severa
COVID-2, estéo ilustradas na Figura 1. A glicoproteina S é o mais importante antigeno,
constituindo uma espicula na superficie dos virus. A razdo é sua grande disponibilidade na
camada envelopada lipidica do virus e sua presenca exposta na estrutura viral compondo
a coroa do virus. Esta proteina faz parte do ferramental de entrada na célula hospedeira,
produzindo vacinas efetivas contra o SARS-CoV ou mesmo MERS-CoV. (WRAPP et al,
2020) Por sua vez, as proteinas S com sua conformacao proteica natural, sdo capazes de
exibir alta imunogenicidade e epitopos; mesmo quando apresentadas através de perfusbes
de proteinas recombinantes carregadas em nanoparticulas, ou também quando produzidas
em células geneticamente modificadas de espécies diferentes do hospedeiro. (COLEMAN
et al, 2020)

A glicoproteina S do SARS-CoV-2 contém 1273 anino &cidos, ~140 kDa. Esta
proteina S contém duas subunidades S1 e S2, sendo S1 com dois dominios definidos
por dominios terminais N e C (N terminal domain, NTD; e, C terminal domain, CTD, da
sigla em inglés). Na subunidade S1, terminal CTD, ha o dominio do receptor de ligagédo
(Receptor Binding Domain — RBD, do inglés). RDB diretamente interage com o receptor
ACE2 da célula hospedeira. AACE2 é uma proteina transmembrana expressa na superficie
celular do hospedeiro, em diversas células do corpo, em grande extensédo no epitélio do
sistema respiratério, também caracterizada como enzima conversora de angiotensina 2
(angiotensine convertion enzime, ACE2, da sigla em inglés). (XU et al, 2020) Na subunidade
S2 ha elementos que auxiliam na fusdo de membrana do virus a célula do hospedeiro,
incluindo um peptideo para fusdo de membrana interna (FP) e diversos outros peptideos
ndo detalhados neste artigo. Tanto a proteina S, como os fragmentos RBD, S1, e NTD,
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contidos na proteina S, podem ser usadas como antigenos no desenvolvimento de vacinas.

(ZHANG et al, 2020)

As proteinas N, ~50 kDa, sédo as mais abundantes no coronavirus, tendo multiplas

funcdes como formacgéo do nucleo capsideo, replicacdo do RNA e transcricdo do RNA

viral. (MCBRIDGE et al, 2014) Ha controvérsias sobre o uso desta proteina como antigeno.

(COLLISSON et al, 2000) Por sua vez, a proteina M, uma glicoproteina transmembrana

de ~25 kDa, € abundante e capaz de produzir uma forte resposta imune (LIU et al, 2010),

tendo a vantagem de ser geneticamente estavel em mutagbes em diferentes espécies

virais. (NEUMAN et al, 2014) As proteinas E ndo sdo adequadas para uso imunogénico,

pelo pequeno peso molecular, e diferencas de codificacdo presentes entre coronavirus,

apesar de ser responsavel pela secrecéo de fatores inflamatérios como IL-1b, TNF, e IL-6.

(NIETO-TORRES et al, 2014, ZHANG et al, 2020).

envelope lipoprotéico, com

Proteina envelope E
de membrana

_ Proteinado Nucleo Capsideo (N)

Proteina hemaglutinina-

membrana fosfolipidica

ProteinaM

_-Nucleo Capsideo

Glicoproteina Spike (S)

Esterease (HE) RNAviral  ou EspiculaProteina

gendmico de matrix (M)

Figura 1 — llustragdo da estrutura do SARS-CoV-2 e suas principais proteinas estruturais.

A vacina é a arte de apresentar estes imunogénicos, do proprio agente ou

assemelhados ao patégeno, ao sistema imunoldgico humano, sem produzir a doenga, e, ao

mesmo tempo, capaz de induzir uma imunidade adquirida ativa com potencial de antecipar

e melhorar a intensidade e a rapidez da resposta imunoldgica a uma contaminacgao real do

patégeno. A vacina reduz a intensidade dos efeitos deletérios produzidos pelo patégeno

quando o organismo € contaminado.
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VACINAS E SEUS METODOS DE PRODUCAO

Sintese de DNA H Cultivo células . . Sintese
i Sintese de RNA e Selecdo de lipideos -
Genes especifico modificadas de materiais
L ] 3 h | k3 X
Replicagao DNA RNA Ppurlfl‘cdagao Producdo Produgdo
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t N
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Filtracdo
Purificacdo
. J
Formulacdo
Filtracdo
Esterilizante

Figura 2 — Diagrama da produgéo de vacinas que fazem uso de partes do virus nativo, &cidos
nucleicos ou subunidades virais.

Hé diversos tipos de vacinas. A figura 2 ilustra de forma resumida, e em bloco, os
principais processos de producgéo de vacinas, que nao fazem uso do corpo do virus, mas
parte da estrutura viral. Existem vacinas de acidos nucleicos, DNA ou RNA. Ha também as
vacinas das subunidades virais, sendo que as subunidades s&o as proteinas mais efetivas
na produgéo de uma resposta imunogénica. O grupo de vacinas, que faz uso de segmentos
da estrutura do virus, suas proteinas ou 0 material genético, necessita de um veiculo de
transporte destes componentes no organismo do animal. Estas estruturas de transporte,
em geral, encapsulam estes componentes biol6gicos por meio de estruturas lipidicas
envelopadas, ou mesmo nanoparticulas. Nas préximas sec¢des serdo descritas a tecnologia
das vacinas de acidos nucléicos, RNA e DNA, e de subunidades virais.

VACINAS DE RNA MENSAGEIRO

A vacina conhecida como de RNAm, ou de acidos nucléicos, ou vacina genética
€ uma tecnologia recente. Fragmentos de RNA, ou RNA sintético, sdo encapsulados e
empregados como imunizantes. Ao entrarem nas células, fazem as células mamarias do
hospedeiro interpretar as instrucées do RNA, como um RNA mensageiro, e empregar 0s
ribossomos para produzir fragmentos das proteinas virais. Depois de varredura do codigo
do RNAm, este é descartado. A célula desloca os fragmentos proteicos para a superficie da
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célula. Células do sistema imune reconhecem estes fragmentos na superficie celular como
antigenos, e monta um sistema de defesa contra estes componentes virais. (KRAMPS e
ELBERS, 2017)

