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Situacao das vacinas para Sars-Cov-2 em 28/08/2021
63 vacinas em estudo clinico
343 em estudos pré-clinicos
> 3000 projetos no mundo

Situac¢ao atual da COVID-19

Mundial

Casos: 676.609.955
Mortes: 6.881.955
Brasil

Casos: 37.085.675
Mortes: 699.310

Total de doses de vacina administradas:

13.338.833.198 https://vaccines.alliedacademies.com/2017/events-list/advanced-
vaccine-technology-and-engineering

https://gisanddata.maps.arcgis.com/apps/dashboards/bda7594740fd40299423467b48e%ecf6
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Principais Tecnologias
Vetorial Nao replicante
Vetorial replicante
DNA
RNA
Subunidade de proteina
Viva atenuada
Inativada
VLP (Virus Like Particle)

Estratégias para o desenvolvimento de vacinas:

a) Escolha do antigeno (Biological API)

b) Escolha da rota de imunizagao

Stephano, MA

c) Escolha do adjuvante

d) Formulacao
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Escolha do antigeno
doi: 10.1016/j.jsb.2010.11.021

Spike glycoprotein
] ‘ trimer (S)
Sl :
\ - Nucleoprotein (N)
. and RNA genome
. “ _'" Membrane protein R4 B —
RS (M Coronavirus Spike (S)-trimer S-monomer Receptor-binding
S AAe) (CoV) domain (RBD)
‘__._ .--'—u: -; . ‘;-’
7 O A b &Y ~——Envelope small membrane protein
GRS C pentamer (E)
e /"é s R - Challenge + N Vaccination s—s
s - L - =
@ 4 : \ .
v @ l\a &) Protection <= N 00
SARS-CoV (2003)

S —— S L. ¢ | Disulfide-linked
: ORF1b Genamic RNA RBD dimer

(mRAMNAT)

opla I%Fm wf;r,‘_*"m,ls el i o l Structure-guided deS|gn
pplab [mspl| nsp2 sp|3CL e[| i | Hel [rp14]15 [16]
4. ibosoma s I Tandem repeat RBD single chain dimer
a}—j{:&ameNAB _/\H
¥ PL proteinase 7 3CL protease ORF3b i
LIE snangs AN AL i n ___ 2
B e I ;P.M—Awmnms it - : <> / \ }<>
N - o @J_ORF‘S A naasAARAAL AN AG .
Subgenomic RNAs e %F;FF??a,b AnAAAARY MRNAT
® U](;I::F%%mm mRNAS Other beta CoV SARS @@\\ﬂ]Daﬁ]@ MERS
diseases
L asniABRy MANAS X .
ORFSb https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.06.035

||ORF14  mRua?



A Biotecnologia no Desenvolvimento da vacina para SARS-CoV-2)

Tecnologia de vacinas Vetoriais Nao replicante TS0 Ti0000 115000 120000 125000 130000 135000

U I:I SAdV-Y25 genome e i

A) Consiste em obter uma cepa viral com iy R
deficiéncia na replica¢do. Esta deficiéncia e \\

obtida por manipulacao génica. Ex:
Adenovirus Humano (varios sorotipos);

LF1 LF2

o g ~ pBACe3.
Adenovirus de Primatas nao humanos (7
sorotipos); retrovirus; lentivirus; vaccinia -
virus; influenza virus; citomegalovirus; virus AEA1 clone
sendai

B) Insercao do gene de interesse no genoma
do vetor (spike protein). doi:10.1371/journal.pone.0040385

C) Insercao do genoma do vetor viral em uma
célula humana (HEK293).
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Tecnologia de vacinas Vetoriais Nao replicante

A) Oxford/Astrazenica — duas doses com intervalo de 4 ChAdOx1 nCoV-19 — Vacina de vetor viral ?‘:
semanas. Eficacia 62% ,
DNA viral
B) Sputinik-V — duas doses com intervalo de 21 dias. /
Eficacia 91,4% |

C) Johnson & Johnson — uma dose, eficacia (72% nos
EUA; 66% (Am. Lat.) e 57% Africa do Sul

D) CanSino Biological — sem especificacao de eficacia.

