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Resumo: O virus SARS-CoV-2, de provavel origem morcegal, foi inicialmente detectado
na China e é o agente etiolégico da doenca denominada COVID-19. Em 11 de marc¢o
de 2020 a Organizagdo Mundial de Saude (OMS) declarou a pandemia. A emergéncia
do virus deveu-se a recombinacao génica originada, provavelmente, em hospedeiro ndo
humano, rompeu a barreira interespécies e afetou a popula¢cdo humana apresentando
maior morbidade e mortalidade em idosos, especialmente portadores de fatores de
risco. H4 muitos estudos em progresso visando a elucidar aspectos do virus e da
imunopatogénese, cujos resultados permitirdo o desenvolvimento de antivirais, métodos
diagnosticos cada vez mais sensiveis, especificos e precisos e, sobretudo, o
desenvolvimento de vacinas cujo cenario atual é exposto, didaticamente, aqui. O artigo
traz aspectos envolvidos na interacdo parasita hospedeiro e fundamentos da resposta
imune objetivando fornecer bases para a compreensdo do que se conhece sobre o
embate entre 0 SARS-CoV-2 e 0 homem. A experiéncia resultante do conhecimento
crescente e acumulado muito contribuird para futuras intervengdes em agravos
determinados pela emergéncia inexoravel de novos patdégenos virais.

Palavras-chave : SARS-CoV-2. COVID-19. Imunopatogénese. Diagnostico. Vacinas.

Abstract: The SARS-CoV-2 virus, from probable bat origin, was initially detected in
China and is the etiological agent of the disease called COVID-19. On March 11, 2020,
the World Health Organization (WHO) declared the pandemic. The emergence of the
virus was due to gene recombination originated, probably, in non-human host, broke the
interspecies barrier and affected the human population, presenting greater morbidity and
mortality in elderly, especially those with risk factors. There are many studies in progress
aiming to elucidate aspects of the virus and immunopathogenesis, whose results will
allow the development of antivirals, increasingly sensitive, specific and precise
diagnostic methods and, above all, the development of vaccines whose current scenario
is exposed, didactically, here. The article presents aspects involved in the host parasite
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interaction and fundamentals of the immune response, in order to provide basis for the
comprehension of what is known about the clash between SARS-CoV-2 and man. The
experience resulting from the growing and accumulated knowledge will greatly contribute
to future interventions in grievances determined by the inexorable emergence of new
viral pathogens.
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INTRODUCAO

O novo Coronavirus, ordem Nidovirales, familia Coronaviridae,
subfamilia Orthocoronavirinae foi denominado coronavirus-2 da sindrome
respiratoria aguda grave — (SARS-CoV-2) pelo Comité Internacional de
Taxonomia de Virus [International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV)] e
a Organizacdo Mundial da Saude (OMS — WHO, 2020a) declarou a COVID-19
(doenca de coronavirus) como o nome dessa nova doenca, em fevereiro de
2020.

Os primeiros casos humanos de COVID-19 (do inglés coronavirus disease
2019), a doenca causada pelo “novo coronavirus”, subsequentemente
denominado SARS-CoV-2, foram relatados na cidade de Wuhan em dezembro
de 2019, inicialmente associados a um mercado que vendia animais vivos na
cidade, onde a maioria dos pacientes trabalhava ou visitava regularmente e que
foi posteriormente fechado para desinfecgédo e teve suas atividades cessadas
em janeiro de 2020 (ZHU, 2020).

O SARS-CoV-2, associado a Sindrome Respiratoria Aguda Grave 2
(SRAG) (SARS, do inglés Severe Acute Respiratory Syndrome) foi identificado
e sequenciado em janeiro de 2020 e tem uma origem zoonética natural (ndo
manipulada) e a semelhanca das sequéncias genéticas isoladas de casos
humanos de COVID-19 sugere que o inicio do surto resultou de um Unico ponto
de insercdo do virus na populacdo humana. A origem zoonotica presumida foi
associada a morcegos pela analise do DNA e pelo historico de hospedagem de
coronavirus nesses animais, inclusive o SARS-CoV-1. No entanto, como, em

geral, o contato dos humanos com morcegos € normalmente limitado, € mais



provavel que a transmissdo do virus aos humanos tenha acontecido por
intermédio de outra espécie (animal doméstico, selvagem ou selvagem
domesticado), ndo sendo descartada a transmissédo direta, dada a cultura
alimentar da populacdo presente no local que representa o epicentro da
pandemia (MCINTOSH, 2020) (Figura 1).

Figura 1 - Origem do SARS-CoV-2
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Fonte: os autores, adaptada de GUO, Y-R. et al., 2020.

Desta forma, o objetivo desse artigo é trazer informacdes atualizadas
sobre as caracteristicas do virus causador da pandemia que acometeu o0 mundo
em 2020. A Sindrome Respiratoria Aguda Grave é decorréncia da falta de oxigénio
e desregulacdo dos mecanismos de controle da inflamacdo. Estdo incluidos dados
epidemioldgicos, patogénese, quadros clinicos, aspectos imunoldgicos,

diagndstico e desenvolvimento de vacinas.



ESTRUTURA DO VIRUS SARS-CoV-2 E FISIPATOLOGIA DA DO ENCA

O SARS-CoV-2 é um virus da linhagem B do género betacoronavirus da
subfamilia Orthocoronavirinae pertencente a familia dos Coronaviridae, portanto,
compartilhando de diversas caracteristicas morfolégicas desse grupo. Os
coronavirus foram assim batizados em virtude de sua aparéncia semelhante a
coroa solar (corona solaris), que reflete suas glicoproteinas de superficie quando
observadas a microscopia eletrénica (Figura 2). Apresentam-se como Vvirus
envelopados, de RNA de cadeia simples longa (27.000 a 32.000 pares de
bases), sentido positivo e conformada em estrutura helicoidal flexivel
estabilizada pela proteina N (nucleocapsideo) e medindo entre 80 e 160nm
(Figura 2).

O SARS-CoV-2, assim como o SARS-CoV-1, causador da Sindrome
Respiratoria Aguda Grave (SDRA) parece deter 4 proteinas basicas em sua
composicao, que sao:

Proteina S: Proteina que se projeta através do envelope viral e forma a
“coroa” caracteristica dessa familia de virus, sendo vastamente glicosilada e
formando um homotrimero que atua no processo de ligacdo com os receptores
do hospedeiro (TMPRSS2 e ECA2) e no processo de fusdo com a membrana da
célula infectada. Representa também o principal antigeno contra o qual se foca
a resposta imune, sendo alvo de linfocitos citotoxicos e de anticorpos
neutralizantes e opsonizantes.

Proteina M: Proteina que se projeta através do envelope (porcao C-
terminal longa projetada a porc¢éo citosdlica e porcdo N-terminal projetada a face
externa) e desempenha importante papel durante a montagem e liberacao viral
sendo, portanto, de vital importancia no ciclo reprodutivo viral.

Proteina N: Associa-se ao RNA viral para formar o nucleocapsideo e esta
provavelmente envolvida na regulacdo de sua sintese, sendo também um alvo
potencial para o reconhecimento por linfécitos T citotéxicos.

Proteina E: Proteina de envelope, projeta sua porcdo N-terminal
citosolicamente e mantém sua porcao C por dentro do envelope viral. Sua funcéo

especifica ainda ndo é conhecida, no entanto, foi demonstrado que junto as



proteinas M e N, € necessaria a montagem e liberacédo do virus (SIU et al., 2008;
KUMAR et al., 2020).

Figura 2 — Estrutura do virus SARS-Cov-2
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Fonte: os autores, adaptada de KUMAR et al., 2020.