As vacinas de RNA carregam informagcdo genética para a expressdo enddgena
de proteinas no paciente. A molécula de RNA & composta por ribonucleotideos. Estes
sé@o constituidos por uma ribose (aglcar), um fosfato e as bases nitrogenadas. As bases
nitrogenadas sé@o as purinas: Adenina (A) e Guanina (G); e, pirimidinas: Citosina (C) e
Uracila (U). A sintese do vetor de RNA contém uma estrutura de leitura aberta que codifica
o antigeno de interesse, otimizado, tendo as regides ndo-traduzida (untranslated region,
UTR, da sigla em inglés) 5’ e 3’, nas ramificagbes, e internamente o cédigo de leitura
aberta (open reading freedom, ORF, da sigla em inglés) o terminal 5’ & dito estrutura cap
(cap, adotado do inglés, ou capacete). O cap 5’ € uma estrutura encontrada na ponta 5’ do
RNAm eucariético, composto por um derivado de guanosina metilada, a 7-metilguanosina
(7-MegG), em uma ligagdo incomum 5’-5’ ao nucleotideo terminal do transcrito primario. A
ponta 3’ € composta de poliadenilagdo da cauda 3’, dita poliA. O cap 5’ € necessario para a
sintese de proteinas pois € onde o RNAm se liga ao ribossomo. Além, cap 5’ pode proteger
o RNAm de degradacéo por nucleases. Estas regides servem para intensificar a producao
antigénica pelo aumento da taxa de tradugéo. Entao, 5’ cap, 5’ UTR, ORF, 3’ UTR, e poliA
sdo otimizados no vetor de RNAm para o imunizante. (HAMES e HOOPER, 2005)

A tecnologia envolve a sinteses de RNAm, modificacdo e emprego de uma
tecnologia de entrega. Em geral, tem baixo custo e administracdo segura. Envolve a
selecéo do antigeno, a sequéncia otimizada, a construcdo da sequéncia de nucleotideos
modificados, a otimizacdo do sistema de entrega, a avaliagdo da resposta imune e os
testes de segurancga. (CDC, 2021)

Apo6s o RNAm sintético ser internalizado na célula hospedeira, a célula emprega
0 magquinario celular para producéo de proteinas do virus, e, consequentemente, ativar o
sistema imunolégico. (CDC, 2021)

A entrega de RNAm na célula é alcancada por uma formulagéo da molécula em
nanoparticulas lipidicas. Esta estrutura protege a fita de RNA e ajuda sua absorgéo nas
células. Assim, os acidos nucléicos podem ser entregues as células por micro injegéao,
eletroporacgéo e transfecgdo mediada por lipidios. No caso da vacina, a molécula de RNA
€ encapsulada em nanoparticulas lipidicas. A vacina estimula o sistema imunologico
adaptativo a criar anticorpos que visam precisamente esse patdgeno, em particular através
da expressdo de proteinas solUveis a partir do RNAm internalizado. O RNA no citosol,
é reconhecido pelo complexo ribossémico, se ligando ao ribossomo. O RNAm ¢ lido da
posicéo 5’ até 3’. No processamento, o ribossomo recebe aminoacidos que séo transferidos
dos tRNAs que vao se encaixando. Os aminoacidos vao se adicionado formando uma
cadeia peptidica, até que a posicao 5’ € atingida, e o ribossomo libera o peptideo sintetizado.
O RNAm néo altera o material genético no nucleo celular. A vacina de RNAm produz uma
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imunidade humoral e celular. (HAJJ, 2017)

Apoés a transfeccdo de RNAm de codificagdo de antigeno no citosol de uma célula
apresentadora de antigenos (APC), o RNAm ¢ traduzido em peptideo antigénico. Este
peptideo antigénico é transformado em epitopos de peptideos menores que se ligam
ao complexo de histocompatibilidade classe | ou classe II, ditos MHCs. Os MHCs séo
transportados para a superficie celular, onde apresentam seus epitopos antigénicos para
células T CD8* (citotdxica) ou CD4* (T helper, do inglés), levando a imunidade celular ou
uma resposta anticorpo especifica de antigeno, respectivamente (MIDOUX e PICHON,
2014) Os linfécitos T helper compde as células de memdria imunoldgica contra o patégeno.
(ABBAS, 2007)

Ha vacinas de vetor RNAm néo replicante, e replicante, dita RNA autorreplicante.
Nesta ultima € necessario um elemento viral acessorio que leva a auto amplificacdo do
RNAm. Com RNA autorreplicantes, a expressao de proteinas sera de elevado nivel e em
prolongado tempo. (KRAMPS e ELBERS, 2017)

O perfil de producéo tipica € um RNA sintético, a partir da sequéncia da informacao
dos acidos nucleicos. A vantagem desta técnica é a ndo necessidade de manipular o
patdgeno, evitando riscos para a salde e meio ambiente, além do processamento rapido
da vacina.

A Pfizer e BioNTech junto com a Fosun Pharma produzem a vacina BNT162b2,
conhecida como Comirnaty. As vacinas Comirnaty (Pfizer e Covishield da Astrazeneca em
parceria com a Oxford, envasada no Brasil pela Fiocruz) empregam a vacina de RNA.
(WHO, 2021) A Moderna/NIH/CEPI, junto com o Instituto Nacional de Alergia e doencgas
infeccionas (NIAID) fabrica uma vacina de RNAm. A vacina de RNAm do SARS-CoV-2,
desenvolvida pela Moderna, incorpora 0 RNAmM-1273, RNAm-1283, dominio RBD, que
codifica a proteina S. (PARK, 2020) CureVac AG/CEPI produz uma vacina de RNAm. A
vacina emprega a estratégia do uso de RNAm para expressar particulas que imitam o virus
in vivo. (SMITH, 2020).

Ha outras empresas envolvidas. Stermirna Therapeutics pode sintetizar RNAm
de diferentes comprimentos em funcéo por transcricdo in vitro. A empresa encapsula o
RNAmM em nanoestruturas composta de uma mistura de polimeros, encapsulado em uma
calota lipidica, LPP. Ha a perspectiva de produgédo de uma vacina para SARS-CoV-2 com
tal tecnologia. (Stermirna, 2021) BD Gene Therapeutics também tem uma Plataforma de
liberagdo de RNAm e plataforma de edigdo de genes. (BDGENE, 2021) Por sua vez, ZY
Therapeutics Inc. apresenta inovagdes na entrega de drogas, através de tecnologia de
encapsulamento de proteinas biocompativeis, no caso nanoparticulas de albumina. Esta
também apresenta uma plataforma biodegradavel de carboidratos poliméricos modificados
a base de vitaminas para liberagcdo de droga. (ZYTherapeutics, 2021) Cansino Biologics
Inc. apresenta tecnologia de vetor viral ndo replicante baseada em vetor de adenovirus tipo
5 para produgéo de vacinas. A empresa emprega a técnica nas vacinas Ad5-nCoV, vacina
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TB, PBPV, PCV13 e DTcP. A vacina para covid Ad5-nCoV ja foi aprovada na China e outros
paises. Uma vacina inalada esta também em teste pela empresa. (CanSino, 2021)

O RNApode ser estavel, principalmente quando liofilizado. RNA ndo pode ser exposto
a enzimas RNAse. Uma molécula de RNAm pode espontaneamente ser incorporada em
grande quantidade em muitas células e iniciar a expressado de proteinas em minutos. A
captacao de RNA serd melhor se incorporado por meio de lipideos ou polimeros. (RHOADS,
2016)

