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Resumo

A vacinacdo com a molécula de DNA é uma das mais promissoras técnicas de
imunizacdo contra uma variedade de patdgenos e tumores, para 0S quais 0S
métodos convencionais ndo tem sido eficientes. A vacina de DNA baseia-se no uso
de sequéncias do material genético do agente infeccioso que codificam antigenos
imunodominantes. As vacinas de DNA oferecem uma série de vantagens quando
comparadas as vacinas classicas, em termos econdémicos e técnicos. O objetivo
deste estudo foi mostrar as aplicacdes da vacina de DNA e suas técnicas e avancos.
Trata-se de um estudo de reviséo bibliografica de natureza exploratéria e descritiva,
realizado através levantamentos de artigos e revisbes em lingua inglesa e
portuguesa. Dentre as normas deste contexto, os artigos foram lidos, selecionados
criteriosamente e agrupados em quatro categorias: trabalhos que relatam os tipos de
vacinas utilizadas, trabalhos que relatam o desenvolvimento de novas vacinas de
DNA, trabalhos que relatam os avancos no Brasil e trabalhos que comparam e
descrevem as vantagens e desvantagens em relacdo as outras vacinas. Apesar dos
resultados promissores, a vacinacdo com DNA ainda sO0 € utlizada em
experimentacoes.
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Abstarct

Vaccination with the DNA molecule is one of the most promising techniques for
immunization against a variety of pathogens and tumors, for which conventional
methods have not been effective. The DNA vaccine is based on the use of genetic
sequences encoding the infectious agent immunodominant antigens. DNA vaccines
offer a number of advantages when compared to classical vaccines, in economic and
technical. The aim of this study was to show the applications of DNA vaccine and its
technigues and advances. This is a bibliographic review of exploratory and
descriptive nature, conducted through surveys and review articles in English and
Portuguese. Among the standards in this context, the articles were read, carefully
selected and grouped into four categories: papers that include the types of vaccines
used, studies reporting the development of new DNA vaccines, studies reporting the
progress in Brazil and studies that compare and describe the advantages and
disadvantages compared to other vaccines. Despite promising results in DNA
vaccination is still only used in experiments.
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INTRODUCAO

A palavra “Biotecnologia” representa um conjunto de técnicas que utiliza
sistema biologico e organismos vivos para producdo ou modificacdo de produtos e

processos para uso especifico (AZEVEDO, 2008).

Atualmente essa area se tornou um importante aliado para a saude publica
através da criacdo de vacinas para diversa doencas sendo a melhor alternativa para
combater doencas endémicas e surtos epidémicos, (OMS, 2006). Os avancos da
Imunologia e da Biologia Molecular permitiu o desenvolvimento de vacinas de DNA
gue ao contrario das vacinas anteriores, foram projetas para gerar resposta imune
celular e humoral. Esse tipo de tratamento teoricamente permite curar além das
doencas infecciosas, curar outras doencas como: cancer, alergias e doencas
autoimunes (SRIVASTAVA, LIU, 2003).

A vacina de DNA baseia-se no uso de sequéncias do material genético do
agente infeccioso que codificam antigenos imunodominantes. Estas sequéncias séo
inseridas em vetores (plasmideos ou vetores virais). A estrutura da vacina de DNA
inclui a clonagem genes ou fragmentos de genes relacionados a viruléncia ou
patogenicidade de um microrganismo em um plasmideo, também chamado de vetor
(GURUNATHAN et al, 2000).

Essas vacinas recombinantes quando comparadas as vacinas classicas
oferecem uma série de vantagens, em relacdo aos termos econémicos e técnicos.
Levando em conta o custo de producdo das vacinas génicas em larga escala é
menor em relagcdo ao custo de producdo das vacinas compostas de proteinas
recombinantes e peptideos sintéticos (WHALEN, 1996, ROBINSON, 1997). E mais
facil manter o controle de qualidade dessas vacinas a comercializacdo ndo necessita
de uma rede de refrigeracao prépria, pois estas vacinas sao estaveis a temperatura
ambiente e podem ser liofilizadas (WAINE; MCMANUS, 1995).

Tais fatores facilitam o transporte como também a distribuicdo de amplos
programas de imuniza¢des em regides de dificil acesso, 0 que seria interessante
para a realidade brasileira e de outros paises em desenvolvimento (AZEVEDO et al.,
1999,GLENTING; WESSLES, 2005).



Contudo, alguns aspectos devem ser levados em consideracdo como 0s
riscos de integralizacdo de DNA em células humanas, inser¢cdo em genoma viral
entre outros problemas.

Diante do exposto é interessante e necessidade que se faca uma revisao
sobre a aplicagdo as vacinas de DNA, mostrando suas técnicas e avangos para a

ciéncia em correlacao avaliar e divulgar estas novas descobertas.



METODOLOGIA

Tipo de estudo:

Trata-se de um estudo de revisdo bibliografica de natureza exploratoria e
descritiva, realizado através levantamentos de artigos e revisdes em lingua inglesa e
portuguesa.

