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Engenharia genética e a tecnologia do DNA recombinante no desenvolvimento de

vacinas génicas.
JEFERSON LUIZ DE JESUS SIQUEIRA*,
PAULO QUEIROZ**
Resumo

A tecnologia do DNA recombinante tem um papel extremamente fundamental
na area da vacinacgdo, ja que para o desenvolvimento das vacinas génicas, as técnicas
moleculares ajudaram a retirada de genes patogénicos de microrganismos e introduzi-
los em vetores de transferéncia para posteriormente serem expressos a fim de se obter
antigenos imunoestimulatdérios, assim como outras técnicas dentro dessa mesma
tecnologia que buscam o mesmo resultado, apresentar o antigeno de forma eficiénciae
para 0 organismo, sendo a partir de genes ou de particulas viroticas (como capsideos)
bacterianas (plasmideos) e parasitarias (proteinas de membrana). A producdo das
vacinas génicas, € uma tecnologia promissora para a prevencao e controle de doencas
tanto na medicina humana quanto na medicina veterinaria. O trabalho exposto tem
como objetivo, relacionar os conceitos da tecnologia do DNA recombianante na
producdo de vacinas génicas, como por exemplo, a vacina da Esquistossomose e a

vacina quimérica da Dengue, que foram desenvolvidas recentemente.
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Abstract

Recombinant DNA technology plays an extremely large role in the field of
vaccination, since for the development of DNA vaccines, molecular techniques have
helped to remove pathogenic genes from microorganisms and to introduce them into
transfer vectors for later expression immunostimulatory antigens, as well as other
techniques within the same technology that seek the same result, present the antigen
efficiently to the organism, being from bacterial (plasmids) genes and viral (like
capsids) particles and parasites (membrane proteins). The production of DNA vaccines
is a promising technology for the prevention and control of diseases in both human
medicine and veterinary medicine. The objective of the present work is to relate the
concepts of recombinant DNA technology to the production of gene vaccines, such as
the Schistosomiasis vaccine and the chimeric Dengue vaccine, which were recently
developed.
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1. Intoducéo

Segundo Barbosa e colaboradores (2012) a engenharia genética permitiu a
manipulacdo do genoma de microrganismos vivos que levaram cientistas a esclarecerem
ainda mais as duvidas da estrutura do DNA. Posteriormente, tal area possibilitou o
desenvolvimento da tecnologia do DNA recombinante permitindo ndo s a clonagem de
vetores mas também de enzimas de restricdo, que permitiram cortar o DNA em pontos
especificos os quais, isolados, formam fragmentos que podem ser utilizados para
diversas aplicacbes como, por exemplo, a retirada do gene responsavel pela evolucao de
uma doenca em um individuo ou na expressdo desses genes para uma possivel

imunizacéo.

De acordo com Castelo e colaboradores (2004) com a engenharia genética foi
possivel a criacdo de técnicas que ajudaram a construir combinacfes de genes capazes
de codificar novos farmacos, como as vacinas génicas e, com a utilizacdo dessa
tecnologia, foram feitas novas vacinas com efeitos menos patogenémicos, com baixo

risco de infeccBes ou rejeicdo imunoldgica a partir da propria vacina, assim como,



efeitos com uma alta eficiéncia na producdo de anticorpos necessarios para imunizagao
de certas doencas, uma vez que, algumas vacinas apresentam efeitos adversos

indesejados.

Para a vacinacdo, existem varias vias que podem ser administradas, como a
intranasal (na forma de aerossol), a via oral, por via intradérmica (por
bombaerdeamento de microparticulas de ouro revestidas de material genético) e a
intramuscular, sendo a mais utilizada por ser um processo simples e que apresenta baixo
custo, porém quando realizada, sua composicdo requer uma quantidade alta de
plasmideo para estimular adequadamente a resposta imune, uma vez que, precisam
atingir o ndcleo da célula. Por isso, na composicdo dessas vacinas necessita-se uma
grande quantidade de moléculas de plasmideo para garantir que a proteina sera expressa
(BARBOSA et al., 2012).

Os plasmideos, demonstrado na Figura 1, sdo pequenas moléculas de DNA,
dupla fita, que variam de 5 a 400 kilobases (kb) e que contém elementos necessarios
para a replicacdo de um gene e sdo bastante utilizados para a clonagem por
apresentarem uma facilidade de manuseio além de extrema eficacia para a expresséo de
genes, 0 que justifica a sua utilizacdo em técnicas recombinantes. Além disso,
combinando-se os plasmidios com as enzimas de restricdo é possivel clivar tanto o gene
de interesse a ser introduzido no plasmideo, quanto o proprio plasmideo para conseguir

inserir o gene estudado e, assim, gerar a sua replicacdo (LINDEN, 2010).

As enzimas de restricdo proporcionaram técnicas que auxiliaram para cortar o
DNA em pontos pré-definidos, permitindo isolar fragmentos de &cido nucléico e
introduzi-los no genoma de um organismo hospedeiro juntamente com a utilizacdo da
reacdo de polimerizacdo em cadeia (PCR), uma vez que, essa técnica permite amplificar
em quantidade os fragmentos de DNA que serdo clonados (BARBOSA et al., 2012).