A transmissdo do SARS-CoV-2, segundo dados epidemioldgicos, ocorre
de forma horizontal, de pessoa a pessoa, pelo contato direto ou indireto com
secrec¢Oes contaminadas. Tais secrec¢des séo geradas ao falar, tossir ou espirrar,
atos que geram uma nuvem gasosa contendo patégenos, composta de goticulas
de varios tamanhos que atingem diferentes distancias e tém sido classificadas
como grandes goticulas respiratorias ou perdigotos e pequenas goticulas ou
aerossois (WHO, 2020b). Esse material pode ser inalado por outro individuo que
esteja em distancia suficiente para receber um indculo e iniciar o processo
infeccioso (BOROUHIBA, 2020). O contato indireto, por fémites, deve-se a
presenca do virus em superficies contaminadas, inclusive pela deposicédo de
goticulas mais pesadas contendo virus e posterior toque em mucosas do nariz e
boca. Harrison, Lin e Wang (2020) aventam a possibilidade da rota fecal-oral. A
transmissdo do virus por individuos assintomaticos e pré-sintomaticos, ocorre
durante o periodo de incubacdo, 1 a 3 dias antes do estabelecimento da
sintomatologia (BAI et al., 2020).



O periodo de incubag&do medio tem sido estimado em 5 a 6 dias podendo
variar de 2 a 14 dias (LAUER et al., 2020).

As consideracdes a respeito da patogénese de um agente infeccioso e
resposta imune do hospedeiro devem ser feitas a luz dos fatores de viruléncia
do parasita e fatores de defesa do hospedeiro cujo balang¢o determina o resultado
que pode ser: a eliminacédo do virus, o desfecho fatal ou quadros intermediarios
com diferentes niveis de gravidade e complicacbes e suas respectivas
sintomatologias. Dentre os fatores do hospedeiro podem ser destacados idade,
sexo, gestacao, fatores hormonais, genéticos e nutricionais, imunocompeténcia,
doencas pregressas, uso de medicamentos, atividade profissional, estresse,
estilo de vida e situacdo socioecondmica. Com relacao aos fatores do parasita,
eles dependem do tipo de patdgeno. Em todos os casos essa interacdo é
extremamente complexa, porém, no caso dos virus a dificuldade é ampliada por
duas razbes: primeiro, pela extrema dependéncia que 0s virus apresentam em
relacdo as células e, segundo, pela falta de fatores de viruléncia diretos
observados em outros parasitas, como as toxinas bacterianas. Ainda que os
efeitos diretos da replicacdo na célula sejam ébvios e seja possivel destacar
diferenca de viruléncia entre cepas, organotropismo, replicacdo em temperaturas
de febre, inducéo deficiente de interferons antivirais, transferéncia placentaria,
interferéncia na divisao celular, na sintese de macromoléculas e, principalmente,
a interferéncia com a resposta imune imposta pelo hospedeiro, nem sempre o
panorama permite justificar um decurso grave.

No caso do SARS-CoV-2, agente etiolégico da COVID-19, muito esfor¢o
tem sido dedicado no sentido de se entender a interagdo entre parasita e
hospedeiro. O virus, constituido de um capside helicoidal que envolve o RNA, é
envelopado e apresenta espiculas, projecdes de glicoproteinas que atuam como
estruturas de adesdo. Assim, ocorre a interacdo da proteina S, da espicula viral,
com o receptor da célula-alvo do hospedeiro, a enzima-conversora de
angiotensina 2 (ECA2). A protease serina transmembrana tipo 2 (TMPRSS2)
cliva a ECA2, ativa a proteina S viral e promove a entrada do virus na célula
(HOFFMANN et al., 2020). O virus se replica, coloniza o epitélio do trato
respiratério (ZOU et al., 2020) e estabelece a infec¢édo (Figura 3A).



A distribuicdo do receptor determina os tipos celulares que podem ser
infectados e, no caso do SARS-CoV-2, tem sido mostrado que as duas proteinas
sdo expressas concomitantemente em Varios tipos celulares (SUNGNAK et al.,
2020). Um fator de viruléncia do SARS-CoV-2 ja identificado sdo as alteragbes
citopaticas em células epiteliais brénquicas e alveolares tipo Il em que séo
evidenciadas particulas virais por microscopia eletrénica (HU; HUANG; YIN,
2020).

O incremento da replicacao nas células epiteliais do trato respiratério que
ocorre durante a progressdo da infeccdo e a distribuicdo das proteinas
receptoras em varios tipos celulares amplificam o organotropismo do virus,
determinam o acometimento de inimeros 0rgaos e contribuem com a gravidade
do quadro (SUNGNAK et al., 2020). No trato respiratorio outros tipos celulares
sao afetados, como as células endoteliais capilares pulmonares, o que acentua
a reacao inflamatéria e desencadeia um influxo de neutrdéfilos e mondcitos. Com
a infiltracdo dessas células no intersticio, ocorre edema pulmonar (opacidades
em vidro fosco em imagens de tomografia computadorizada) e formacéo de
membrana hialina responséveis pela sindrome do desconforto respiratério agudo
(SDRA) de fase inicial e o comprometimento da barreira endotelial, da
transmissao de oxigénio alveolar-capilar e da capacidade de difusédo de oxigénio,
caracteristicas tipicas de COVID-19. O quadro pode se agravar com coagulacao
intravascular difusa, trombose venosa e arterial e embolia pulmonar até o
desenvolvimento de sepse resultante de resposta desregulada do hospedeiro a
infeccdo e faléncia multipla de 6rgdos (WIERSINGA et al., 2020).

Crunfli et al. (2020), demonstraram que o SARS-CoV-2 atinge ainda o
cérebro, infecta os astrocitos e determina alteragbes neuropatolégicas que
contribuem para as alteracfes estruturais e funcionais no cérebro de pacientes
com COVID. O virus foi também encontrado em mondacitos e linfocitos B e em
linfécitos TCD4*, o0 que pode contribuir para a patogénese, distlrbio imunoldgico
e disseminacéao do virus no hospedeiro (PONTELLI et al., 2020).

Decurso complicado pode ser resultante do envolvimento de inUmeros
orgaos que o virus pode acometer como coracao, cérebro, pulmao, figado, rim e

sistema de coagulacdo na vigéncia de hospedeiro com idade avancada,



hipertensao, doencgas cronicas do coragéo, doenca pulmonar obstrutiva cronica,
obesidade, diabetes e tabagismo, bem como imunodeficiéncias (RICHARDSON
et al., 2020).

A COVID-19 pode se apresentar desde a forma assintomética até uma
pneumonia de gravidade variavel. Segundo Azkur et al. (2020), exposicao a
baixa carga viral com resposta imune adequada sao responsaveis pelo
clearence viral e forma assintomatica ou leve, ao passo que a exposicao a altas
doses infectantes podem levar a infeccdo grave. Ha poucos dados que
demonstrem uma clara porcentagem de casos assintomaticos (DONG et al.,
2019). Um inoculo pesado na primeira infeccao e repetidas exposi¢cdes ao SARS-
CoV-2, especialmente na populacdo da area de saude, pode ser um fator de
agravamento da doenga.

A maior parte dos casos decorre de forma benigna e inicia-se com
sintomas gerais de resfriado como mal estar, coriza, febre, tosse seca, falta de
ar, fadiga e mialgia. Também tém sido relatados nauseas, vomitos ou diarreia,
dor de cabeca e garganta, fraqueza, confusdo mental, incapacidade de sentir
odores ou anosmia e perda do sentido do paladar ou ageusia (LIMA, 2020). A
idade é um fator importante relacionado ao risco de infeccéo sintomatica, assim

jovens e criancas tendem a ser portadores assintomaticos (XAVIER et al., 2020).