O RNAm sintético ndo muda o genoma da célula hospedeira. Em geral, 0 RNAm
sintético fora da célula é muito fragil e para preserva-lo é necessario armazenamento a
-80°C. (MARKIEWICZ et al, 2021)

O RNA pode ser assim purificado: i) por meio de células ap6s a lise; ii) sintetizado
quimicamente a partir de nucleotideos livres; iii) sintetizado por enzimas usando uma
polimerase de RNA para transcrever um modelo de DNA. (RHOADS, 2016)

VACINA DE DNA

A vacina de DNA consiste em um uma molécula de DNA plasmideo que codifica um
ou mais antigenos. Elas s@o superiores as vacinas de RNAm na formulacdo necessaria
para estabilidade e eficiéncia de liberagéo de proteinas por células. Entretanto, quando o
segmento de DNA entra no ndcleo da célula do hospedeiro pode trazer risco e mutagbes
no genoma do hospedeiro. (LOWERIE e WHALEN, 2020)

Um tipo de vacina de DNA tem sido desenvolvido pela Inovio Pharmaceuticals, INO-
4800, para covid-19. (INO-4800, 2021) Takis Biotech, subsidiaria da Linea Rx, também
utilizam desta tecnologia. A Takis Botech desenvolve vacina de DNA Linear para Covid-19,
com o gene completo da proteina S. O segmento de DNA é produzido usando a tecnologia
PCR. (Takis, 2021) Ha outras vacinas de DNA para SARS-CoV-2 em progresso, como a
nCov, AG0301-COVID19 e GX19N. (WHO, 2021)

VACINAS DE SUBUNIDADES PROTEICAS

Neste caso 0s imunizantes sé@o proteinas virais injetadas no hospedeiro. As
subunidades incorporam antigenos com forte capacidade de imunogenicidade que
estimulam eficientemente o sistema imune do hospedeiro. Sdo em geral seguras e viaveis
de serem produzidas. Elas incluem coadjuvantes para auxiliar no estimulo do sistema
imune. (CUIQING et al, 2014)

As vacinas de subunidades do SARS-CoV-2 utilizam a glicoproteinas da espicula
S que previne sua interagdo com o receptor da enzima 2 de convers@o de angiotensina
(ACE2), como antigeno. A proteina S é responsavel pela entrada do virus na célula e é o
principal alvo para anticorpos neutralizantes. As subunidades, em geral, sdo produzidas via
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a expressdo em células mamarias geneticamente modificadas.

Novavax Inc. faz uso da tecnologia de subunidades proteicas, incorporando
proteinas S recombinantes em nanoparticulas com coadjuvante da matriz M. (Novavax,
2020) A empresa Clover Biopharmaceuticals Inc, faz uso da proteina recombinante S-trimer
semelhante a nativa com a tecnologia trimer-tag, produzindo a SCB-2019 com coadjuvante
ASO03 ou CpG1018 mais fosfato de aluminio (Clover, 2020) A Johnson & Johnson, Pasteur
Instituto, e Chongqing Zhifei Biological Products Co. desenvolvem vacinas de subunidades
proteicas semelhantes. A Anhui Zhiefi Longcom Biopharmaceutical utiliza células CHO
modificadas para producgéo das subunidades proteicas. (WHO, 2021)

VACINAS DE EPITOPO OU DE PEPTIDEOS SINTETICOS

Estas vacinas contém apenas certos fragmentos do antigeno intacto e sao
usualmente preparadas por sintese quimica. Epitopo ou determinante antigénico é a menor
porcéo de antigeno com potencial de gerar reposta imune, sendo a parte do antigeno que
se liga aos receptores celulares e ou a anticorpos. O baixo peso molecular e complexidade
estrutural resulta em baixa imunogenicidade. (Subvaccine, 2015)

O alto contagio do patogénico traz grandes riscos e dificuldades para a pesquisa. As
particulas semelhantes ao virus com estruturas multi proteicas que imitam a organizagcéo
e conformacgéo das proteinas do virus, mas sem transportar o0 genoma viral, sdo Uteis e
seguros para estudos dos mecanismos da infecgéo viral, avaliagdo de drogas e liberacéo
das drogas. (Subvaccine, 2015)

A Universidade de Ciéncia e Tecnologia de Hong Kong estabeleceu um grupo
de epitopos de células B e T de proteinas S e N do SARS-CoV. Empregam um vetor
viral replicante, a DeINS1-2019-nCoV-RBD-OPT1 que é uma vacina intranasal baseada
em RBD. A Generex Biotechnology estd desenvolvendo uma vacina nesta tecnologia.
(Generex, 2021)

Adjuvantes séo requeridos para aumentar a resposta do sistema imune em vacinas
de virus atenuado ou vetores de virus vivos. Os adjuvantes usualmente empregados séo
fosfato de aluminio. Por sua vez, o MF59 e o MF50 sdo uma emulsdo em agua e 6leo de
Tween 80 (CAS 9005-65-6), trioleato sorbitano, e esqualeno, que criam um ambiente mais
apropriado para recebimento da vacina. Outro adjuvante foi desenvolvido pela Glaxo Sith
Kilne (GSK), incluem ASO1 (lipossoma contendo 3-o-descil-4-monofosforil lipideo A (MPL)
e saponina QS-21), AS02, AS03 e AS04 (adjuvante fosfato de aluminio contendo MPL). O
adjuvante é capaz de regular o tipo de resposta imune. Uma combinagédo de adjuvantes
pode ser aplicada para melhorar a resposta imune. (Subvaccine, 2015)
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VACINA DE VETOR VIVO REPLICANTE

Estas vacinas utilizam viroses vivas como vetor que expressam antigenos
heterogéneos. Elas tém forte imunogenicidade, maior que as vacinas de vetores atenuados.
A vantagem de tais vacinas é sua capacidade de simular uma infec¢é@o natural da virose.
Entretanto, o virus de transporte tem a possibilidade de manter a replicagdo viral com
atividade baixa por longo periodo. (GUROFF, 2007)

Houston-based Greffex Inc. construiram um a vacina de vetor adenovirus para
SARS-CoV-2. Tonix Paharmaceuticals baseia-se no virus Horsepox expressando a proteina
S (TNX-1800). Por sua vez, a Johnson & Johnson utiliza a plataforma do vetor adenoviral
AdVac para desenvolvimento da vacina.