As primeiras vacinas foram produzidas tanto de microrganismos vivos e
atenuados quanto de vacinas de microrganismos mortos e inativados; porém, com o
passar do tempo e 0 avanc¢o da ciéncia foi possivel obter novos antigenos, assim como, a
forma de apresenta-los para as células do sistema imunolégico por meio de novas
técnicas que contribuiram para a introducdo de fragmentos de genes ou de genes que
apresentam capacidade de codificar antigenos e potencializa-los imunogenicamente,
tornando-os mais eficazes contra infec¢Oes (DINIZ; FERREIRA, 2010).



Segundo Kano e colaboradores (2007) a vacina génica apresenta uma acao
preventiva bastante eficaz, uma vez que, consiste basicamente em introduzir um gene no
organismo do individuo o qual induzir a resposta imune humoral e celular, buscando
ativar tanto a resposta dos linfocitos T CD4+ quanto a dos T CD8+, porém sem a
presenca de um microrganismo vivo, 0 que corrobora para uma baixa patogenicidade da
vacina; para a criacdo dessas vacinas génicas € necessario: o promotor de expressdo
para as células de mamiferos, sinal de poliadenilacdo (PoliA), um marcador de sele¢do e

0 sitio no qual serd inserido o gene de interesse.

Figura 1. Vetor plasmidial utilizado na clonagem molecular para a obtecdo de DNA

recombinante.
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Fonte: Glenting; Wessels (2005).

Quando sdo utilizados plasmidios que possuem uma funcdo promotora forte, ira
induzir a expressdo de altos niveis protéicos nas células eucaridticas o que é melhor para
0 sistema imunoldgico do individuo e, consequentemente, para a vacina (Kano et al.
2007).

Com a CRISPR/Cas9 foi possivel eliminar genes 0s quais a expressao causaria
patogenicidade e impedir que ocorra a doenca; com tal auxilio ndo s6 as vacinas serao
eficazes, mas também, novas técnicas, meios de induzir a imunidade no individuo, até

mesmo melhorar as vacinas ja utilizadas anteriormente (FOK et al., 2015).



Mesmo tendo uma alta potencialidade de imunizagéo, as vacinas génicas ainda
estdo sendo fortemente estudadas pelo fato de tal imunizagédo ainda depender também de
fatores como a selecdo do gene alvo, da via que sera aplicada, frequéncia e dosagem,
vetores a serem expressos, assim como, na sadde, idade dos animais que foram testados
(DINIZ; FERREIRA, 2010).

A partir do exposto, o objetivo desse trabalho foi relacionar os conceitos da
tecnologia do DNA recombinante na produgédo de vacinas génicas.

2. Metodologia

Foi realizada uma revisédo de literatura narrativa, onde foi feito um levantamento
na base de periodicos nacionais e internacionais para constituir uma analise critica e
pessoal do autor para discutir o desenvolvimento de um determinado assunto
(ROTHER, 2007). Na elaboragdo desse trabalho foram utilizados artigos cientificos
publicados entre 2004 a 2016 nas bases de dados da Biblioteca Virtual em Saude
(BVS), Google Académico, nas linguas Espanhol, Inglés e Portugués. Para isso foram
utilizadas as palavras-chave: Vacina de DNA, vacina génica, engenharia genetica,

recombinacdo genética, tecnologia do DNA recombinante, edi¢do genética, imunizacéo.
3. Desenvolvimento.
O que é imunizacao?

Imunizacdo é o termo utilizado quando um organismo cria um mecanismo de
defesa contra um agente infeccioso ou alérgico, virus, bactérias, protozoarios, dentre
outras substancias ou organismos presentes na natureza ou, até mesmo, produzidas pelo
proprio ser humano (ROITT; DELVES, 2013).

A imunidade refere-se quando nosso organismo apresenta uma protecdo apds
entrar em contato com 0 microrganismo ou macromoléculas presentes no meio
ambiente, gerando uma resposta imune humoral e celular, como foi observado
primeiramente em 1978, por Edward Jenner, quando observou os pacientes com variola.
Com o passar do tempo, diversas pesquisas foram realizadas até afirmarem que a
imunidade pode ser adquirida de forma passiva ou ativa, sendo a passiva, natural

quando ocorre a transferéncia de anticorpos pelo leite materno e a artificial a partir da



soroterapia, a imunidade ativa também é subdividida em natural, quando o organismo
entra em contato com o patdgeno e a artifical, por meio da vacinagdo, que gera uma
meméria imunoldgica, sendo traduzida por uma prote¢do em sua maioria, por um longo
periodo (ROITT, DELVES, 2013).