~—

Mitos: vacina vetorial nao replicante modifica o DNA da b ,

MED ¢ S <di ‘i tand Gene da proteina S
célula; tem chip de cdédigo genético representando o . 46 SARS-COV.2
666. I

Adenovirus
. ; ) Imagem adaptada:
Verdades: nao podera ter outra vacina na mesma https://nre.canada.ca/

plataforma.
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Tecnologia de Vacinas Vetoriais Replicante

. ; A~ . F”M_ E | Yellow fever 1710 hadkhane, preM and E genes renpoved
A) Consiste na escolha de um virus patogénico t

atenuado ou nao, com modificacao génica para

~ , ] 5’ C M| E |NS1|NS2A|NS2B NS3 NSMA|NSIB| NS5 |— 3 YFATD
expressao da proteina de Interesse; — :
V-1 preM and E genes
B) O virus modificado geneticamente tem §'— C |prM| E |NS1 HS2A WS2B| NI HE-Lﬁ..I'-IEd-!: NES —— 3" YFYTD

capacidade de replicacdo em cultivo celular e ST DTS BT e

moderada capacidade de replicacao no
organismos hospedeiro;

8'—C Fl"“ E |NS1 NSZA NSZE| MBE1 |ME4A HNS4B| NES l— ¥ OYFIfD
DEXY.Y preM amd E genes

5= C [WM|SE N 151 [N524(NS28. NS3 |NS4A|NS4B| NS5 —— 3 YFITD
C) A intencao é criar dois tipos de anticorpos, um DENV-A preM and E gemes
; ) doi: 10.1111/nyas.12413
para o vetor viral e outro para a proteina de
interesse a ser expressa na célula do hospedeiro.

D) Ex: vacina da Dengue — vetor — virus da febre
amarela; Ebola — vetor — virus da estomatite
vesicular



Tecnologia de Vacinas Vetoriais Replicante

Institute Pasteur/Themis/Univ. of Pittsburg
CVR/Merck Sharp & Dohme, vetor baseado no virus
do sarampo, duas imunizacdes com intervalo de 28
dias. Estudo de fase | em andamento.

Mitos — Leva a modificacao genética da célula,
tornado se um ser geneticamente modificado.

Verdades — imuniza contra duas doencas, sarampo e
covid; nao pode ser aplicada em gestantes e
imunocomprometidos.
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Mechaniswms of Action of PNA Vaccines
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doi:10.1186/1476-8518-7-3

A Biotecnologia no Desenvolvimento da vacina para SARS-CoV-2)

Tecnologia de Vacinas de DNA

Malone & Felgner da Vical Incorporated e Wolf e
col. da Universidade de Wincosin demonstraram
gue mMmRNA obtidos por DNA circular dupla fita
injetados em tecido muscular resultavam na
expressao e producao de proteinas.

Mais de 20 grupos comprovaram que a inoculacao
de DNA circular leva a expressao de antigeno e
consequentemente a uma resposta imunoldgica.

As vacinas de DNA requerem estratégias para uma
boa produtividade e resposta imune, sendo elas: a)
escolha do promotor (geralmente um promotor
viral seguida por uma sequéncia Kozak — sitio de
ligacdo ribossomal); b) melhoria de cddons e c)
formulacao e adjuvante.



Tecnologia de Vacinas de RNA
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Tecnologia de Vacinas por Subunidade de Proteina

Existem muitas tecnologias para expressao de
proteinas para o SARS-CoV-2, mas todos os
trabalhos estao baseados em trés tipos de produto:

a) Proteina S (Spike protein);
b) RDB (receptor binding-domain)

c) Peptideos sintéticos de epitopos reconhecidos
por monoclonais.

|
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hACE2-binding Closed SARS-CoV-2 S trimer
s"domains (closed)

hACE2-binding

s®domain (closed)
s

C

Viral membrane

Partially open SARS-CoV-2 S trimer (one S” domain open)

hACE2-binding
s®domain (open)

hACE2-binding
S ®domain (open)

Viral membrane

https://doi.org/10.1016/j.cell.2020.02.058




Tecnologia de vacinas

atenuadas

Vivas

Uma vacina viva atenuada é uma vacina
desenvolvida pela reducao da viruléncia de um
patdégeno, mas ainda mantendo se viavel.

As proteinas CoV E compartilham varias
caracteristicas com proteinas de outros virus
gue funcionam como canais idnicos.

Em contraste, a proteina E do CoV é critica,
mas nao essencial para a replicacao do virus,
porque um mutante do CoV no qual o gene E
foi deletado cresce em cultura de células em
titulos que sao pelo menos 3 ordens de
magnitude mais baixos do que os virus do tipo
selvagem recombinante .

SARS-CoV (2003)

5 ORFla |
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doi: 10.1016/j.jsb.2010.11.021
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Live attenuated virus vaccines

Live attenuated virus
_Weakened vaccines contain functioning
SARS-CoV-2 copies of the virus that have
been weakened.