A empresa Aivita Biomedical Inc, produz a vacina AV-COVID-19 usando vetor
viral replicante baseado em células dendriticas. A vacina consiste em células dendriticas
autologas carregadas com antigenos do SARS-COV-2, com ou sem coadjuvante GM-CSF.
(WHO, 2021) Vetores replicantes como bactérias também podem ser empregadas, como
Salmonella enteritidis oral (3934Vac) baseada na expressao de proteinas RBD. (WHO,
2021)

VACINAS DE VETOR VIRAL DEFICIENTE EM REPLICAGAO (ViRUS INTEIRO)

As vacinas de vetor sdo construidas a partir de um virus de transporte com a funcéo
de recipiente como o adenovirus, vaccinia virus, lentivirus, herpes virus, ou um virus da
variola, ambos modificados nao replicantes, podem ser empregados para armazenar um
gene especifico do virus selvagem de interesse. (GAROFALO et al, 2020)

Apos internalizado na célula do hospedeiro, uma resposta imune protetiva no
hospedeiro, incluindo células T e anticorpos séo gerados. O gene em geral consiste na
producao de proteinas com as hemaglutininas (H), ou proteina S da espicula viral, entre
outras. Esta tecnologia de vacina ja tem sido explorada a mais de 25 anos. (PLOTKIN,
1995)

Assim, as vacinas de vetor viral encapsulam uma sequéncia de acidos nucléicos,
RNA ou DNA, do virus selvagem em um segundo virus modificado. Este virus modificado
pode contaminar células do hospedeiro, mas néo se reproduzir por falta das informacoes
genéticas necessarias; entretanto, depositam sua carga genética indutora de produgao de
proteina especifica. Uma imunidade prévia ao adenovirus pode prejudicar a imunizagao,
desta forma € necessario verificar a eficacia da vacina finalizada em uma populagcéao
especifica, perante o subtipo de adenovirus empregado na composi¢do da vacina. (ZHU
et al, 2020)

A vacina Covishield ChAdOx1-s-AZ01222 (parceria entre a Universidade de Oxford
e AstraZeneca) é uma vacina de vetor viral, utilizando o vetor adenovirus chimpanzé
ChAdOx1, deficiente em replicacéo. Os genes de replicagéo foram deletados e substituidos
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por genes de codificacdo da proteina S do SARS-CoV-2. Esta vacina esta sendo produzida
em diversos paises, em especial no Instituto indiano Serum, em Pune. (Serum, 2021;
Biospace, 2020)

A companhia farmacéutica Janssen da Johnson & Johnson desenvolveu uma
vacina recombinante AdVac, a Ad26.CoV.S. O imunizante da Janssen também emprega
esta tecnologia, no caso o vetor adenovirus humano néo replicante, que causa infec¢cbes
respiratorias e no trato gastrointestinal, entretanto, quando modificado para a producao
de vacina, o virus é cultivado em cultura celular PER.C6 e ndo apresenta estes efeitos
nocivos. (Coronavirus, 2020)

A vacina Sputnik V COVID-19, desenvolvida pelo Instituto Gamaleya de Pesquisa,
e Ministério da Saude da Russia, também faz uso de um vetor viral ndo replicante,
0 adenovirus recombinante de tipos 26 (Ad26) e 5 (Ad5) contendo um gene cDNA que
codifica a proteina completa da espicula S do SARS-CoV-2. O adenovirus Ad26 € usado na
primeira dose; enquanto o Ad5 € usado na segunda dose. (Sputnik5, 2021)

VACINAS DE VIRUS SELVAGENS INATIVADO OU ATENUADAS

Vacinas contra doencas virais e bacterianas tem sido a maior intervencéo tecnolédgica
na histéria médica em favor da sadde coletiva. (MINOR, 2015)

As vacinas atenuadas contém agentes infeciosos enfraquecidos com viruléncia
reduzida a niveis seguros. Os virus atenuados sdo gerados frequentemente em ovos
embrionados. O virus atenuado tem capacidade de replicagéo lenta no hospedeiro. Este
€ o classico método de produgédo de vacinas nas Ultimas décadas. As vacinas de virus
da caxumba, poliomielite oral (VOP), rubéola, sarampo, varicela, e da febre amarela, sao
vacinas de virus atenuados.

Por sua vez, as vacinas inativas sao produzidas a partir da replicagao viral e posterior
inativagdo do virus por radiacdo, por reacdes quimicas ou por calor, para eliminar sua
capacidade de replicacdo no hospedeiro. Estas empregam agentes totalmente inativados
ou particulas destes. (SABBAGHI, 2019)

As vacinas de virus inativado empregam todas as unidades do virus como antigeno,
incluindo proteinas, lipideos, polissacarideos, acidos nucleicos, presentes na estrutura
viral, entre outras. (ZHANG et al, 2020)

A tecnologia de vacinas inativadas ou atenuadas tem grande vantagem pela vasta
experiéncia, conhecimentos cientifico e técnico ja adquiridos, bem como processos de
fabricacdo ja instalados. Entretanto, ha grande dificuldade no controle de qualidade, e
seguranca na garantia da eliminacao da patogenicidade. (ZANG, et al, 2020)

Alguns exemplos de vacinas inativadas séo poliomielite injetavel (VIP), hepatite “A”,
gripe e raiva. As vacinas inativadas utilizam coadjuvantes para ampliar a resposta imune.
Estas vacinas empregam muitas doses. As vacinas da gripe sdo exemplos destas vacinas
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inativadas. (Fiocuz, 2020)

As vacinas Coronavac da Sinovac (Sinovac Research and Development Co. e Grupo
Biotec Nacional da China e Instituto de Wuahn, em colaboragdo com o Instituto Butantan),
a BBIPB-CorV inativada SARS-CoV-2 em células Vero (Sinopharm com a Biotech e Beijing
Instituto de Produtos Biolégicos), e Codagenix, em colaboragéo com o instituto Serum da
india, fazem uso desta tecnologia. A Sinovac é uma empresa biofarmacéutica experiente em
producéo de vacinas, incluindo imunizantes para os virus hepatite A, hepatite combinada A
e B, gripe, H5N1 e H1N1. Codagenix é uma empresa experiente em construcéo de vacinas
de virus atenuados. (Codagenix, 2021)

METODOS DE PRODUGCAO DE VACINAS POR INATIVACAO VIRAL

Cultivo viral .
brionéri " Colheita
Ovos embrionarios Viral
ou Cultura celular
'
Clarificacdo
Purificacao
Inativacdo )
Fragmentacdo Vacina de Vfirus Inativado
Filtracdo " Formulacdo
Purificacao ¢
L 3
Filtracdo
Esterilizante

Figura 3 — Organograma de produ¢ao de vacinas por inativagéo viral

Em geral, a produgéo da vacina por cultura celular, para a técnica de virus inativado,
pode envolver os seguintes procedimentos, conforme apresentado na Figura 2: i) Cultivo
viral, incluindo produgéo dos meios de cultura; crescimento celular, inoculagdo, propagacao
e replicagéo viral; extracéo do virus por lise ou brotamento; e colheita viral na suspencgéao;
ii) Filtracao e clarificagcéo, incluindo remocao de acidos nucleicos por digestéo; clarificacao
primaria (ultracentrifugacéo), e secundaria (filtragem); e cromatografia por troca i6nica
anidnica ou exclusao de tamanho; iii) Inativagéo viral; iv) Ultrafiliracéo e filiracao por dialise
(UF/DF); v) Formulagao com adjuvantes, estabilizador; vi) Filtracéo para esterilizagéo.
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DESCRICAO DOS PROCESSOS PARA VACINAS DE ViRUS INATIVADOS