A resposta imune promove a protecdo do organismo a partir de duas respostas,
inata e adaptativa, sendo a resposta imune inata caracterizada por ndo apresentar uma
resposta especifica e ndo gerar células de memdria imunoldgica contra um patogeno,
ocorrendo apenas durante o primeiro contato do organismo com o antigeno, envolvendo
macréfagos, mondcitos e neutréfilos, células fagocitarias, enquanto a resposta imune
adaptativa acontece na tentativa de eliminar o patdgeno que passou pela resposta inata,
gerando, assim, células efetoras antigeno-especifico, como os linfécitos T e B,
principalmente, os quais reconhecem especificamente os diferentes determinantes
antigénicos (KANO; VIDOTTO; VIDOTTO, 2007).

Surgimento das vacinas

O surgimento da vacina acontenceu durante a epidemia de variola, onde eram
inoculados pus seco das lesdes da doenca nos individuos sadios apesar de ndo ser aceita
no Ocidente tal técnica foi empregada por diversos paises do mundo aproximadamente
no ano de 1700 ate relacionarem que tal inoculacdo tinha pouco efeito naquelas pessoas
que ja haviam contraido a variola bovina e apds grandes pesquisas nesse ramo, foi

criada a vacina da variola a partir de material bovino (PEREIRA, 2003).

Segundo DINIZ; FERREIRA (2010) as vacinas foram classificadas em trés
grupos baseadas em antigenos vacinais e no principio ativo, classificando-as em
primeira, segunda e terceira geracdo, sendo as vacinas de primeira geracao, formadas a
partir de patdgenos inativados ou atenuados para reduzir a acdo desses
microorganismos, levando o sistema imune a adqurir informacdo suficiente para
produzir anticorpos contra a infec¢do, também eram utilizados antigenos de pat6genos
semelhantes para ajudar no controle de algumas doengas como, por exemplo, as vacinas
para imunizacdo contra o virus da variola, obtidas a partir de virus isolados em bovinos,
e a da tuberculose, a partir de uma bactéria também obtida em bovinos, as de segunda

geracdo, que sdo vacinas acelulares compostas por fragmentos do microrganismo e a de



terceira geracdo, realizada a partir da informacéo genética e com o auxilio da clonagem,

introduzir o DNA plasmidial no organismo ou

Vacinas de 12 geragdo

Com o avanco da biotecnologia, foi possivel desenvolver vacinas a partir de
novos antigenos, proteinas e vetores, proporcionando uma qualidade vacinal mais
eficiente quando comparadas as anteriores, de primeira e segunda geracdo. Justamente
por serem mais eficazes podem ser produzidas a partir da manipulacdo genética,
podendo obter proteinas recombinantes que ajudam na apresentacdo para o sistema
imunologico do organismo sem que traga efeitos adversos ou, pelo menos, diminuidos
(CASTELO et al., 2004).

As vacinas de primeira geragdo foram utilizadas por varios anos e muitas delas
sdo utilizadas ate hoje, sendo a sua aplicagdo muito eficiente na prevencao de doencas
infecciosas, mesmo apresentando um certo risco de reversdao do agente enfraquecido,
ajudaram a salvar milhdes de pessoas contra inumeras doencas, como foi 0 caso das
vacinas da febre amarela, sarampo, caxumba, rubéola, varicela zoster e a vacina
bacteriana da tuberculose (BCG) (BISETTO, CLOSAK, 2017).

No caso das vacinas atenuadas, apresentam como a sua principal vantagem, a
maior durabilidade da imunidade no corpo do individuo, j& que o agente infeccioso esta
ali presente porém enfraquecido, sendo um processo relativamente barato e simplificado
porém, sua principal desvantagem seria 0 armazenamento, ja que o0 agente esta vivo. A
vacina deve ser mantida em baixas temperaturas e manter um pH estavel além do fato
de que pessoas imunocomprometidas apresentam uma chance do agente atenuado
causar alguma infeccdo, sendo muitas delas consideradas perigosas, como a da Febre
Amarela (DINIZ; FERREIRA, 2010).

As vacinas que sdo compostas por agentes inativados, ndo podem se multiplicar
no corpo da pessoa, tendo como principal vantagem a seguranca e mais estavel em
variacdo de temperatura, ja que ndo terd a multiplicacdo do agente, ndo correra o risco

do mesmo infectar o individuo com a doenca o que leva a sua principal desvantagem, a



imunidade passageira, onde é necessario, na maior parte, a aplicacdo de varias doses
para que o individuo possa adquirir uma resposta imunoldgica adequada para combater
a doenga e, em alguns casos, é necessario um reforco dessas doses para que o individuo
venha a ter um estimulo na resposta imunoldgica, como a vacina anti-rabica (ROITT;
DELVES, 2013).

Vacinas de 22 geragao

As vacinas de segunda geracdo surgiram ap0s a percepcdo de que algumas
vacinas poderiam ser formadas a partir da indugdo de anticorpos como, por exemplo, as
toxinas que, quando expressas sdo responsaveis pelos sintomas da doenca, ou aglcares
de superficie, os quais sdo apresentados ao sistema imune, neutralizando as bacterias
que possivelmente iriam se multiplicar rapidamente no organismo infectado (KANO;
VIDOTTO; VIDOTTO, 2007).