ASPECTOS IMUNOLOGICOS DA COVID-19

A interferéncia com mecanismos da imunidade do hospedeiro tem sido
uma constante nos relatos de estudos de pacientes com COVID (AZKUR et
al., 2020) e uma visao geral da imunidade facilita o entendimento dessa acao
viral. Em um processo infeccioso, apds o patdgeno ultrapassar as barreiras
naturais, como pele e mucosas, mecanismos da imunidade inata e
inflamacéo serdo ativados rapidamente para destruir e eliminar o agente e
restaurar a homeostase. Ocorre a ativagcdo do sistema complemento, um
sistema de proteinas que forma poros em membranas de patdégenos e facilita
a fagocitose. A fagocitose elimina patdogenos microscopicos. O sistema

complemento e a fagocitose também participam da reacao inflamatéria que



se estabelece para promover o reparo tecidual. Outros mecanismos serao
acionados de acordo com a natureza do agressor. No caso de infe¢des virais
um mecanismo € a secrecdo de interferons (IFN) antivirais pela célula
infectada. Os interferons induzem, em células vizinhas, um estado antiviral,
ou seja, ainda que venham a ser infectadas, ndo permitem a replicacéo viral,
0 que impede a progressao da infeccao. Pela natureza intracelular dos virus
e dificuldade de atuar contra eles, mais um mecanismo € acionado, a
ativacao de células natural killer (NK), um linfécito que atua na imunidade
inata, ndo possui receptores especificos como os outros e mata células
infectadas por virus. Esses mecanismos sao inespecificos, ja se encontram
prontos por ocasido do nascimento e ndo dependem do contato prévio com
o0 patégeno para que possam ser rapidamente ativados. Atuam de forma
seletiva, por meio da identificacdo de padrbes moleculares associados a
patogenos (PAMPs) e assim, preservam as estruturas proprias do
hospedeiro de seu potencial lesivo. Controlam o processo infeccioso até que
a imunidade adaptativa seja estabelecida e, mediante producéo de citocinas
apropriadas e anticorpos, promova um incremento na eficiéncia dos
mecanismos destrutivos, além de estabelecer uma protecdo especifica e
duradoura frente ao agente infeccioso.

Para que a imunidade adaptativa seja estimulada, mondcitos,
macréfagos e células dendriticas internalizam e degradam agentes
infecciosos, associando peptideos deles a moléculas proteicas cuja funcao
€ apresentar antigenos aos linfécitos T auxiliares CD4* (LTCD4*), as
moléculas de classe Il do complexo de histocompatibilidade principal (MHC).
Esse processo é denominado via exdégena de processamento e
apresentacdo do antigeno. O linfécito T auxiliar, detentor do receptor
especifico para aquele peptideo o reconhece, mas a resposta ndo pode se
estabelecer com um pequeno namero de células, entédo o linfécito T prolifera
e se diferencia: uma parte em células efetoras e uma parte em células de
memoria. As células efetoras produzem citocinas, pequenos peptideos que
fazem a comunicacao entre as células para organizar a acao estratégica de

protecao e defesa. Enquanto as células efetoras morrem apos efetuarem sua



funcdo para restabelecer a homeostase do sistema, as células de memoria,
de vida longa, permanecem para a protecdo em um préximo encontro com o
patdgeno.

O linfocito B, outra populacao, também reconhece o agente infeccioso,
porém, sem a necessidade do processamento, ele deve reconhecer o agente
em sua estrutura tridimensional para produzir anticorpos que se liguem aos
patdgenos e neutralizem seu poder infeccioso, entre outras funcfes. Ao
reconhecer o agente e receber as citocinas apropriadas do linfécito TCD4*,
prolifera e se diferencia em células efetoras (denominadas plasmadcitos) e
de memodria, sendo que a célula efetora ira produzir anticorpos especificos
para o antigeno.

Para agentes infecciosos extracelulares, a imunidade especifica ou
adaptativa é estabelecida por esses dois tipos de linfécitos. Anticorpos
neutralizam o poder infeccioso do patdogeno impedindo a progressédo da
infeccdo e promovem um aumento na eficiéncia nos mecanismos da
imunidade inata, que agora fortalecida pelas citocinas, elimina com mais
facilidade o patdgeno.

No caso de infeccdes virais também ha a participacdo do linfocito T
citotoxico CD8*. Essa célula reconhecera os peptideos do virus associados
as moléculas do MHC de classe |. As células nucleadas do organismo
expressam essas moléculas e, na vigéncia de infeccao viral, apresentam o
complexo peptideo-MHC ao linfécito T citotoxico. E a via enddgena de
processamento e apresentacdo que torna essa célula, alvo da destruicdo
pelo linfocito TCD8*. Esse linfocito atua exatamente como a célula NK, pelo
“beijo da morte”. Ao aproximar-se da célula-alvo secreta citotoxinas que
promovem a morte da célula por apoptose. Dessa forma o virus ndo continua
a se replicar. O linfécito TCD8* também recebe citocinas do linfécito TCD4*
para efetuar essa fungdo. Com o estabelecimento da imunidade especifica
ao virus ocorrerd um reforgco nos mecanismos da imunidade inata que agora
podem se tornar mais eficientes, pois o agente estad “marcado” pelos
anticorpos, evitando que o aumento na intensidade possa lesar estruturas

proprias. A acao das citocinas estende-se as células NK, tornando-as mais



eficientes em seu processo citotoxico. A presenca de anticorpos recobrindo
as células-alvo que expressam os peptideos do virus na membrana facilita
a acdo da ceélula NK, agora designada lymphokine-activated killer (LAK).

Em resumo, apdés o reconhecimento do antigeno pelos linfocitos, as
citocinas do LTCD4* ativam os linfocitos B e TCD8*. A neutralizacdo do poder
infeccioso do patégeno pelos anticorpos e a morte de células infectadas pelos
LTCD8* impedem a progressao da infeccdo. Os complexos antigeno-anticorpo
ativam o sistema complemento ampliando sua acdo sobre os patégenos. As
citocinas do LTCD4* atuam nos macréfagos que, por sua vez, também produzem
citocinas para incrementar a inflamacdo, bem como ficam mais eficientes no
processo de fagocitose e apresentacdo de antigeno. E importante enfatizar que
o LTCD4* produz diferentes perfis de citocinas, pertinentes a resposta mais
adequada para cada tipo de infeccéo. Dessa forma, a imunidade adaptativa, ao
se estabelecer, aumenta a eficiéncia dos mecanismos da imunidade inata e
ainda estabelece uma protecao especifica, por meio dos anticorpos que ficaréo
realizando a protecdo sistémica. A longa duracdo dessa protecdo deve-se a
presenca dos linfécitos de memoria. Em um segundo contato com o agente
infeccioso, esses mecanismos atuardo com o maximo de rapidez e eficiéncia,
nao dando chance ao patdgeno de progredir com o processo infeccioso e causar
doenca.

A resposta imune realizada pelos linfécitos B, por sua natureza de
moléculas nos liquidos biologicos, foi designada humoral (humor, antigamente,
relacionava-se aos liquidos biolégicos) e a realizada pelos linfocitos T foi
designada celular.

A resposta imune ao SARS-CoV-2 cursa de forma semelhante a resposta
aos classicos virus respiratorios em mais de 80% dos pacientes, com um
decurso leve a moderado e autolimitante. E envolve todos os aspectos até agora
conhecidos da resposta imune inata e da adaptativa nos ramos humoral e

celular.



Como ja abordado, os virus, por sua natureza acelular, ndo apresentam
mecanismos de viruléncia 6bvios como outros agentes infecciosos, mas
desenvolveram muitas formas de subverter a resposta imune em seus diversos
compartimentos.