Conceitos em Quantificacao Viral, Grandezas e Unidades

Dose infecciosa. O método padrdo usado para determinar a concentracao de virus
em termos da dose infecciona é o ensaio baseado em placas de Petri. Os ensaios de placas
virais determinam o numero de unidades formadoras nas placas (pfu) em uma amostra
de volume contendo o virus, que € uma medida da quantidade de virus. As placas séo
geralmente contadas manualmente e o niUmero de colénias, em combinagdo com o fator
de diluigéo utilizado para preparar a placa, sdo usados para calcular o niumero de unidades
formadoras de placas por volume de unidade amostral (pfu/mL), sendo este volume em
mL ou mL. O resultado pfu/mL representa o nimero de particulas infecciosas dentro da
amostra e baseia-se no pressuposto de que cada placa formada é representativa de uma
particula infecciosa do virus. (MARTIN, 1978; YAKIMOVICH, 2015)

Titulo do virus. A dose infecciosa da cultura tecidual de 50%, dita TCID _, é a
medida do titulado do virus infeccioso. Este ensaio de diluicdo de ponto final quantifica
a quantidade de virus necessario para matar 50% das células hospedeiras infectadas ou
para produzir um efeito citopatico, ou cito patogénico caracteristico da infecgao viral, em
50% das células de cultura tecidual inoculadas. (BARON, 2014)

Relacéo TCID e PFU. A relagéo teotrica entre o TCID,, e PFU & 0,69 PFU equivale
aproximadamente a 1 TCID,, com base na distribuicdo de Poisson, uma distribuicédo de
probabilidade que descreve quantos eventos aleatérios (particulas de virus) existem a uma
taxa média conhecida (Titulo de virus) que provavelmente ocorrera em um espaco fixo ou
volume (a quantidade de virus médio em um pogo de uma placa de 96 wells, por exemplo).
(CANN, 2015)

Conceito FFA. O ensaio de formagédo de foco, dito FFA, € uma variagdo do ensaio
da placa. Contrario da dependéncia de lise celular para detectar a formacgéo na placa, a FFA
emprega técnicas de imune ensaio usando anticorpos fluorescentes rotulados especificos
para um antigeno viral para detectar células hospedeiras infectadas e particulas infecciosas
do virus antes que uma placa real seja formada. A FFA ¢é particularmente interessante para
quantificar classes de virus que nao lizem as membranas celulares, pois esses virus nao
produziriam resultados confidveis no ensaio da placa. A FFA é expressa em termos de
unidades de formacgéao de foco por mililitro, ou FFU/mL. (FLINT et al, 2009)

CULTIVO CELULAR PARA PRODUCAO VIRAL

Para producao de uma vacina normalmente ha a necessidade de largas quantidades
do agente infeccioso. Assim, se faz necessario uma fonte confiavel de producéo deste
patégeno. A fonte usual de producgéao viral, por exemplo, tem sido embrides de galinha,

isto &, ovos fertilizados. Neste caso, ha forte contaminacao de residuos no meio, contendo
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colageno e ovoalbumina, além de diversas outras proteinas das células do embrido.
(NANDI,2019)

Areplicagédo viral em larga escala também pode ser feita através do cultivo celular in
vitro (OLIVO, et al, 1996) Algumas tradicionais linhagens ja foram empregadas para tal fim,
como: células de rim de macaco verde africano (Vero); células do epitélio humano (HEp-2);
células do rim de macaco Rheus (MA-104); linhagens celulares murina continua; e células
estreladas hepaticas (GRX) (GAMARRA et al, 2011)

Além, temos células humanas diploide (MRC-5; WI-38; e FRhI-2); ou células
continuas (NIH-3T3; BHK2, CHO, EBx; Per.C6, MDCK e 293P). Células Vero sdo as mais
comumente usadas. S&o cultivadas em baixa tensdo de Oxigénio e presenga de CO, 5%.
As células GRX sao suscetiveis a infeccao por Herpes simples tipo 1 e 2 (HSV-1, HSV-
2), Sindbis - SIN e virus da encefalite equina do Oeste — WEE. Apesar de haver vérias
linhagens para propagacao viral in vitro, ha necessidade ainda de novas linhagens para
intensificar a produgéo de virus emergentes, mesmo 0s coronavirus humanos. (ROYOZZO
et al, 1973; LELAND e GINOCCHINO, 2007)

As células séo cultivadas em solugdo de meio aquoso, em suspenséo. Entretanto
€ possivel manter cultivo de células aderentes em segmentos microscopicos, ou
microdispositivos tipo granulos porosos, ditos micro carregadores (beads ou microcarries),
postos em suspensdo por agitacdo. Quando cultivadas em beats ha necessidade de
remocgao das células com inclusédo de tampdes e tripsina, que necessita posteriormente
serem filtrados. (NANDI, 2019)

Estas células séo geralmente cultivadas com soro fetal bovino (5 a 10%) inativado
com calor, em meios aquosos ricos com aminoacidos essenciais, complementado com
antibi6ticos e fungicidas, bicarbonato de so6dio, e glutamina, entre outros nutrientes e
tampdes, a temperatura de 37°C em ambiente de CO, a 5%. (ASCHNER e COSTA, 2019)

A producdo de agentes virais empregando cultura de células traz algumas
deficiéncias, como a necessidade de incluséo de soro fetal bovino, equino ou humano, com
diversos fatores de crescimentos, citocinas solUveis, e nutrientes adicionais, essenciais para
crescimento celular; mas, indesejadas em uma suspencdo vacinal. As culturas celulares
também precisam frequentemente ser repicadas, alimentadas, necessitando troca de meio
e ajustes de temperatura, de acidez e de oxigénio dissolvido do meio. (ATTCguide, 2021)

Entretanto, o crescimento viral em cultura de células se torna atrativo pois permite
um fluxo continuo automatizado de producé@o do agente infeccioso. Cultura de células
aderentes em microdispositivos tipo beads ou microcarries, postos em suspensdo em
biorreator previamente projetados, alimentado continuamente por uma solugéo livre de
soro, tem se tornado referéncia tecnolégica da producgéao viral. (ZANG et al, 2011)

Um exemplo deste procedimento é o uso de células ndo tumorigénicas (linhagem
Madian Darby Canine Kidney — MDCK) para propagac¢do do virus rSV da influenza.
Cultura de células MDCK pode produzir 10° pfu/mL de virus influenza, 3 a 4 dias apds
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incubacdo. Parametros como multiplicidade da infecgdo (MOI), tempo de incubacao
e temperatura devem ser otimizadas para cada linhagem e cepa viral em condicéo de
cultivo em reatores. Outro exemplo, é o uso do meio de cultura CELLVENTO BHK-200,
livre de soro animal, para incubac¢do de FMDV virus, para eliminar o risco apresentado
pela encefalopatia espongiforme bovina (BSE), transmissivel pelo agente da encefalopatia
espongiforme (TSE), além de evitar a contaminacao por microplasma. O meio é formulado
sem componentes derivados de produto animal. Este meio de cultura é essencial para
propagacéo de células BHK21 em alta densidade.