Ainda, dentro do grupo da segunda geracdo existem as vacinas acelulares,
compostas de toxinas purificadas e inativas quimicamente, proteinas e polissacarideos
purificados, como € o caso da vacina antitetanica, antidiftérica, e as vacinas para o

controle de meningite meningocdcica e da pneumonia (CASTELO et al., 2004).

Essas vacinas induzem uma boa resposta imune humoral apenas com particulas
dos agentes, sem a necessidade do microrganismo inteiro, sendo essa sua principal
vantagem; porém, as técnicas que sdo utilizadas para obter esses fragmentos apresentam
um custo elevado para a producdo em larga escala (GLENTING; WESSELS, 2005).

Vacinas de 3?2 geragdo

Na década de 1990 foram descobertas as vacinas de terceira geracdo as quais
conseguiram empregar informacgdes genéticas do patdgeno. Nesse tipo de vacina tem-se
as proteinas que representam antigenos relevantes para a protecdo do hospedeiro sem a
necessidade do patdgeno em si, levando o individuo a conseguir informacdes suficientes
para produzir anticorpos contra tal antigeno, imunizando-o contra futuras infec¢oes
(DINIZ; FERREIRA, 2010).



Foram realizados testes em animais, 0s quais foram inoculados com plasmideos
que carregam genes que sao expressos nas célula transfectadas, células nas quais 0 DNA
plasmidial injetado teve a capacidade de penetrar as membranas citoplasméticas e
nucleares que, sob a regulacdo de um promotor, utilizando enzimas necessarias, ird ser
transcrito em uma fita de RNA mensageiro que posteriormente serd traduzido em
proteinas no citoplasma e, por fim, serdo capturadas pelas células apresentadoras de
antigeno (APC) ou fragmentadas em peptideos antigénicos gerando, consequentemente,
repostas imunoldgicas, obtendo anticorpos de extrema importancia para o0 organismo,
dando a protecdo necessaria quando entrar em contato com o patdgeno, que com 0
auxilio das células citotdxicas, irdo identificar as células infectadas e destrui-las mesmo
sem 0 contato prévio com o virus ou bactéria, levando-o a obter também a meméria
imunoldgica, a qual é fundamental para a profilaxia (GLENTING; WESSELS, 2005).

As vacinas génicas foram desenvolvidas tanto de forma profilatica quanto de
forma preventiva. A vacina profilatica tem a capacidade de estimular a resporta humoral
por apresentar em sua composicdo particulas semelhantes aos do virus como, por
exemplo, as proteinas, porém sem conter o DNA viral o qual é responsavel pelas
malignidades, ou seja, pelo quadro infeccioso no hospedeiro. A vacina terapéutica é
adquirida a partir de proteinas consideradas antigenos virais, que quando apresentadas
ao organismo humano levara a indugdo da resposta celular do sistema imune, ajudando
as celulas imunocompetentes a combater a infeccdo do agente etioldgico, quando o
mesmo, entrar em contato com o sistema imunologico do organismo imunizado
(ROITT; DELVES, 2013).

As vacinas génicas, quando produzidas em larga escala, apresentam um custo
relativamente mais baixo quando comparadas as vacinas classicas, pelo fato da
producdo dessas vacinas compostas de fracfes celulares, proteinas recombinantes e
peptideos sintéticos terem um custo mais elevado. O controle de qualidade acaba se
tornando mais eficaz, mais facil, ja& que se tem uma nocdo da quantidade de proteina
produzida, jA que ndo precisa de uma rede de refrigeracdo e, por serem estaveis a
temperatura ambiente, a comercializacdo acaba atingindo regides de dificil acesso,
facilitando entdo o transporte, distribuicdo e eficadcia da acdo de programas de

imunizacdo em diversas regides (LOPES et al. 2012).



Uma das principais vantagens dessa vacina € que assim como as vacinas
classicas, ela induz a producgdo de anticorpos e estimula a resposta imune celular, tanto
de linfocitos T CD4+ (auxiliares) quanto de linfocitos T CD8+ (citotdxicos) sem
apresentarem risco de reversdo da atenuacdo além de poderem ser produzidas contra
agentes infecciosos de dificil cultivo e de baixa atenuacao e, também, apresentar em sua
composicao, mais de um agente (FOK et al., 2015).

Algumas vacinas, de primeira e segunda geracdo, ndo sdo recomendadas para
criangas, idosos e imunocomprometidos justamente pela alta chance de reversdo da
atenuacdo, ja que o sistema imunolégico se apresenta imaturo, no caso de criancas, ou
deficiente, no caso de idosos e imunocomprometidos. A vacina contra tuberculose
(BCG) que é contra-indicada para esse grupo de risco, por ser obtida a partir da
atenuacdo do Mycobacterium bovi, bactéria atenuada da tuberculose, ja que apresentam
riscos de reversdo, podendo ocasionar a infeccdo, o desenvolvimento de vacina génica

contra a tuberculose ndo apresentou tal risco para essa populacdo (Kano et al. 2007).