Essa resposta imune tem que ser efetiva para eliminar agentes
infeciosos, com mecanismos potencialmente lesivos para as estruturas do
hospedeiro, principalmente na imunidade inata, porque sao seletivos e néo
especificos portanto ndo podem ser muito intensos para evitar danos as
proprias células. Com o estabelecimento da imunidade adaptativa, a
especificidade é garantida pelos anticorpos e, entdo, pode haver o aumento
de eficiéncia, uma vez que o patdégeno se torna o foco da resposta. Nas
duas fases da resposta imune é necessario um controle fino e rigido
permeando as etapas dos processos que envolvem sensores para
identificar o agente infeccioso, vias de sinalizacdo para ativar fatores de
transcricdo, ativacao da expressao génica e producdo de uma miriade de
moléculas sollveis e expressas em membranas, envolvidas na ativacéo
dos mecanismos para aquisicdo do efeito bioldgico.

Considerando-se que 0s virus sdo agentes intracelulares que tém
acesso ao nucleo da célula e usam o maquinario celular para sua propria
reproducédo, a possibilidade de promover alteracbes em processos
celulares é real e ja foram descritas formas de interferéncia na imunidade
inata e na adaptativa, tanto no ramo celular como humoral.

Os mecanismos da imunidade inata, fundamentais para protecao e
defesa, sao ativados por varios receptores que funcionam como sensores
da presenca de agentes infecciosos, como os receptores Toll-like (TLR),
entre outros. Em resposta a padroes moleculares associados a patégenos
(PAMPs) e padrbes moleculares associados ao dano (DAMPSs), alguns
receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs) reiunem um complexo
multiproteico denominado inflamassoma. Este, uma vez reunido induz a
formacdo de poros em membranas, a producdo de citocinas pro-
inflamatdorias e um tipo de morte celular conhecido como piroptose, uma

forma de suicidio celular em que a célula se rompe e libera moléculas



inflamatérias (LEE; CHANNAPPANAVAR; KANNEGANTI, 2020). O
reconhecimento de patégenos, entdo, inicia vias de sinalizacdo que
ativarao fatores de transcri¢cdo para a producao de diversas proteinas, por
exemplo, com a finalidade de promover um estado antiviral na vizinhanca
de células infectadas, vias em que sado geradas varias citocinas
inflamatorias. Esses mecanismos sao controlados de forma rigida para
prevenir efeitos adversos resultantes da estimulacdo exagerada (de WILDE
et al., 2018).

De acordo com Hussman (2020), o SARS-CoV-2, ap6s a entrada nas
células epiteliais respiratérias, induz uma resposta imune com producao de
citocinas inflamatdrias e uma fraca resposta de interferon tipo I. Ha
evidéncias de que, assim como demonstrado para outros coronavirus,
proteinas do SARS-CoV-2 seriam responsaveis por essa acao (SIU et al.,
2009). A resposta pro-inflamatéria de células Thl e mondécitos CD14*
CD16*, mediada por receptores de membrana e vias de sinalizacdo €
seguida por infiltragdo de neutréfilos e macréfagos no tecido pulmonar, o
gue resulta em um estado imune, potencialmente fatal, denominado
hipercitonemia ou tempestade de citocinas. Essa condicdo € considerada
a principal razao de progressao para SDRA, portanto de gravidade e morte
em pacientes com COVID-19 e, além dos altos niveis de citocinas
circulantes, linfopenia grave, trombose e infiltragdo macica de células
mononucleares em multiplos oOrgaos. Alteracdes patoldgicas incluem
edema pulmonar, injuria alveolar difusa com a formacdo de membrana
hialina, presenca de hiperplasia de pneumdcitos tipo Il, agregados
proteicos, exsudato fibrinoso, mondcitos e macroéfagos nos espacos
alveolares e infiltracdo intersticial de células mononucleares. Assim, a
lesdo pulmonar grave em COVID-19 é atribuida a infiltracdo de células
inflamatorias, alteracfes citopaticas em nivel celular e as alteracdes
patolégicas e manifestacfes clinicas decorrentes da liberacdo local
excessiva de citocinas sendo, portanto, resultado tanto de infeccéo viral
direta quanto de hiperativacdo imunologica (HU; HUANG; YIN, 2020). As

citocinas aumentadas referem-se as interleucinas (IL) 2, 6 e 7, fator



estimulador de coldnias de granuldcitos (G-CSF), proteina 10 induzida pelo
interferon-y (IFNy-1P-10), proteina 1 quimiotatica para monocito (MCP-1),
proteina inflamatéria de macréfago 1-a (MIP-l1a) e fator de necrose
tumoral-a (TNF-a) (MEHTA et al., 2020) (Figura 3B). Os desbalancos nas
proporgcdes de IL-6 e IL-10, durante a infec¢cao, possibilitaram a criacédo de
uma escala denominada Dublin-Boston, que permite predizer com preciséo
0 prognéstico da COVID-19 em pacientes em tal condicdo (MCELVANEY
et al., 2020). Um receptor, denominado Triggering Receptor Expressed on
Myeloid cells-1 (TREM-1), expresso em células mieloides, codificado por
um cluster de genes ligados ao MHC, bem como sua versdo solavel
circulante, sTREM-1, desempenha papel importante na amplificacdo da
inflamac&o. Sua ativagdo estimula sinais intracelulares resultando na
ativacdo de fagocitose, degranulacdo de neutréfilos e amplificagcdo da
producdo de citocinas induzidas por receptores Toll-like (TLR) em
neutrofilos e macréfagos (NETEA et al., 2020). Essa molécula mostrou forte
correlagcdo com a gravidade da COVID-19 e foi aventado que possa
prognosticar a evolucdo da doenca (SILVA NETO et al., 2020).

No ramo celular, o SARS-CoV-2 atua promovendo uma grave
linfopenia que interfere na imunidade regulatéria e antiviral. E um
mecanismo-chave na patogénese e um importante critério de gravidade, ja
descrito para outras infeccdes (HERBINGER et al., 2016). Assim, varias
células linfoides se encontram diminuidas na COVID-19, os LTCD4",
LTCD8", linfocitos B e células NK, sendo as células T as mais afetadas pelo
SARS-CoV-2. Adicionalmente, LTregs, uma subpopulacdo fundamental
para suprimir respostas excessivas a patdgenos, tumores, transplantes,
controle e prevencdo de doencas autoimunes e alergias também se
encontram diminuidos (QIN et al., 2020).

A resposta imune humoral é determinada pelos anticorpos ou
imunoglobulinas produzidos pelos linfocitos B, especificos para o antigeno.
A molécula de anticorpo € formada por duas cadeias polipeptidicas leves e
duas pesadas. Ha 5 tipos de cadeias pesadas, que determinam a classe ou

isotipo do anticorpo, quais sejam, IgG, IgM, IgA, IgE e IgD. Cada classe



possui propriedades determinadas pela cadeia pesada que a comp0de e que
esta relacionada com a funcdo bioldgica realizada. A resposta imune
humoral é caracterizada pela producéo inicial de IgM, seguida pelo switch
de classe para IgG, responsavel pela imunidade duradoura.