(

#
i " Antigen-
gen
® ﬁ/—\ presenting
cell
The virus does not g
cause disease, but it o = -
can still replicate inside °
the body and induce an
immune response. Helper

Tcell 17 Antigen

__/\

Immune response
and memory

https://www.intvetvaccnet.co.uk/blog/covid-19/vaccine-eight-types-being-tested



Tecnologia de vacinas inativadas
E a tecnologia mais simples de producdo de vacina.

Consiste em cultivar o virus em um sistema celular
(célula de linhagem).

Para o SARS-CoV-2 a célula de escolha é a VERO E6,
gue apresenta grande quantidade de receptor ACE2
(https://doi.org/10.1101/2020.04.20.049924).

4

E a mesma tecnologia para a vacina de raiva
inativada, Influenza e ou Hepatite A.

A inativagdo pode ser feita com [-propilactona ou
com formaldeido.

E necessario a adicdo de adjuvantes.
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C -
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doi: 10.1126/science.abc1932



Tecnologia de Vacinas em VLP (Virus Like Particle)

VLPs sao moléculas muito semelhantes a virus, mas nao
sao infecciosas porque nao contém material genético viral.
Eles podem ocorrer naturalmente ou ser sintetizados por
meio da expressao individual de proteinas estruturais
virais, que podem entao se auto montar na estrutura
semelhante a virus

Podem ser estruturadas em uma matriz extracelular (lipo-

fosofo-lipidica) que ancora peptideos ou proteina do
SARS-CoV-2.

Deve ter acao semelhante a vacina inativada.

O alvo celular sao as células apresentadoras de antigenos.
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https://www.nanbiosis.es/a-recombinant-sars-cov-2-vaccine/



A Biotecnologia no Desenvolvimento da vacina para SARS-CoV-2)
Classical platforms Next-generation platforms

Whole-inactivated virus SN Noshax
Example: Pollo vaccina vasm vaccine
COVID-19: COVID-18:
mmmm‘ AZD1222, Ad5-nCoV
in phase 1/2/3 clinical Irials
DX Mz
Live-attenuated virus Exampla: \ =
Example: MMR vaccine Not currently kcensad '\ -
COVID-19: COVID-19; ~. N
In preclinical stage INO-4800 in phase 1 Vi \
clinical trials Yoe ~3
'5'-,/‘ ! )
Protein subunit RNA
Example: Seasonal Exampie:
inlluenza vaceing Not currenlly kcensed
COVID-18: . g COVID-19:
NVX-CoV2373 in Spike protein mMANA-1273, BNT162
phase 1/2 clinical trials in phase 1/2 climcal trigks
Antigen-presenting cells
Virus-like particle Example: v
Example: Human Not currantly licensad
papillomavirus vaccne COVID-18:
COVvID-19: LV-SMENP-DC,
in precinical slage COVID-19aAPC

in phase 1/2 clinical trials

https://doi.org/10.1038/s41563-020-0746-0
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Quanto a via de Inoculacao

a) Parenteral
Injetavel
Subcutanea
Intradérmica

b) Oral

c) Nasal

d) Ocular
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Eprfirescence

A Cit-OVA PHM25/Cit-OVA  PHMS0/Cit-OVA  PHM75/Cit-OVA  PHMI00/Cit-OVA

A Imunizacao Nasal requer duas
caracteristicas importante:

e 12 Alta concetracao de antigeno
(5 a 10 X mais que injetavel)

e 22Tempo de residéncia na
cavidade nasal superior a 90 min.
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E importante conhecer a capacidade volumétrica da cavidade
nasal, bem como a area de superficie.

TABLE 1

Bodyweight Nasal Cavity Nasal Cavity RolaﬂvA:.s.uﬁaco Olfactory OHactory
Species (kg) Volume Surface Area (NCSANCV) Epithelium Epithelium
9 (NCV) (cm’) (NCSA) (cm’) (em”) (% of NCSA) (em’)
Mouse 0.03 0.03 25 96.3 47 1.37
Rat 0.25 0.26 134 515 50 6.75
Rabbit 3 6 61 102 10 6
Human 70 25 160 64 8 125

Nasal Cavity Differences Among Species

https://drug-dev.com/nasal-delivery-a-promising-route-of-drug-delivery-to-the-brain-scientific-considerations-2/




A Biotecnologia no Desenvolvimento da vacina para SARS-CoV-2)

Por que usar a Nanotecnologia?

1Cm

Total Surface Area

2
6/cm Total Surface Area

60 cm?
(all 1 mm cubes) Total Surface Area

60,000,000 cm*
(alllinm cubes)

B ] * ."-
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E possivel uma vacina de Spray Nasal?