Alguns riscos também devem ser destacados, como a integragdo do plasmideo
ao genoma do hospedeiro, podendo gerar mutagénese pela ativacdo de proto-oncogenes
ou inclusive pela inativagcdo de genes supressores tumorais. Porém nos ensaios clinicos,
demonstram baixa probabilidade, a presenca de reac6es auto-imunes, devido a inducgéo
de anticorpos ao DNA (anti-DNA) (KANO; VIDOTTO; VIDOTTO, 2007).

Técnicas moleculares para a obtencao de novos antigenos

A partir dos anos de 1970, novas tecnologias foram permitindo isolar genes
especificos e purifica-los, fazendo com que o DNA ganhasse ndo s6 um novo enfoque,
mas também, uma analise mais cautelosa e, com o passar do tempo, foi possivel cada
vez mais ndo sO isolar novas regides, novas sequéncias de nucleotideos mas também
amplifica-las, ajudando ainda mais a realizar pesquisas para diagnosticar doencas
genéticas, doencas infecciosas e buscar uma forma de trata-las ou amenizar a
sintomalogia dessas doencas (CASTELO et al., 2004).

A tecnologia do DNA recombinante € um conjunto de técnicas que apresenta
uma ampla aplicacdo, uma vez que, pode ser utilizada para estudar mecanismos de

replicacdo e de expressdo génica, para detereminar uma sequéncia especifica de um



determinado gene para obter a proteina a qual ele codifica e, até mesmo, desenvolver
culturas de bactérias para produzirem diversas substancias com fins tanto
biotecnoldgicos, como algumas enzimas, quanto com fins comerciais, como hormdnios
e vacinas (DINIZ; FERREIRA, 2010).

Dentro dessa tecnologia, também existe um processo denominado de clonagem
molecular, no qual é feita a retirada de um gene especifico de uma molécula de DNA
estudada e colocada no vetor, como um plasmideo; esse plasmideo vai ser colocado
entdo num sistema bioldgico, onde é necessario ser uma célula pois necessita de
metabolismo préprio, como uma bactéria, a qual ir& incorporar o plasmideo novo ao seu
citoplasma e ird produzir, em condi¢Oes ideais, a molécula inserida no plasmideo,
levando a milhares de copias do DNA recombinante, o qual contém agora, uma
quantidade amostral de interesse (TORRES et al. 2014).

A clonagem é um processo que consiste basicamente em isolar e propagar
moléculas de DNA idénticas, onde é necessario inicialmemte fragmentar o DNA de
interesse, denominado também de inserto, o qual sera inserido num vetor; em muitos
casos € utilizada uma outra molécula de DNA, como os plasmideos, formando assim
uma molécula recombinante. Essa molécula é introduzida numa célula hospedeira
compativel, a qual necessita de um metabolismo proprio, gerando um processo
denominado de transformacéo, onde a nova célula transformada ira produzir milhares de
copias desse DNA recombinante (GLENTING; WESSELS, 2005).

Para a retirada do gene de uma molécula de DNA € necessaria a utilizacdo de
enzimas de retricdo, que sdo endonucleases capazes que cortar a estrutura do DNA em
pontos especifios, apos a acao das enzimas de restri¢do, fragmentos de DNA sao obtidos
e ligados ao plasmideo de maneira linear com a DNA ligase, ja que o sitio de clivagem
em cada molécula de DNA é o mesmo, dando assim, a sequéncia do gene de um
determinado DNA ao DNA plasmidial, como por exemplo, a sequéncia de um gene

humano para o plasmideo de Escherichia coli. (LOPES et al. 2012).

Para que ocorra uma ligacdo covalente entre as duas cadeias € necessario um
grupo -OH livre numa extremimdade 3’ enquanto na outra cadeia, sera necessario um
grupo fosfato na extremidade 5°, selando assim, ambos os fragmentos; para ser expressa
essa nova informacdo genética contida no plasmideo é necessaria a insercdo (Figura 3)

dessa molécula num sistema de expressdo, podendo ser tanto procarioto quanto



eucarioto. SO é necessario ter metabolismo préprio, para produzir de forma amplificada
as copias do gene de interesse (GLENTING; WESSELS, 2005).

Os sistemas de expressdo podem variar de simples, no qual o cultivo sera de
facil manipulacdo ou mais complexos, que necessitam de um ambiente mais rico em
nutrientes e uma temperatura mais equilibrada. A escolha desse sistema serd baseada em
qual gene foi inserido e onde serd inserido, ou seja, em qual vetor a informacéo genética
seré colocada (LOPES et al. 2012).

Figura 3. Insercdo da informacao genética humano em um plasmideo de Escherichia

coli.
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Fonte: PAVAN; MONTEIRO (2014).