Objeto do estudo:

Artigos publicados em revistas e jornais disponiveis nos sites: pubmed e Scielo.

Foram utilizados os seguintes indicadores:

e Em portugués: vacinas de DNA, biotecnologia e saude publica.
e Em inglés: DNA vaccines and biotechnology.
Periodo do estudo:

A coleta de dados foi realizada no periodo de Fevereiro de 2012 a Outubro de 2012.

Critérios de inclusao:

* Artigos publicados em revistas cientificas nos uGltimos cinco anos, disponiveis nos
sites pudmed e scielo.

* Artigos que abordam o tema vacinas de DNA;

* Artigos que abordam composi¢ao das vacinas;

* Artigos que abordam as técnicas de producao das vacinas de DNA;

* Artigos que comparem a eficiéncia da entre entre a vacina comercial e a de DNA.

Critérios de exclusao:

* Artigos anteriores a cinco anos de publicagio;

* Artigos sem formatacgao cientifica;

. Artigo com acesso pago;



Resultados

Foram pesquisados 363 artigos com o nome de biotecnologia e 490 com 0 nome de
vacinas de DNA, desse total foram selecionados 17 artigos mais focados ao nosso

tema.

Os tipos de vacinas:

Segundo este levantamento, 94% dos autores selecionados (15 autores)
classificam as vacinas existentes em trés grupos: vacinas atenuadas, vacinas
inativadas e vacinas recombinantes.

Vacinas atenuadas:

Também definida como vacina de microrganismos vivos. Segundo 75% dos
autores (12 autores) esse tipo de vacina serve para criar o imunizante (Virus ou
bactéria) da doenca que se quer prevenir. Os 25% restante afirmam que essa vacina
além de promover o imunizante, ela € tratada com substancias quimicas que
diminuem a capacidade de atacar 0 n0Sso organismo.

Vacinas inativadas:

Ao contrario das atenuadas ela é composta por microrganismos mortos. Tendo
em vista essa definicdo 60% dos autores acreditam que essa vacina € composta de
bactérias ou virus inativados por meio de substancias quimicas ou de mudancas
bruscas de temperatura. Outros autores completam que isso s6 funciona para os
germes que sao reconhecidos pelo corpo humano mesmo quando ja estdo mortos.
Vacinas recombinantes:

Essa recombinacéo se da a partir do DNA (Plasmideos). 90% dos autores

colocaram em seus estudos que essa € a formula mais moderna de uma vacina.
Técnicas das vacinas de DNA:
Segundo 80% dos autores, essa técnica consiste em isolar um pedaco do

material genético do micrébio, justamente aquele que é responsavel pela produgao

da proteina capaz de despertar o sistema imune. Em seguida os pesquisadores



injetam esse gene em um hospedeiro (fungo, bactéria, células eucariéticas) que

passara a sintetizar a mesma proteina com a qual sera feita a vacina.

Dentre esses 45% acreditam que os plasmidios utilizados como vacinas devem

conter 0s seguintes elementos essenciais:um promotor de expressao para células

de mamiferos; sinal de poliadenilacao (poliA) do transcrito (MRNA), um marcador de

selecdo; uma origem de replicagéo procariotica e sitio de multipla clonagem onde é

inserido o gene de interesse. Outras sequéncias também séo importantes como

intron que aumenta a atividade do promotor, peptideo sinal e sequéncias de

6nucleotideos com funcao imunoestimulatoria.

Etapas da clonagem in vivo
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Imagem: Em suma, 0s passos essenciais
para efetuar a clonagem séo:
-Isolamento do DNA genémico

- Desenho dos primers

- Amplificacdo por PCR

- digestdo enzimatica do DNA do vetor e
do fragmento

- ligacéo do fragmento ao vetor

- introdug&o do DNA recombinante nas
células hospedeiras

- selecéo e identificacdo dos clones
recombinantes

- Inoculacéo intramuscular

Fonte: http://www.engenhariageneticabiog.page.tl/Clonagem-in-vivo.htm
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Os avancgos:

Resultados promissores, e surpreendentes, também tém sido obtidos com
aplicacdo de moléculas de DNA através inalacdo com administracdo intranasal,
tendo como alvo doencas respiratorias. (Menck e Ventura; 2007)

Varios virus mortais, como hepatite B, hepatite C, rotavirus e HIV, também tém
sido alvos para terapia com DNA, também com resultados promissores. (Menck e
Ventura; 2007)

Atualmente um vacina de DNA contra as infec¢Bes pelo virus da dengue esta
sendo desenvolvida pelo Navy Medical Research Center, em ensaios clinicos de
fase 1, utilizando genes que codificam as proteinas estruturais prM e E do sorotipo
DENV-1 (revisto por WHITEHEAD et al., 2007). No Brasil, o grupo liderado pela Dra.
Ada Alves (IOC, FIOCRUZ-RJ) tem apresentado estudos importantes sobre uma
vacina de DNA baseada na proteina NS1 (COSTA, FREIRE e ALVES, 2006).