Em COVID-19 a gravidade dos sintomas apresentou forte correlagao
com a magnitude de anticorpos especificos produzidos para o virus e IgG
apresenta queda substancial em grande parte de individuos
acompanhados, porém a dindmica de duracdo dos anticorpos apresenta
ampla heterogeneidade (CHEN et al., 2020). A diminuicéo significativa nos
niveis de IgG, ao longo do tempo apds a infeccdao, é influenciada por fatores
como a gravidade da doenca inicial, idade e comorbidades (WARD et al.,
2020). Achado importante em estudos com seguimento de pacientes foi a
associacdo entre respostas humorais as proteinas da espicula em
convalescentes e respostas as proteinas do nucleocapsideo mais elevadas
em individuos que evoluiram para o 6bito. A resposta imune humoral,
assim, pode auxiliar tanto no que se refere ao cuidado com o paciente
guanto ao desenvolvimento de vacinas (ATYEO et al., 2020). Outro aspecto
a ser considerado foi a observacédo de reatividade cruzada de linfocitos
TCD4* de memoéria ao SARS-CoV-2, oriundos de individuos nédo expostos,
provavelmente decorrente de reconhecimento de epitopos compartilhados

com coronavirus causadores de resfriado comum (MATEUS et al., 2020).
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Figura 3 — (A) Mecanismo de invasédo do virus SARS-CoV-2 para
estabelecimento de infec¢do na célula do hospedeiro. (B) Resposta imune
decorrente da infeccdo pelo virus SARS-CoV-2 com evolucao para a
“tempestade de citocinas”.
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ESTRATEGIAS DE DIAGNOSTICO

Os testes de diagnostico estdo entre as principais recomendacfes da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) para controlar a disseminacdo do virus
SARS-Cov2, além do isolamento social. Atualmente, os dois tipos de exames
mais utilizados para a deteccao da Covid-19 séo representados pelo RT-PCR e
pelos testes sorologicos, 0s quais sdo normalmente aplicados em fases distintas
da doenca.

O exame RT-PCR (Reverse transcription polymerase chain reaction) é
considerado o “padrao ouro” ou “padrao de referéncia” para a identificacdo do
virus e confirmacéo da Covid-19, e deve ser realizado quando o individuo possui
grande quantidade do virus, especialmente na primeira semana. Este exame é
baseado na reacdo em cadeia da polimerase com transcricdo reversa e reacao
de amplificacdo em tempo real, o que possibilita a identificacdo do RNA viral. Os
genes considerados para a identificacdo do virus incluem N, E, S e RdRP, sendo
gue o gene E tem sido utilizado como marcador genético de escolha pela sua
maior sensibilidade (FLORIANO et al., 2020; MINISTERIO DA SAUDE, abril/
2020).

Previamente a realizacdo do exame de RT-PCR é realizada a coleta de
secrecdes (swab) do trato respiratério superior (nasofaringe ou orofaringe) ou do
trato respiratério inferior (escarro, aspirado traqueal ou lavado broncoalveolar),
e a partir das secrecoes coletadas é realizada a deteccao de acido nucleico viral
especifico. Uma vez que o SARS-Cov2 é um virus de RNA, é necessario gerar
uma fita de DNA complementar (cDNA) para sua identificacdo, o que € possivel
pela acdo da enzima transcriptase reversa seguida da insercao de dois primers,
capazes de promover a amplificacdo de dois alvos genéticos.
Subsequentemente, com uma sonda complementar, € possivel observar o
conteudo molecular correspondente ao do virus-alvo (Figura 4) (YE et al., 2020).

Embora seja bastante especifico, a sensibilidade do exame laboratorial de
RT-PCR pode variar em decorréncia de algumas variaveis, tais como: a) Fase
da infeccéo e carga viral nas secrecdes e excrecgoes, principalmente amostras

de trato respiratério superior coletadas com menos de 3 e mais de 10 dias desde



o0 inicio da contaminacéo; b) Local da coleta, pois sabe-se que os materiais do
trato respiratorio inferior tendem a apresentar maior positividade em relacao
agueles do trato respiratdrio superior; c) Técnica de coleta, transporte e
armazenamento da amostra até a sua analise, de forma a evitar a degradacéo
do RNA contido no espécime. Tendo em vista que o exame de RT-PCR detecta
diretamente a presenca de componentes especificos do genoma do virus, ele
deve ser utilizado para diagnoéstico da doenca nas fases assintomatica, pré-
sintomatica ou sintomatica, nos 12 primeiros dias desde o inicio dos sintomas,
sendo que o tempo médio para o resultado do exame varia de 6 a 24 horas
(MINISTERIO DA SAUDE, abril/ 2020).

As maiores limitacdes para a aplicacéo generalizada do exame de RT-PCR
sdo representadas pela complexidade da técnica, que exige equipamentos
existentes em numero limitado de laboratérios no Brasil, além da limitacdo de
reagentes para a execucao dos exames, 0S quais sdo importados em sua
maioria.

Neste sentido, pesquisadores do Centro de Estudos do Genoma Humano
e de Células-Tronco (CEGH-CEL-USP) estdo desenvolvendo um teste
alternativo de diagnostico do virus SARS-Cov2 pela saliva, o qual, assim como
o exame de RT-PCR, sera usado para detectar o virus durante a infeccéo. Este
teste alternativo devera ser mais rapido e podera custar um quarto do valor do
exame de RT-PCR. A base para este novo teste da saliva é a técnica molecular
denominada RT-LAMP (sigla em inglés de transcricdo reversa seguida por
amplificacdo isotérmica mediada por alca), a qual tem algumas semelhancas
com o método RT-PCR. Em ambas as técnicas sdo induzidas reacdes para a
realizacdo de uma fase de transcricéo reversa (RT), na qual o RNA do virus é
transformado em DNA, e uma fase de amplificacdo, em que regides especificas
do virus séo replicadas milhdes de vezes para que o patdégeno possa ser
identificado (Figura 4). Porém, o RT-LAMP néo requer a extragdo do RNA do
virus para ser detectado, o que é feito no RT-PCR por meio de reagentes
importados, que sao caros e frequentemente escassos no mercado, dependendo
da demanda. Além do mais, o RT-LAMP dispensa o uso de aparelhos

laboratoriais complexos, como o termociclador em tempo real, utilizado para



amplificar e detectar o RNA por meio da exposicdo do material a diferentes
temperaturas. Desta forma, as vantagens do RT-LAMP, envolvendo o uso da
saliva autocoletada pelo paciente como material para o exame, a eliminacéo da
etapa de extracdo do RNA, e a possibilidade de realizacdo de amplificagdo do
material viral em temperatura fixa (65C), contribuem para a simplificagédo do
processo, conduzindo a reducao do custo do teste e do tempo para o resultado
(30 a 40 min.) (FAPESP, 2020).

Figura 4 — Etapas do exame de RT-PCR para identificacdo do virus SARS-Cov2
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Fonte: Os autores, adaptada de FLORIANO et al., 2020.

Os testes sorologicos sdo baseados na pesquisa de anticorpos e antigenos
relacionados ao virus SARS-Cov2, sendo aplicados como testes rapidos ou
processados em laboratorio. Como todas as demais infecgbes virais, o
organismo reage a presenca do virus produzindo anticorpos (Acs), inicialmente
os Acs da classe de imunoglobulinas M (IgM) e, na sequéncia, os Acs da classe
de imunoglobulinas G (IgG). O periodo para a producao de anticorpos IgM € de
5 a 7 dias, em média, apos a infeccdo, com pico de deteccdo apos o sétimo dia.
Com o decorrer da infec¢éo, os niveis de IgM diminuem e, em contrapartida, 0s
niveis de IgG aumentam rapidamente, com pico de deteccdo apds o 14°dia de
contagio. Assim, o periodo inicial da doenca, caracterizado pela auséncia de Acs
IgM e 1gG, é definido como janela imunoldgica, o periodo em que ocorre a
producéo de Acs IgM compreende a fase inicial (aguda) da doenca, e o periodo

onde ocorre a prevaléncia de Acs IgG caracteriza a fase tardia ou recorrente da



infeccdo. Ainda, em determinada fase ativa da doenca é possivel a detec¢éo de
ambos os anticorpos IgM e IgG, que podera estar associada ou nao ao teste
positivo de RT-PCR, a depender da carga viral remanescente (Figura 5)
(MINISTERIO DA SAUDE, maio/2020; VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO, 2020).