Figura 4. Formacdo de uma molécula de DNA recombinante a partir da insercdo de

um inserto em um plasmideo.
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A utilizacdo da PCR possibilita amplificar uma sequéncia de DNA sem a
necessidade de clonagem molecular, pois amplifica pequena quantidade de amostra,
sendo amplamente utilizada em pesquisas e no diagnostico de doengas genéticas e
infecciosas. Com o auxilio de iniciadores, que sdo oligonucleotideos de DNA
complementares As extremidades de cada fita de DNA, é possivel marcar a regido de
interesse para ser sintetizada, promovendo assim uma alta eficiéncia na multiplicacéo de
um determinado gene (ECKERSALL, 2008).

A utilizacdo de sitios enzimaticos conhecidos, assim como, a utilizacdo do
plasmideo para a amplificacdo do gene na PCR € de grande ajuda quando a amostra for
utilizada na leitura no gel de agarose (Figura 4), ja que precisam ser regides de
conhecimento prévio para analisar quantos pares de bases daquela amostra foram
produzidos, juntamente com a nocao de que as copias geradas pela técnica serdo ciclicas
e apos a leitura, sera feito um processo de purificacdo para retirar todo material

indesejavel, no caso o restante do plasmideo (SOUTO, 2008).

Para a leitura do resultado do PCR é necessario utilizar técnicas de eletroforese,
que consiste na migracdo de uma particula carregada de acordo com o campo elétrico,
gerando um potencial elétrico que ird separar a amostra de acordo com a sua massa
molecular (MACIEIRA, 2009).

Evolucdo das vacinas génicas e sua importancia para a populacdo no quesito

imunitario



O progresso da biologia molecular motivou varios pesquisadores do mundo a
utilizar genes e outros métodos moleculares, como forma de terapia, podendo ser tanto
no tratamento como na acgdo preventiva de varias doengas. Através do uso da
biotecnologia, das vacinas de terceira geracdo, as vacinas génicas, que apresentam em
sua composicdo peptideos, microrganismos recombinantes, dentre outras moléculas
capazes de estimular a apresentacdo de antigenos, trazendo uma nova forma de

administrar proteinas imunogénicas (TIWARI et al. 2009).

Existem diferentes tipos de vacinas e com o0 uso de novas tecnologias,
principalmente quando se faz o uso de manipulacdo genética, originou-se indmeros
estudos e expectativas para o desenvolvimento de novas opgbes de vacinas, algumas
dessas vacinas recombinantes ainda estdo em fase de desenvolvimento, outras em fase
de testes, para uma maior seguranca, apesar de apresentarem resultados positivos nos
testes realizados, muitos estudos ainda sdo necessarios para uma comprovacdo de sua
eficiéncia e de sua seguranca, um dos motivos pelo qual muitas dessas vacinas nao se
encontram ainda no mercado, além de apresentarem como objetivo fundamental, uma

resposta rapida, segura e eficiente.(BATISTA et al. 2007).

Uma vacina recentemente desenvolvida e de grande importancia publica foi a
vacina contra a Dengue, que com o auxilio das técnicas moleculares, possibilitou a
utilizacdo do virus vivo e atenuado da Febre amarela, porém de maneira recombinante,

apresentando em sua estrutura genes do virus da Dengue. (SANTQOS, et al. 2014).

O virus da dengue, pertencente ao género Flavivirus apresenta quatro sorotipos
que podem causar infeccbes nos seres humanos, podendo ser sintomatica ou
assintomatica. Quando sintomatica, apresentam quadros leves e limitados até os quadros
mais avancados, como a febre hemorragica, sindrome do choque da dengue, entre
outros que podem ter uma evolucdo fatal, levando pesquisadores a desenvolverem
diversas tecnologias, como vacinas contendo o virus atenuado, vetores do virus
recombinante para expressar 0s antigenos a partir do envelope, proteinas recombinantes
e as vacinas génicas. Contudo, a vacina que obteve destaque foi a vacina tetravalente
gue contém o virus recombinante e atenuada tendo como base a cepa da vacina contra a
febre amarela, apresentando seguranca para aplicacdo em humanos além de ser
imunogénica; porém, ainda vem sendo avaliada em estudos para a producdo em larga
escala (GUY et al. 2010).



A composicdo da vacina tetravalente contra a dengue foi desenvolvida a partir
da substituicdo dos genes que codificam as proteinas da pré-membrana e do envelope
(Figura 6), utilizada na vacina da febre amarela pelos genes de cada um dos quatro
sorotipos existentes da dengue, sendo caracterizada entdo, como uma vacina combinada,
contendo cepas recombinantes que resultam dos quatro sorotipos da dengue (CYD1,
CYD2, CYD3, CYD4 em uma unica sé preparacdo, CYD1-4, formando assim a vacina
quimérica que leva a imunizacdo contra todos os sorotipos da dengue (SANTOS, et al.
2014).

Todas as vacinas devem ser submetidas a varios testes de seguranca e
imunogenecidade, podendo ser, a vacina da dengue, realizada tanto in vitro, quanto em
células primérias ou adaptadas, incluindo células humanas e in vivo, em modelos
animais, principalmente em primatas ndo humanos, avaliando seu tropismo, estrutura,
capacidade de multiplicacdo, assim como, 0 risco de transmissdo por mosquitos
vetoriais e, principalmente, verificar a imunidade protetora contra 0s quatro sorotipos
virais circulantes (GUY et al. 2010).