Apds incubadas com virus de forma asséptica, o cultivo celular tem crescimento
continuo por 5 a 7 dias. Ocorre a incubacao, e o cultivo viral atinge seu maximo a 24 a
72h ap6s. Apos infectada pelo virus, a célula produz o agente infeccioso que sequestra
0 mecanismo biomolecular celular, internalizando-se na célula. Apbs vasta replicacao
intracelular, estes séo liberados por lise celular ou brotamento. Quando os virus levam a
célula do hospedeiro a lizar, liberam agente infecioso no meio de cultura além de residuos
intracelulares e nucleares.

A titulacao viral pelo método da diluicéo limite para quantificar a infectividade viral &
medida pela dose infecciosa de cultura celular a 50% da populagdo em 25 mL da suspencéo
do meio, dita TCID50/25 mL. As titulagbes s&o expressas em log,, (TCID50/25 mL).
(MARTIN, 1978; YAKIMOVICH, 2015) As linhagens GRX e Vero produzem semelhantes
replicagdes virais. Em geral, a titulacdo atinge o valor logaritmo de 3 a 6 para a primeira
passagem viral em 25 mL de suspencéo.

Em geral, TCID50/mL, bem como log,, FFU/mL atende valores cerca de 8,0. As
células semeadas em micros carregadores atingem 10 a 40 Células por micro carregador,
e sao proliferadas no periodo de 2 a 5 dias. A entrada viral esta entre 10 a 100 FFU/mL. E
aceitavel que apos purificagédo viral o meio pode chegar até 0.1 ng de fragmentos de DNA
da célula hospedeira (HCD) e menos que 0,3 mg de proteinas da célula hospedeira (HCP),
por 7 log,,FFU do virus.

Apés replicagédo viral, os fragmentos celulares das células hospedeiras séo
desprendidos, ocorre a picnose celular, seguido de fragmentacdo citoplasmatica e
desprendimento da monocamada, contaminando o meio com proteinas, lipideos, fragmentos
celulares, organelas, e acidos nucleicos da célula lisada. Pode também haver proteinas
do soro fetal bovino, proteinas de ovalbumina, quando cultivado em ovos embrionarios,
residuos de DNA da célula hospedeira lisada, entre outros. Todos estes residuos devem
ser separados do agente antigénico em proporcdes significativas.

Outro aspecto é a produgéo de proteinas imunogénicas, que ndo necessariamente
sejam o proprio virus integro, mas proteinas associadas a estrutura do agente patogénico.
Por exemplo, a diferenca de virus influenza sédo baseadas na diferenca de duas proteinas
estruturais internas, nucleocapsideo (NP) e proteinas da matriz (M). Os subtipos de

virus influenza sé@o descritos pela variagdo antigénica de glicoproteinas de superficie,
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hemaglutinina (HA) e neuraminidase (NA). HA € uma proteina imunogénica de ~77kDa
localizada na superficie do envelope do virus. ANA, de peso molecular de ~220kDa, € uma
proteina enzimatica de superficie. Tais subprodutos podem ser tomados como agentes

antigénicos.

DIGESTAO NUCLEICA

A colheita viral deve ser tratada com enzima que quebra as moléculas de DNA para
a digestdo das cadeias de acidos nucleicos da célula hospedeira. A digestdo de DNA é
feita pela endonuclease recombinante modificada, nomeada Benzonase, que degrada o
DNA em oligo nucleotideos, na presenca de ions de magnésio. Sdo usados 50 unid./mL
com 2mM de MgClI, a 32°C por 3 horas. A reagéo é parada com adi¢do de 5mM de EDTA.
(Millipore, 2020)

PROCESSOS DE CLARIFICACAO

A clarificag@o e purificacdo sao necessarias para remog¢ao dos residuos das células
hospedeiras e produtos quimicos indesejados do sobrenadante. Apdés a colheita viral, a
clarificacao remove as células integras e debris celulares, diminuindo a turbidez do meio.
Com o rompimento das células, os produtos intracelulares aumentam a viscosidade e gama
de contaminantes. (DAVIS, 2019)

A microfiltracédo (MF) consiste na operagdo de uma membrana de 0,1-10mm de
didametro que pode reter micro-organismos, particulas em suspensao, detritos celulares,
células mamarias, fungos e bactérias (DAVIS, 2019). A microfiltragcdo pode deixar passar
proteinas e viroses. Pode ser implementado em um fluxo continuo cruzado em um bioreator,
e usado para reter células, ou mesmo para reciclar tais elementos. Esta tecnologia pode
ser usada para clarear, removendo células e fragmentos celulares do substrato primario.
A maior parte da membrana MF tem tamanho nominal de poros de 0,1-0,2 mm. Ele pode
operar na configuracao de fluxo cruzado ou fluxo direto. (DAVIS, 2019)

Em geral, ha dois processos para a clarificagéo: primario e secundario. Acentrifugacao
é usada para clarificacdo primaria. A filtragem constitui o processo secundario. E possivel
também incluir um processo intermediario, no caso trés processos de filtragdo: primario
(centrifugacgéo), profundo (dialise), e final por filtracdo por membrana (filtragcdo direta ou
cruzada). Afiltracdo por membrana pode ser: direta ou frontal, de passagem simples (DFF),
e filtracao por fluxo tangencial (TFF) ou dita de fluxo cruzado. (DAVIS, 2019)

Na clarificacdo em geral h4 membranas de 1.2 mm e 0,45 mm. Em geral, a uniéo
entre os processos de clarificagdo e a colheita reduz o tempo de processamento. TFF
(0.45 e 065 mm) é usado para clarificagéo primaria para virus da influenza. A taxa tipica de
producao é 50% com TFF com a clarificagao primaria. A segunda clarificagéo é filtragdo com
0.22 mm ou 0.45 mm. O virus Influenza e DNA de célula hospedeira possuem carga elétrica
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negativa; entao, filtros carregados positivamente empregados na filtracdo produzem alta
adsorgao de virus com boa remogédo de DNA. Os processos de eluigéo e filtragem de virus
podem ser monitorados pela absor¢do de UV em 280 nm. (DAVIS, 2019)

PROCESSOS DE PURIFICAGAO

Por sua vez, a purificacdo separa a substéncia alvo de outras moléculas com
caracteristicas fisico-quimicas altamente significativas e semelhantes. A purificagcéo, ou
nano filtragdo, pode envolver varios processos combinados, e muitas vezes ser repetitivos,
e incorporados intercalados a diversas fases do desenvolvimento do imunizante. (PEEVA
e LIVINSTON, 2019)

Os processos de nano filtracdo sdo: a) remocédo de soluto (endonuclease) nao
especifico e estabilizagcdo da colheita viral; b) alteragcdo de concentragdo e ou troca de
tampao, ou troca de solvente; c) purificagdo por cromatografia. (CARVALHO et al, 2019)

A troca de tampé&o em geral € feita por dialise, ultrafiltracéo e diafiltragcdo (DF). Uma
membrana escolhida de acordo com o peso molecular, por exemplo de 500kDa, pode
também ser utilizada para troca de concentragdo e de tampéao. (PEEVA e LIVINGSTON,
2019)

Na purificacdo é interessante reduzir a quantidade de endonuclease residual nao
especifica, a valores de 0.0010 ng por dose de imunizante, de acordo com os limites
normativos.