Figura 5 — Perfil imunoldgico de infec¢ao pelo virus SARS-Cov2 com variagfes dos
niveis de carga viral, e de anticorpos IgM e IgG nas diferentes fases da doenca
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Fonte: Os autores, adaptada de VIEIRA; EMERY; ANDRI OLO, 2020.

Diferentemente da pesquisa de particulas virais, que é realizada
principalmente nas secrecdes e lavados, a pesquisa e quantificacdo de
anticorpos pode ser feita em sangue capilar, sangue total, soro ou plasma,
exigindo, portanto, a coleta de sangue, ou da ponta do dedo, para o teste rapido,
ou de uma veia, para a obtencdo de sangue total. H4 véarios testes imunoldgicos
ja disponiveis no mercado para a pesquisa de anticorpos IgM, IgA e IgG, e

antigeno viral, os quais séo representados por:




a) Testes rapidos : também denominados “testes laboratoriais remotos” ou
“point of care testing”, nos quais a pesquisa de anticorpos em sangue total, soro
ou plasma é realizada de forma rapida, fornecendo resultados em tempos que
variam de 10 a 20 minutos. O teste soroldgico rapido é baseado no principio da
reacao antigeno-anticorpo, utilizando a técnica de imunocromatografia. Desta
forma, o dispositivo de teste consiste em uma membrana de nitrocelulose que
contém uma proteina recombinante SARS-Cov2 (antigeno) marcada com ouro
coloidal, anticorpo anti-lgM humano imobilizado na area de teste M, anticorpo
anti-lgG humano imobilizado na area de teste G, e o anticorpo anti-IgG
camundongo na area de controle de qualidade (C) (VIEIRA; EMERY;
ANDRIOLO, 2020; DIAS et al.,, 2020). Durante o teste, quando o nivel de
anticorpos IgM na amostra esta igual ou acima do limite de deteccdo do teste,
ocorre a ligacdo dos Acs IgM da amostra ao antigeno de SARS-Cov-2 marcado
com ouro coloidal. Assim, os conjugados (antigeno-anticorpo) migram para cima
através do efeito capilar e sdo capturados pelo anticorpo anti-lgM humano
imobilizado na area de teste M, produzindo uma banda vermelho-purpura na
area de teste M. Da mesma forma, quando o nivel de anticorpos IgG na amostra
esta no limite de deteccao do teste ou acima dele, ha a ligacéo destes Acs IgG
ao antigeno de SARS-Cov-2, com resultante migracao dos conjugados e captura
pelo anticorpo anti-IlgG humano imobilizado na é&rea de teste G, produzindo uma
banda vermelho-purpura na area de teste G. Por outro lado, se for uma amostra
negativa, ndo aparece uma faixa vermelho-parpura na area de teste M e G;
porém, independentemente da presenca ou auséncia de anticorpos IgM ou IgG
na amostra, uma faixa vermelho-pUrpura aparecerd na area de controle de
qualidade (C). A faixa vermelho-purpura na area de controle de qualidade (C) é
um critério para validar o processo de imunocromatografia e para verificar se ha
amostra suficiente (Figura 6) (VIEIRA; EMERY; ANDRIOLO, 2020; DIAS et al.,
2020).

Embora os testes rapidos apresentem boa acuracia diagnéstica em
pacientes com tempo de evolucdo do quadro superior a oito dias, o tempo de

janela imunologica reduz a sensibilidade destes testes quando aplicados em



fases mais precoces, 0 que justifica 0 uso concomitante de outros testes de
diagndstico, como o RT-PCR, nas fases iniciais da doenca (MINISTERIO DA
SAUDE, maio/2020).

b) Testes automatizados : Os testes automatizados s&o realizados em
ambiente laboratorial, utilizando-se equipamentos analiticos para a deteccao e
quantificacdo de antigenos e anticorpos em sangue total, soro ou plasma. Dentre
0s principais métodos utilizados estdo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent
Assay), Quimioluminescéncia e Eletroquimioluminescéncia. O teste de ELISA é
um dos mais utilizados e baseia-se em rea¢fes antigeno-anticorpo detectaveis
por meio de reacdes enzimaticas (teste imunoenzimatico), sendo a enzima
peroxidase a mais utilizada neste teste (ROITT; DELVES, 2019). O ensaio de
ELISA possibilita a detec¢éo sensivel e especifica de anticorpos anti-SARS-Cov-
2 IgA, IgM e IgG, através da utilizacdo da proteina estrutural recombinante S1
do SARS-Cov-2 utilizada como antigeno. Assim, ao antigeno do SARS-Cov-2
imobilizado em placa (fase soélida) é adicionado o soro do paciente e, caso a
amostra seja positiva, anticorpos especificos se ligam aos antigenos da placa. A
seguir, é adicionado o anticorpo secundario contra as imunoglobulinas do soro
do paciente, o qual esta conjugado a enzima peroxidase, e a partir da adicdo do
substrato para a enzima (H202) ocorre uma reagao colorimétrica. A intensidade
da cor produzida é proporcional a concentragdo de anticorpos na amostra do
soro, sendo medida a partir de leitura em espectrofotdbmetro. Ao final, com base
nos dados de absorbancia obtidos € possivel entdo se determinar o titulo de
anticorpos anti-SARS-Cov-2 presentes no soro do paciente (EUROIMMUN,
2020; DIAS et al., 2020).



Figura 6 — Representacdo do método de diagndstico rapido para Covid-19,
com perfis de identificacado de anticorpos IgM (IgM positivo), IgG (IgG positivo)
ou auséncia de anticorpos (negativo)

Antigeno SARS-CoV-2 ( ) (" )
I ._ c c
IgG camundongo
Amostra\ ; e Linhas de teste Filtro de G —
M__G C — =
‘p(” e s e ~ absorg¢ao
Iy 4 / ! =
\ 4 / ! — / M M
T = — —Y/
Suporte Conjugado Membrana | =Sl \. - / J
Nitrocelulose % X Negativo IgG
Positivo
( N\ (
C ©
G —
N 3 M M
anti- IgM anti-IgG Controle . / J
humano humano  Anti-lgG camundongo IgM |gG/|gM
Positivo Positivo

Fonte: os autores, adaptada de DIAS et al., 2020.

DESENVOLVIMENTO DE VACINAS

Previamente a descricdo das vacinas em desenvolvimento contra o virus
SARS-Cov2, é importante a compreensao dos conceitos gerais sobre vacinas.
Assim, uma vacina pode ser constituida por um agente patogénico vivo atenuado
ou inativado (morto), ou ainda, por fragmentos ou componentes antigénicos
deste patdégeno, e tem a capacidade de estimular as respostas imunologicas
protetoras do hospedeiro para combater o patbgeno invasor, porém, sem causar
a doenca (ABBAS; LICHTMAN, 2017) A maioria das vacinas existentes s&o
constituidas por patdgenos atenuados ou inativados, como por exemplo, as
vacinas contra febre amarela, sarampo, caxumba, tuberculose, poliomielite,
gripe, entre outras, sendo designadas “vacinas celulares” e classificadas como
geracédo 1 de vacinas. No entanto, as pesquisas atuais tém sido direcionadas ao
desenvolvimento de vacinas utilizando-se outras tecnologias, tais como as
vacinas de subunidades (recombinantes) e conjugadas, classificadas como
geracdo 2 e representadas pelas vacinas contra hepatite B, meningite,
pneumonia e HPV. Ja a geragcdo 3 compreende as vacinas génicas de DNA e




MRNA, e de vetores virais recombinantes, baseadas na utilizacdo do material
genético que ira codificar o antigeno de interesse, bem como a introducdo do
gene que codifica o antigeno em um virus recombinante néo citopatico (ROITT;
DELVES, 2019). Embora nenhuma vacina génica e de vetor viral tenha sido
aprovada para uso clinico em humanos até o momento, estas tecnologias tém
sido consideradas bastante promissoras, tal como sera descrito para o
desenvolvimento de vacinas contra o virus SARS-Cov-2 (KRAMMER, 2020).