Figura 6. Desenvolvimento da vacina quimérica, dos quatro sorotipos da dengue a
partir da substituicdo dos genes que codificam a proteina da pré-membrana e do

envelope da febre amarela.
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As vacinas de RNA sdo uma variacdo das vacinas génicas. Essas vacinas sdo
feitas a partir do RNA mensageiro que codifica proteinas virais de interesse. Esse RNA
é produzido e incorporado em lipossomos ou, até mesmo, em microparticulas para
posteriormente ser inoculado em animais resultando no transporte do mRNA para o
interior das células onde ira ocorrer a traducdo e, consequentemente, a producdo da
proteina que sera apresentada ao sistema imunologico resultando na estimulacdo da
resposta humoral e celular, sendo utilizadas principalmente contra o virus da
imunodeficiéncia felina, virus da leucemia felina, entre outros. Apesar de suas
vantagens ainda se encontrarem restritas para a area veterindria e com 0s estudos
crescentes dessa vacina, ndo se exclui o fato de que futuramente poderdo ser utilizadas
para os seres humanos (TORRES et al. 2014).

A utilizacdo de lipossomos, vesiculas artificalmente produzidas a partir de
lipideos, permite incorporar antigenos ou em sua superficie ou em seu interior. Caso
sejam envolvidos por proteinas do envelope viral, serdo mimetizados, criando uma certa

conformacdo com o envelope natural do virus e, por apresentar caracteristicas




semelhantes a tal envelope, serdo apresentadas ao sistema imunoldgico quando inseridas
no organismo. Essa estratégia permitiu que algumas vacinas com essa cOmposicao
fossem licenciadas em diversos paises europeus, como é o caso da vacina contra a
influenza e da hepatite humana (BATISTA et al. 2007).

A tecnologia do DNA recombinante ajudou a previnir ndo s6 doencas
bacterianas e virais mas também, contra parasitas, como € o caso da vacina contra do
agente causador da esquistossomose, Schistosoma mansoni que segundo a Organizagéo
Mundial de Saude (OMS, 2013) é uma doenca parasitaria que vem acometendo milhdes
de pessoas no mundo, superada apenas pela malaria quando se trata de doencas
parasitarias, considerada endémica em 78 paises e apresentando um alto indice de
mortalidade, onde o controle da doenca é realizado por meio da intervencdo no meio
ambiente pelo controle dos caramujoso com moluscidas, saneamento béasico, dentre

outros procedimentos.

O grande desafio para desenvolver a vacina contra a esquistossomose seria a
identificacdo de antigenos que irdo promover, pelo menos, 0 mesmo nivel de protecao
que ja é obtido com alguns modelos, sendo a maioria dos estudos atualmente,
concentrados em vacinas de subunidades, proteinas purificadas e antigenos
recombinantes, porém os antigenos apresentados s6 foram capazes de reduzir a carga
parasitaria e ndo levaram o organismo a imunidade contra a doenca (WILSON;
COULSON, 2009).

Com o avanco das técnicas de biotecnologia foi possivel sequenciar o genoma
desse microrganismo, onde foi detectado que grande parte das proteinas de S. mansoni
ndo possuiam similaridade detectavel com as ja existestes no banco de dados. Porem,
com a utilizacdo da eletroforese bidimensional permitiu a separacao, identificacdo e
quantificacdo das proteinas observando-se que 70% dessas proteinas estavam presentes
nas 4 fases do ciclo de vida do parasita, podendo entdo, serem utilizadas para a
apresentacdo de antigenos e para o desenvolvimento de uma vacina profilatica, sendo as
proteinas de membrana melhores, segundo os ensaios clinicos, mesmo sendo
questionada segundo sua estabilidade, a proteina fosfoglicerato mutase de Schistosoma
mansoni (SmPGM). Essa proteina atua como enzima que participa da glicolise,
catalisando o passo 8 da glicélise e a mesma apresentou efeito protetor referente a uma

resposta imune em camundongos (LUDOLF et al, 2014).



Zhou e colaboradores (2008) identificaram que a SmPGM apresenta um gene
que consiste em 753 nucleotideos, os quais codificam uma proteina de 250
aminoécidos, apresentando uma massa molecular de 28,26 kDa, e através da PCR em
tempo real, foi demonstrado que o nivel do mMRNA desse gene é mais elevado nos
esquistossomulos do que nos outros estagios de desenvolvimento do parasito, 0 que
levou a utilizacdo do extrato proteico de vermes adultos enriquecido com proteinas de
membrana (sendo SmPGM a principal) adquiridas do tegumento do parasito, para

induzir uma resposta imune protetora no hospedeiro.