CROMATOGRAFIA

A purificacdo de alta resolugéo pode ser feita por cromatografia. Pode-se aplicar
cromatografias de troca idnica (densidade de carga na biomolécula), de afinidade (proteina
com sitios especificos), de imune afinidade (adsor¢céo antigeno e anticorpo), de interacéo
hidrofébica (hidrofobicidade), de exclusédo molecular (massa molar), e com membrana
adsortivas (massa molar). (HOFFMANN et al, 2019)

A cromatografia com membrana é usada para remover impurezas da célula
hospedeira e a enzima Benzonase. Sulfato de celulose é uma resina na qual grupos de
éster sulfato séo imobilizados em celulose. A coluna de sulfato de celulose é uma resina de
afinidade que vincula o virus na coluna, e o virus vinculado é eluido utilizando um tampéao
de fosfato-sacarose. Por exemplo, um virus pode ser purificado a partir do eluido da coluna,
pode ser diafiltrado por multiplos diavolumes de tampao de 200mM de sacarose e 100mM
de fosfato de potassio, em pH 7,2, em um cartucho de fibra oca com peso molecular de
corte de 500 kDa, para a remocéo do tampéao de eluicdo de alta concentracéo de sal e para
formulagéo do virus purificado. (HOFFMANN et al, 2019)

Para a filtragem € usual empregar elemento filtrante hidrofilico para solu¢des aquosas

com membrana filtrantes assimétrica e porosa, por exemplo feita de poliéster sulfonica,
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interna a um corpo de polipropileno. Tais filtros ndo podem desprender contaminantes no
meio, como fibras ou substancias quimicas. Tais elementos para retenc¢édo de particulas de
0,04; 0,1; 0,2; 0,45 ou 0,6 mm; podendo ser expostas a alta temperatura sem ruptura, a
agentes oxidantes. (BOI, 2019)

A cromatografia para purificacdo do virus inclui a cromatografia de afinidade, a
cromatografia de troca idnica (catidnica ou anidnica) e ou cromatografia de hidroxiapatita.
em geral, a cromatografia de exclusdo de tamanho é seguida de cromatografia de excluséo
de anions. (WICKRAMASIGHE et al, 2019)

FILTROS E MEMBRANAS

As membranas podem ser dependentes do tamanho de poro, como de osmose
reversa (< 200 Da), de nano filtracao (1-8 nm, ou 200 Da a 15 kDa), de ultrafiltracao (5 nm —
0,1 mm, 5 kDa a 300 kDa), e microfiltragcdo (0,05 — 3 mm, 100 kDa a 3000 kDa), separadas
pelo peso molecular. As membranas definem um peso molecular nominal ou de corte
normal (NMWCO). Os filtros podem ser de folhas, placa ou fibras ocas, feitos de celulose
regenerada, poliéster sulfonas, com hidrofobicidade alterada, fluoreto de polivinilideno
(PVDF), ou agregados de Oxidos de ceramica e metal, policarbonato, polipropileno,
polietileno e PTEE (Teflon). As membranas tém que ser projetadas em tamanho suficiente
para reter os fragmentos celulares e deixar passar o virus. (BOI, 2019)

PURIFICAGAO VIRAL

Como exemplo, em processos de produgdo viral, a colheita viral tratada com
Benzonase pode ser clarificada por filtros de capsulas de 1,2mm de polipropileno (PP) e
0,45 mm de PVDF. A segunda etapa envolve ultrafiliracéo e diafiliragdo com um tampéo de
sucrose- fosfato, em multiplas passagens. A segunda etapa pode ser feita em um cartucho
de fibra oca com um peso molecular de corte de 500 kDa. As particulas virais sao retidas
no lado do retentado, enquanto as proteinas, residuos de DNA das células hospedeiras e
Benzonase sao diafiltrados para o lado permeavel da fibra oca.

INATIVAGAO DO PATOGENO

Formaldeido. A substancia quimica Formaldeido é usualmente empregado
para inativacdo de agentes patogénicos na vacina. Esta substancia inativa virus pela
irreversivel ligacao cruzada em grupos aminas na superficie das proteinas dos virus. Em
geral é necessario exposicao de 24 h a 32°C para efetiva inativagdo. Uma alternativa para
inativacdo é por radiacao UV. (SABBAGHI, 2019)

Radiacdo _ultravioleta (UV). E possivel a Inativacdo viral de UV radiacdo em

comprimento de onda de 254 nm. A dose geral de UV é 5-200mJ/cm?. Radiagdo UV pode

interferir com a membrana lipidica viral e iniciar modificagdes estruturais nas proteinas
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internas e efetuar ligagdes cruzadas covalentes entre o RNA viral e as proteinas nucleares.
(SABBAGHI, 2019)

Radiacdo Gama. Este € um tipo de radiacao eletromagnética de alta energia e baixa
taxa de dose, penetrante no meio, comumente empregada para esterilizacdo de virus
influenza. E um método rapido e efetivo, mas ha efeitos na estrutura do virus limitando sua
aplicabilidade. Em geral quando aplicada em altas energias possibilita a ejecao de elétrons
das moléculas, que pode levar a quebra de ligagbes covalentes. Diferente da radiagéo UV,
a radiacdo gama tem alta penetracéo e pode irradiar grandes volumes do meio contendo
o virus. O genoma do virus € mais susceptivel ao dano estrutural pela radiacdo gama,
comparada com as proteinas do virus. Em solu¢éo aquosa, os radicais livres de espécies
reativas de oxigénio (ROS) sao os principais agentes de degradacao viral. Particularmente,
a alteracdo dos epitopos de superficie, por carbonilagdo das proteinas virais, resultam
principalmente na reducdo da antigenicidade viral e eficiéncia da vacina. (SABBAGHI,
2019)

Radiacdo de elétrons de baixa energia. A radiagcdo por elétrons de baixa energia

(REBE), ~ 500keV, com perfil de alta taxa de dose, distribuida homogeneamente, pode ser
empregada para esterilizagéo viral. Tal processo ndo produz compostos toxicos em solugéo
aquosa, que sobrevivem a longa duracgéo. Filmes finos liquidos contendo o patbgeno em
suspensdo sdo expostos a radiacdo de baixa penetracdo. O processo REBE pode ser
benéfico porque esteriliza mantendo a integridade da maioria das estruturas antigénicas
virais, produzindo vacinas mais efetivas. (SABBAGHI, 2019)