O desenvolvimento de uma vacina é um processo longo, podendo levar até
dez anos, e envolve varias fases, compreendendo a fase exploratéria e
laboratorial, a fase de estudos pré-clinicos em animais, as fases 1 a 3 de ensaios
clinicos em humanos, e a fase 4 de aprovacéo e registro da vacina. Desta forma,
na fase exploratéria é realizada a prova de conceito da vacina, envolvendo a
identificacéo e validacdo do antigeno vacinal e a realizacéo de testes in vitro em
laboratorio. Na fase pré-clinica séo realizados testes da vacina em animais,
como por exemplo, ratos, coelhos e macacos. A seguir, sdo realizados os
estudos clinicos de fases-1 a 3 para a avaliagdo da seguranca, imunogenicidade,
eficicia e tolerabilidade da vacina em humanos. Assim, na fase 1 é avaliada a
seguranca e a eficacia da vacina em gerar a resposta imunologica, sendo
testados poucos voluntarios sadios (20 a 80); na fase 2 é realizada uma analise
mais detalhada da seguranca e eficicia da vacina, além de estudos de dosagem,
podendo ser testadas até centenas de pessoas; na fase 3 séo realizados testes
com milhares de individuos em locais de alta prevaléncia da doengca em estudo,
com o objetivo de se avaliar definitivamente a seguranca e a eficacia da vacina,
bem como os possiveis efeitos colaterais decorrentes do seu uso. Finalmente,
na fase 4 a vacina deve ser submetida a aprovacgéo e registro pelas agéncias
regulatorias para entdo ser disponibilizada para a populacdo (INSTITUTO
BUTANTAN, 2020).

De acordo com a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), ha cerca de 190
candidatas a vacinas em estudos contra o virus SARS-Cov-2 em todo o mundo,
dentre elas 46 ja entraram em fases de testes clinicos, porém somente 9 estéo
na fase 3 final de ensaios clinicos (OMS, 2020), conforme apresentado na Tabela

1. Neste trabalho serdo apresentadas as descricdes acerca de quatro vacinas



promissoras que se encontram em fase 3 de testes clinicos no mundo, a saber:
ChAdOx1nCoV-19 (Universidade de Oxford/ AstraZeneca, Reino Unido), mRNA-
1273 (Moderna, Niaid, Estados Unidos), CoronaVac (Sinovac, China) e Sputnik
V (Inst. Nacional de Pesquisa Gamaleya, Russia) (Tabela 1). Ademais, serdo
também abordadas algumas vacinas em desenvolvimento no Brasil frente a
Covid-19.

A vacina ChAdOx1nCoV-19, também conhecida como “vacina de Oxford”
desenvolvida pelo Instituto Jenner da Universidade de Oxford (Reino Unido), em
associacdo com a empresa farmacéutica AstraZeneca (Anglo-sueca), € uma
vacina de vetor de adenovirus de chimpanzé, ao qual foi adicionado o material
genético que ird expressar a glicoproteina Spike (S) no organismo do
hospedeiro, induzindo as respostas imunes contra o virus (Figura 7). Neste caso,
por meio do sequenciamento do genoma viral foi possivel identificar os genes
que codificam a glicoproteina S, considerada um dos principais fatores de
viruléncia do SARS-Cov2, e selecionada como o antigeno alvo para o
desenvolvimento desta vacina e de outras a serem descritas. A eficacia da
vacina ChAdOx1nCoV-19 foi inicialmente verificada em ensaios pré-clinicos
realizados em camundongos e em macacos Rhesus, sendo que 0s animais
submetidos a vacinagao previamente a infeccdo com o virus nao apresentaram
sintomas respiratorios da doenca, nem tampouco foi observada replicacao viral
nos pulmdes, diferentemente dos animais que ndo foram vacinados (van
DOREMALEN et al., 2020). Esta vacina encontra-se em ensaios clinicos de fase
3, sendo o Brasil um dos paises selecionados para os testes, além do Reino
Unido. Os ensaios no Brasil estdo sendo conduzidos principalmente pelo Centro
de Referéncia para Imunolégicos Especiais (CRIE) da Unifesp-SP, pela Rede
D’Or Séo Luiz-RJ e pela Fundacédo Oswaldo Cruz (Fiocruz), com expectativa de
se alcancar 10.000 voluntarios para os testes. Mediante acordo de transferéncia
de tecnologia entre a Fiocruz/ Ministério da Saude e a empresa AstraZeneca, 0
Brasil podera produzir milhdes de doses desta vacina, caso seja comprovada

sua eficacia e seguranca (O GLOBO, 2020).



Figura 7 — Representacao da tecnologia e mecanismo de acéo da vacina de
vetor viral ChAdOx1nCoV-19 contra o virus SARS-Cov2
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A vacina mRNA-1273, desenvolvida pela empresa Moderna e com 0 apoio
do Instituto. Nacional de Alergias e Doencas Infecciosas (Niaid), Estados Unidos,
€ uma vacina de mRNA, obtida a partir da clonagem do gene que expressa um
fragmento da glicoproteina S, seguida da sua inser¢cdo em nanoparticula lipidica
(lipid nanoparticle-LNP), capaz de propiciar uma melhor veiculacdo e absorcao
da vacina nos tecidos. Desta forma, uma vez injetada no tecido muscular, o
MRNA contido no interior da nanoparticula lipidica sera liberado no citoplasma
para translacdo em glicoproteinas S, as quais serdo secretadas para ativacao
das respostas imunes humoral e celular WANG; KREAM; STEFANO, 2020). Em
testes com camundongos, a vacina mRNA-1273 forneceu protecéo total contra
a replicacéo viral nos pulmdes, e nos ensaios clinicos de fases 1 e 2 apresentou
ser segura e bem tolerada, além de provocar niveis de titulo de anticorpos
neutralizantes comparaveis a soros convalescentes. Atualmente, esta vacina
encontra-se em estudos clinicos de fase 3, com cerca de 30.000 voluntarios nos
Estados Unidos (DW BRASIL/ NOTICAS, 2020)




A vacina CoronaVac desenvolvida pela empresa Sinovac Biotech, China, &
uma vacina de virus inativado (morto), obtida a partir da multiplicacdo do virus
SARS-Cov2 em células vero (rim de macaco) seguida de sua inativagcdo com o
produto quimico betapropiolactione e adicdo de hidréxido de aluminio como
adjuvante. Embora esta vacina nao utlize tecnologias mais recentes de
engenharia genética, exemplos de outras vacinas obtidas a partir de virus
inativados demonstram a eficacia desta técnica para a estimulacéo de respostas
imunes completas, envolvendo producéo de anticorpos e ativagdo de linfécitos
T. Em testes com macacos Rhesus, 0os grupos vacinados com a CoronaVac
apresentaram protecdo parcial ou total contra a doenca, sendo verificada
producdo de anticorpos neutralizantes bem como ativacao de linfocitos T, além
de reduzida carga viral se comparada aos animais nao vacinados (KRAMMER,
2020). Nos ensaios clinicos de fases 1 e 2, realizados com cerca de 1000
voluntarios, esta vacina mostrou-se segura e eficaz, e houve producdo de
anticorpos neutralizantes em mais de 90% dos voluntarios que receberam a
vacina. Atualmente, esta vacina encontra-se em estudos clinicos de fase 3,
sendo estabelecida uma parceria com o Instituto Butantan-SP para a realizag&o
de testes no Brasil com cerca de 15.000 voluntarios. Caso a vacina seja
aprovada, Sinovac e Butantan irdo firmar acordo de transferéncia de tecnologia
para producdo em escala industrial e fornecimento gratuito & populac¢édo por meio
do SUS (AGENCIABRASIL, 2020).