Em diversos estudos perceberam que algumas dessas proteinas, como a
SmPGM, conseguiu expressar-se como antigeno de maneira eficiente porém ndo
induziram uma boa resposta imunoldgica, e foram descartadas para utilizacdo vacinal
sendo a proteina ligadora de &cido graxo com 14 kDa (Sm14) a utilizada como antigeno
vacinal, ja que apresentou uma boa inducdo da resposta imunoldgica. Além de ter
apresentado bons resultados clinicos, essa proteina apresentou-se em excelente
qualidade de fabricacdo, sendo utilizada atualmente para vacinacdo contra a

Esquistosomose em alguns paises (LUDOLF et al, 2014).

Existem duas principais vias de administracdo, a intramuscular e a intradérmica,
sendo a intramuscular mais utilizada, na maioria das vacinas, quando se trata de
imunizacdo geneética, j& que o DNA plasmidial € injetado diluido em uma solucéo
salina, sendo colocado no meio extracelular, como o virus da influenza, virus da dengue
e 0 virus da herpes. Ja a intradérmica, € necessaria uma técnica denominada de
biobalistica, onde o DNA plasmidial é colocado sobre microparticulas de ouro sendo
introduzido esses microprojéteis (0,5-5 mm), por intermédio de um aparelho (gene gun),
que ao ser acelerado a alta velocidade, gera uma onda de choque que ajuda a penetrar a
barreira celular e a membrana plasmatica sem afeta-las, deslocando a molécula de DNA
para o interior das células e tecidos de plantas, e também em bactérias, protozoarios,
fungos e animais, inicialmente as microparticulas aceleradas alojam-se aleatoriamente
nas organelas, e posteriormente 0 DNA ¢ dissociado pela acdo do liquido celular,
penetrando assim no genoma de maneira ndo-letal, destacando-se em relacdo a
intramuscular que, por cair no meio extracelular, onde fica sujeito a acdo das nucleases
que degradam o DNA de forma rapida (ROSINHA, 2004).



As vacinas génicas apresentam uma série de vantagens sobre 0s tipos de vacina
convencionais, principalmente por ndo utilizarem o microrganismo em sua fabricagéo,
mas sim, 0 gene, peptideos, entre outras moléculas, que irdo apresentar o antigeno para
0 sitema imunoldgico, oferecendo assim, menor risco de reversdo do patdgeno,
imunizando o individuo de uma maneira muito mais eficiente, podendo inclusive serem
transportadas facilmente para os paises, uma vez que, sdo estaveis em temperatura
ambiente e apresentam estabilidade a altas e baixas temperaturas, o que contribui para a
manutencéo da qualidade e facilidade no transporte (SRIVASTAVA, LIU, 2003).

Essas vacinas apresentam também vantagens econdmicas, uma vez que, sua
producdo em larga escala apresenta custo menores em sua producdo do que o custo para
a producdo ndo sO6 dos outros tipos de vacina mas também entre outras formas de
imunizagdo (ROSINHA, 2004).

Consideracoes finais

O projeto de Imunizacdo no Brasil estd em constante crescimento, o qual teve
inicio com a Revolta da Vacina em 1904 e veio se consolidando com diversas vacinas
ao longo dos anos, e o0 avanco da tecnologia colaborou para o desenvolvimento de
técnicas que auxiliam na producdo de novas vacinas, contra novas doengas que, estdo
em constante crescimento contaminanando populacdes diversas, tendo em vista que até
hoje a vacinacdo é a metodologia que apresenta melhores resultados na prevencédo de

doencas e que cada vez mais, estdo em ascensdo perante sua qualidade e eficiéncia.

As vacinas génicas podem ser utilizadas para prevenir qualquer doenca
infecciosa seja elas bacteriana, virais e parasitarias com um baixissimo risco de
possibilidade de reversdo, além de apresentarem facilidade no controle de qualidade,
podendo inclusive, com o auxilio das técnicas moleculares e da bioinformatica,
qualificar e quantificar a abundancia de carga viral, bacteriana e, até mesmo, das
proteinas e antigenos presentes em cada amostra. Apresentam um diferencial
gratificante por permanecerem estavel em temperatura ambiente, podendo ser
distribuidas facilmente para qualquer pais do mundo, principalmente naqueles onde
apresentam locais com alta incidéncia dessas doencas infecciosas, sem perder sua

qualidade vacinal.



O sistema de vacinagdo apresenta-se evolutivamente contra determinadas
doencas as quais ndo se tinha uma preven¢do vacinal, como é o caso da Dengue e da
Esquistossomose, onde a salde publica utilizava metodologias de controle dessas
doencas como principal foco, uma vez que, a vacinagao até certo momento estava fora
de cogitacéo, algo que foi revertido com a tecnologia do DNA recombianante, que ainda
apresenta uma série de estudos para previnir outras doencas as quais ainda nao se tem
uma acdo preventiva tdo eficiente quanto as vacinas, assim como para melhorar a
qualidade das vacinas ja existentes para diminuir as reacdes adversas, podendo assim,
atingir agora um grupo maior de pessoas passiveis de prevencdo por imuniza¢do, como

€ 0 caso de criancas, idosos e imunocomprometidos.
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