ULTRAFILTRAGEM E DIAFILTRAGEM (UF/DF)

UF/DF é usado para concentragdo do virus, remover impurezas de baixo peso
molecular e troca de solucdes tampdes. UF/DF & implementado para remover DNA,
proteinas das células hospedeiras e o composto Benzonase endonuclease. Além,
apds a etapa de ultracentrifugacéo para fracionamento, € usado para remover sucrose.
(GOODRICH, 2020)

Multiplos passes em diafiltragem, de forma ciclica, pode remover a componente que
€ permeavel a particula alvo, isto &, de tamanho e peso molecular inferior a particula viral,
por exemplo. (KULOZIK, 2019) O primeiro ciclo usa uma filtragdo por membrana 0,1mm,
e o0 segundo ciclo ultra filtragem com membrana de MW de 10kDa. O filtrado no segundo
ciclo alimentar o primeiro ciclo. Assim, no segundo ciclo concentram-se as particulas com
tamanho inferior a 0.1 mm e peso molecular superior a 10kDa. O filtrado com soluto inferior
a particula alvo retorna ao primeiro ciclo. (KULOZIK, 2019)
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CENTRIFUGAGAO DE GRADIENTE DE DENSIDADE OU CENTRIFUGAQAO
ZONAL

Centrifugacao zonal ou cromatografia € comumente usados para aumentar a pureza
do virus. A centrifugacdo zonal tem dois niveis: pelotizacdo e funcionamento. Apés 17k
rpm em 25% de sucrose, o precipitado (pellet) é suspendido e centrifugado a 25K rpm em
sucrose, criando uma banda de virus concentrado. No primeiro estagio 99.9% dos residuos
e 75% de DNA séao retirados. No segundo estagio os residuos e DNA podem ficar abaixo
dos limites de deteccdo. (WICKRAMASIGHE et al, 2019)

FILTRAGEM PARA ESTERILIZACAO

No processo de esterilizagdo, os filtros de 0.45 mm s&o empregados como pré-
filtragem, e posterior 0.22 mm para filtragem de micro-organismos, com filtracéo direta com
fluxo frontal. Esta etapa elimina patogénicos maiores que o virus, como bactérias e fungos.
(SHOAEBARGH et al, 2018)

FORMULACAO DOS IMUNIZANTES

As formulagcbes de vacinas de virus intactos podem incluir tampdes (tampdes
fosfato, 10-150 mM fosfato de potéassio e 80-150 mM de histidina, sacarose 5-10%),
aminoéacidos (ex, glutamato ou acido glutdmico, em 0.01-0.1%, e arginina (1-5%)),
hidrolisados de proteinas (ex, colageno, 1-4% hidrolisado de gelatina, como porcina,
gelatina aviaria), agentes quelantes (ex, EDTA) e preservantes (conservantes, como géis
minerais, saponina, hidroxido de aluminio, substéancias de superficie ativa, como lisolectina,
peptideos, emulsdes de 6leo ou hidrocarbonetos, e adjuvantes sintéticos). Os tampdbes
podem conter 200 mM de sacarose e fosfato ou histidina de pH 7-7.4. (BATTY et al, 2021)

Entre as fun¢des das formulagdes esta a preservacao de particulas virais intactas
em solucéo liquida por um periodo de armazenamento adequado para uma temporada de
imunizacao, quando refrigerados de 2 a 8°C, com perda de potencial aceitavel no periodo
de armazenamento. Os adjuvantes aumentam a resposta imune. (BATTY et al, 2021)

O produto pode ser seco por pulverizador, onde um spray de goticulas é passado
por uma corrente de gas aquecido a seco, formando p6 seco. Este método pode expandir
o tempo de armazenamento da formulacdo. O imunizante pode ser reconstituido com agua

estéril, solugéo salina aquosa, solugdes salinas tamponadas, entre outras combinagdes.

IMUNIZACAO

Acomposi¢cao imunogénica formulada de vacina pode ser aplicada por vias intranasal,
oral, pulmonar, intradérmica, intraperitoneal, parenteral (intramuscular, intravenosa e
subcutanea). Pode ser administrada seguindo uma via natural da entrada do virus.
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Uma dose para uma composicdo imunogénica pode variar de 125 a 200 FFU. E
comum que a resposta imunogénica adquirida melhor aconteca com multiplas doses, de 1
a 6 doses de aplicagéo, em intervalos que véo de 1 a 6 meses. (CANN, 2015)

A composi¢do imunogénica apds administrada a um sujeito ndo infectado pode
estimular o sistema imune a criar memoria imunolégica (linfocitos T helper) e aumentar a
rapidez e eficacia da resposta imune a uma contaminagéo com o virus natural. (ABBAS,
2007) Assim a vacina reduz a duracéo e a severidade de um ou mais sintomas associados
a infecgcéo pelo virus, quando infectado, sempre comparado ao sujeito néo tratado. Em
certas circunstancias, pode também aumentar a sobrevivéncia de sujeitos tratados, em
relagdo aos nao imunizados. Entretanto, a vacina ndo produz uma prote¢cdo completa ao
individuo. Mesmo vacinado, o sujeito pode ser contaminado pelo virus e produzir alguns
sintomas da doencga, mas os efeitos da doenca serdo atenuados. Ou seja, a vacina melhora

a resposta a infecgéo e atenua os efeitos deletérios clinicos.

CONSIDERACOES FINAIS

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) fornece uma lista de vacinas em
desenvolvimento para COVID-19. Sdo 184 empresas desenvolvendo vacinas de COVID-19
com estudos pré-clinicos em progresso. H4 91 empresas com desenvolvimento clinico
finalizado. As plataformas empregadas sé@o: subunidades proteicas (30%); vetor viral ndo
replicante (15%); DNA (11%); virus inativado (13%); RNA (13%); vetor viral replicante
(%); particulas semelhantes a virus (5%); vetor viral replicante mais célula apresentadora
de antigeno (2%); virus atenuado ativo (2%); vetor viral ndo replicante mais célula
apresentadora de antigeno (1%). (WHO, 2020)

As vacinas podem nao responder como previstas devido a mutagdes do virus.
No SARS-CoV-2 foram reportados 149 sitios de mutagbes no genoma de 103 cepas
sequenciadas do SARS-CoV-2, e o virus contém dois subtipos, denominado subtipos L
e S. Estes subtipos mostram grande diferenca na distribuicdo geografica, habilidade de
transmissao e severidade da doenca. (WHO, 2020)

A pandemia da COVID-19 tem mostrado a importancia da ciéncia, do estudo
cientifico em ciéncias basicas e aplicada, e da capacidade de incentivar empresas startups
de alta tecnologia em bioengenharia, engenharia genética, e na industria de vacinas.
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