A vacina Sputnik V, desenvolvida pelo Instituto Nacional de Pesquisa
Gamaleya, Russia, € uma vacina de vetor viral recombinante, sendo constituida
por uma combinacédo de vetores de adenovirus representados por rAd5 e rAd26,
ambos 0s quais carreiam o gene da glicoproteina S (antigeno) (LOGUNOV et
al., 2020). Esta vacina foi elaborada em duas formulacdes distintas, congelada e
liofilizada, e submetida aos ensaios de fases 1 e 2 em voluntarios adultos
saudaveis (cerca de 76). De acordo com os resultados obtidos, todos os
participantes produziram anticorpos neutralizantes frente a glicoproteina S do
SARS-Cov2, sendo também observada resposta efetiva de linfécitos T. Além de
apresentar imunogenicidade satisfatéria, a vacina Sputnik V também se mostrou

segura e toleravel, com auséncia de relatos de efeitos colaterais graves. Esta



vacina ja foi registrada oficialmente na RuUssia para uso clinico, embora os
estudos de fase 3 com cerca de 30.000 voluntarios russos estejam em fase inicial
(JORNAL DO BRASIL, 2020).

Tabela 1 — Vacinas contra Covid 19 que se encontram em Fase 3 de ensaios
clinicos no mundo

Candidata Tecnologia/ Oraanizacio Pais
a Vacina Plataforma g ¢
. Universidade de . .
ChAdOx1nCoV- Vetor viral Reino Unido/
19 5 i Oxford e Suécia
, nao replicante AstraZeneca
TRNAT ol de Alergias
MRNA-1273 nanoparticula g Estados Unidos
lipidica e Doencas
Infecciosas (Niaid)
CoronaVac Virus inativado Sinovac Biotech China
_ Vetor viral Inst. Nacional de .
Sputnik V . Russia
ndo replicante Pesquisa Gamaleya
Inst. Produtos
Wuhan Virus inativado  Bjolégicos de Wuhan China
e Sinopharm
Inst. Produtos
Sinopharm Virus inativado Biol4gicos de China
Pequim e Sinopharm
BioNTech
BNT162 MRNA (Alemanha), Pfizer AIemanhg/
(Estados Unidos), Estados Unidos
Fosun Pharma
_ CanSino Biologics e
Ad5-nCoV Vetor viral Inst. Biolégico de China
nao replicante
Beljing
Vetor viral Janssen
Ad26.COV2.S etor vira Pharmaceutical Bé|g|Ca

nao replicante

Companies




No Brasil, diversas vacinas estdo sendo desenvolvidas por grupos
consolidados e com tradicdo de pesquisa em vacinas, por meio da aplicacéo de
diferentes tecnologias. Desta forma, uma vacina constituida por particulas
semelhantes aos virus (VPLS) e carreando fragmentos proteicos antigénicos do
virus, relacionados a glicoproteina S (Figura 8A), vem sendo desenvolvida pela
Faculdade de Medicina da USP e Instituto do Coracéo (Incor). Segundo os
pesquisadores envolvidos, este tipo de vacina deve desencadear uma forte
resposta do sistema imunoldgico, induzindo a formacdo de anticorpos
neutralizantes, capazes de impedir o virus de penetrar nas células, e tende a ser
mais eficiente do que as vacinas de mRNA (JORNAL DA USP, 2020;
KRAMMER, 2020). Outro tipo de vacina em desenvolvimento € a que esta sendo
elaborada pelo Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia de Vacinas- INCT-V
(Fiocruz Minas) em parceria com a Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG), a qual se baseia em uma plataforma que utiliza um virus recombinante
de influenza como vetor vacinal, no qual seré introduzido o gene da glicoproteina
S. Assim, como se trata de um virus defectivo para a multiplicacdo, ele ndo causa
a doenca, mas induz a producdo de anticorpos, e ainda ha a possibilidade de
obtencdo de uma vacina bivalente, com dupla aplicacdo contra o0 novo
coronavirus e contra ao virus influenza (FIOCRUZ, 2020). O Instituto Butantan-
SP, por sua vez, esta desenvolvendo uma estratégia baseada no acoplamento
de vesiculas de membrana denominadas outer membrane vesicles-OMVs,
criadas em laboratorio, a proteinas recombinantes de antigenos de superficie do
SARS-CoV-2. Estas OMVs mimetizam um mecanismo utilizado por algumas
bactérias para “despistar’ nosso sistema imune, por meio do qual elas liberam
pequenas esferas feitas com o material de suas membranas como iscas para
desviar a defesa do organismo. Assim, esta nova técnica permite que as
formulagcbes contenham uma grande quantidade de um ou mais antigenos do
virus em uma plataforma fortemente adjuvante, induzindo uma resposta imune
mais pronunciada (Figura 8B) (INSTITUTO BUTANTAN, 2020). Finalmente, uma
vacina de spray nasal esta sendo desenvolvida pela Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas da USP (FCF-USP), a qual se baseia na insercdo de uma

proteina do novo coronavirus dentro de uma nanoparticula, criada a partir de um



substrato natural, sendo a substancia resultante aplicada em forma de spray nas
narinas do paciente. Este tipo de vacina possui algumas vantagens em relacao
as vacinas injetaveis, como por exemplo, a inducdo da imunidade no local de
aplicacéo (trato respiratorio), a formacao adicional de IgA secretora, o que pode
tornar a imunizagdo mais duradoura, reduzido custo de produgcdo e maior
facilidade de administracdo. As vacinas citadas em desenvolvimento no Brasil
estdo em fase de ensaios pré-clinicos em animais, e ha expectativa de que
avancem para os testes clinicos de fase 1 até 2021 (UOL, 2020, KRAMMER,
2020).

Figura 8 — Representacdo de algumas tecnologias vacinais em
desenvolvimento no Brasil contra o virus SARS-Cov2. (A) Vacina constituida
por particulas semelhantes aos virus (VPLs) como carreadoras de fragmentos
antigénicos relacionados a glicoproteina S. (B) Vacina constituida por outer
membrane vesicles-OMVs conjugadas a proteinas recombinantes de antigenos
de superficie do SARS-CoV-2
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CONCLUSAO

Diante do cenario atual de pandemia pelo virus SARS-CoV-2/ COVID-19,
diversos grupos de pesquisa no Brasil e no mundo tém atuado de forma
veemente e incessante para a elucidagdo dos mecanismos de infeccéo pelo
virus e dos processos fisiopatoldgicos e imunologicos intrinsecos a doenca, o
que é fundamental para o desenvolvimento de métodos de diagndstico, e
estratégias terapéuticas e vacinais frente a COVID-19. Desta forma, neste
trabalho foram apresentados os aspectos estruturais do virus SARS-CoV-2
associados aos mecanismos envolvidos na imunopatogénese da doenca. A
seguir, foram descritos os principais métodos de diagnostico para COVID-19,
envolvendo o exame de RT-PCR e os testes soroldgicos, e foi apresentado o
panorama atual do desenvolvimento de vacinas, compreendendo os diferentes
tipos de tecnologia inerentes as principais vacinas que se encontram em fase 3
de ensaios clinicos, bem como as vacinas em desenvolvimento no Brasil. Assim,
este trabalho traduz-se como uma importante ferramenta didatico-cientifica para
todos os interessados na compreensédo de conteldos essenciais acerca do virus
SARS-CoV2/ COVID-19 aqui explicitados.

Conflitos de interesse:  Os autores declaram que ndo ha conflitos de interesse.
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