Sim é possivel, temos um sistema imunologico bem desenvolvido no nariz.

A - Vestibulo Nasal; B- Atrium; C Regido A — Célula ciliada; B — célula nao ciliada, C -
Respiratdria (C1 — Concha Inferior. C2 Concha células de globet; D - camada de gel mucoso; E -
Média; C3 — Concha superior); D — regido camada sol; F — células basais; G membrana
ofatdria; E Nasofaringe. basal.

doi:10.1016/j.addr.2005.07.009
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Airway epithelial cell §

recruitment

DC and CD8+ T cell
DC migration to germinal centers or lymph nodes priming and/or activation

CD4+ T cell activation
B cell activation and IgA+ phenotype switching
B cell migration and conversion to IgA+ plasma cells producing sigA

http://dx.doi.org/10.1016/j.ijpharm.2017.07.012
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Vaginal

https://doi.org/10.1038/nm1213
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VIRAL ENTRY UP CLOSE

Virus and host-cell membranes fuse after the TMPRSS2 enzyme cuts a SARS-CoV-2
spike protein. This exposes hydrophobic amino acids in the spike that rapidly
embed themselves into the nearest membrane — that of the host cell.

Virus

Spike
protein |
\
_‘: .
Cut
Hydrophobic
amino acids
attach to
l nearest v

ACE?2 membrane
Host

TMPRSS2
cell
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LIFECYCLEOF THE PANDEMIC CORONAVIRUS

A simplified account of how SARS-CoW-2 enters and exits cells.

Stage 1: Viral entry

The virus's spike protein binds to a
receptor on the host cell called
ACEZ2. Then, the host molecule
TMPRSSZ2 cleaves the spike protein,
exposing parts that fuse the wviral
membrane with that of the host.

MNucleocapsid

Spike protein

RMN M protein

TMPRSSZ2
ACE=2 /
TMPRSS2 cuts
Stage 2: Inside the cell " the spike protein
Viral RMNA is translated into R

non-structural proteins (NSPs) that
quickly suppress the translation of
host messenger RMNAs in favour of
those belonging to the virus.

RN
W )
{3/ S~ The spikes

unrawvel and pull
4————"/ A
Viral RMNA

Endoplasmic

reticulum (ER) Viral proteins

(NSPs)

the membrane of
the wvirus and host
cell together

A ~—
A NSPs
t Ribosome

&

Stage 3: Remodelling the cell
The virus transforms the

cell's ER — an internal
membramne network — into
bubble-like structures

called double-membrane
wvesicles (DMVWs). These

might provide a safe haven

for more viral RMNA to be
replicated and translated.

Furin cut

Solgai
apparatus =

Stage 5: The Last slice
A host enzyme named
furin makes a crucial

@ amino acids on the

cut at a site of five
spike protein. This
prepares the wvirus to
strike another cell.
Once the newly made molecules Varianmts have a higher
assemble into a complete virus proportion of snipped
particle, this leaves the cell spike proteins,
through an organelle called the helping them to infect
Golgi apparatus, or perhaps cells more efficiently.
through lysosomes, which are
cellular rubbish bins.
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Receptor-binding
domain

AHIDDEN SPIKE

The spike protein of
SARS-CoV-2 is coated in
sugar molecules, or
glycans, which disguise
it from the immune
system. It can hinge at
three points on the stalk,
giving it flexibility.

S1
subunit

S2
subunit

) |
(9] |

1

19

LIGAL

e



Vaccinal
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CD4+ and
CD8+ T cell
epitopes
( several
versions —
different
numbers of
epitopes, WT
or mutant T
cell epitopes’

antigens Covid-

Incor

Inserts Encoded in pCDNA3 plasmids

RBD dimer with/without variants
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Desenvolvimento Transferéncia ~ . Descontinuagao do
. L. . Produc¢ao Comercial
Farmacéutico de Tecnologia Produto

= BPF

Gerenciamento das Responsabilidades

Elementos de PQS (Pharmaceutical Quality System)
Desempenho do produto, Monitoramento do Sistema de Qualidade do
Produto; Sistemas de: A¢ao de Corre¢ao/A¢ao de Prevengao (CA/PA);
Sistema de Gerenciamento de Mudanca e Revisao do Gerenciamento.

Facilitadores
Gerenciamento do Conhecimento
Gerenciamento da Qualidade de Risco

. Acao Pos-Registro
Desenvolvimento ¢ g ’

Descoberta Desenvolvimento Gerenciamento do

Clinicc

e Pesquisa nao Clinico Ciclo de Vida e

Fase!, il elll . ra -
Farmacovigilancia
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