Vantagens e desvantagens:

Quando comparadas as vacinas tradicionais, as vacinas de DNA apresentam
mais vantagens econdmicas, técnicas e logisticas, pois possuem um controle de
qualidade mais simples, ndo necessitam de refrigeracdo para seu transporte, ja que
elas sdo estaveis em temperatura ambiente; possuem baixo custo de producao e
manutencdo, entre outros. Outra vantagem dessas vacinas € gue elas estimulam a

producao de linfécitos T, responsaveis por identificar e matar as células infectadas.

As principais desvantagens das vacinas de DNA s&o: dificuldade em
reconhecer, selecionar e correlacionar todas as partes do DNA do agente que se
qguer combater; possibilidade da inducdo de uma doenca autoimune; integracdo do
DNA no cromossomo do hospedeiro, causando mutacdes que poderiam levar ao
aparecimento de um cancer; e inducdo de tolerancia do hospedeiro as substancias

estimuladas pelo DNA.

Mais recentemente, foram iniciados protocolos clinicos em fase | (de
segurangca no uso em humanos), e alguns ja foram concluidos, sem que se

verificasse nenhum efeito toxico. E possivel que em mais alguns poucos anos seja



lancado o primeiro produto farmacologico formado apenas por pequenas duplexes
de DNA, que atue silenciando a expressao de um gene. De fato, varios sao os
problemas de saude que resultam de expressdo aumentada de um ou mais genes,
entre eles, tumores, hipercolesterolemia e infec¢des virais.

Além disso, sdo consideradas como drogas pequenas e assim poderdo ser
usadas em pouco tempo como produtos farmacéuticos comuns, podem ser
introduzidas diretamente ou através de lipossomos, sem as questbes de

biosseguranca normalmente levantadas para vetores virais.

Segundos os autores, as vacinas foram classificadas em trés tipos e foram

apresentadas vantagens e desvantagens sintetizadas na tabela 1.

TABELA 1: Mostra a relagbes das vantagens e desvantagens dos tipos de vacinas citados pelos
autores

Tipos de Vantagens Desvantagens
vacinas
Vacinas Maior eficicia Inducéo de reacdes
atenuadas inflamatdrias locais e

sistémicas, e perigo de

causar doencas.

Vacinas Menos tendéncia de induzir Requer doses de reforco

inativadas reacao para manutencéo da
imunidade.

Vacinas Producéo de linfocitos T Imunizacéo limitada: age

recombinantes auxiliares (CD4) e (CD8), ~ @Penas com os componentes

L 5 proteicos do patégeno.
Citocinas na producao de

anticorpos.

As vacinas tém como principal fungdo estimular o nosso sistema imunologico a
produzir uma resposta humoral e celular capaz de combater o agente infeccioso
direcionando a resposta para varios componentes do agressor ou a um componente

especifico e dessa forma manter o nosso corpo livre da doenca.



Vacinas recombinantes (DNA) sdo capazes de induzir resposta imune
humoral e celular. Apesar do grande potencial de induzir imunidade protetora, a
vacina de DNA nem sempre apresente bons resultados. (KANO et al, 2007)

Fatores como o tipo de vetor (promotor) e da localizacdo do plasmidio, dose
e tipo do antigeno, presenca ou auséncia de sequencias imunoestimuladores,
presenca de plasmidio adicional ou na forma de vacinas de DNA multivalentes,
influenciam no desenvolvimento do tipo de resposta imune, estes fatores podem ser

otimizados para melhorar esta resposta imune. (KANO et al, 2007)

O Brasil € um pais que pesquisadores norte-americanos estdo de olho para a
implantacdo de varias técnicas de vacinas de DNA para combater a raiva em caes e

gatos, pois proporcionam toda a tecnologia e aparatos para realizar a mesma.
Algumas das vacinas recombinantes que o Brasil produz s&o:

- Vacina génica contra herpes

- Vacina génica contra diarreia

- Vacina génica contra tuberculose

(http://www.ebah.com.br/content/ABAAAe-W4AK/vacinas-dna)



CONCLUSAO

As vacinas de DNA tém dado uma contribuicédo real no campo da sorologia e
possuem uma grande vantagem em relacdo as vacinas tradicionais, o que torna
essa tecnologia um instrumento importante no combate as doencas infecciosas que

afetam a nossa sociedade.

Comparado com outros tipos de tecnologia para producdo de vacinas, as
vacina de DNA tém um grande potencial de aplicacdo. Sendo diferente portanto, de
vacinas atenuadas, inativadas ou de proteinas recombinantes onde cada uma
requer um processo de producao e purificacdo original. Em adicdo, o plasmideo de
DNA é relativamente mais estavel que as outras vacinas existentes, significando que
as vacinas de DNA podem ser mais apropriadas para vacinacdo em massa. Assim,
as vacinas de DNA podem ser consideradas uma nova plataforma para vacinas

futuras, uma vez que podem gerar resposta imune celular e humoral.

Os avancos recentes estdo sem duvida fazendo renascer as perspectivas que
eram esperadas anteriormente, mas 0S sucessos devem ser observados com
otimismo cauteloso, e ainda requerem intenso trabalho de pesquisa. Temos
conviccdo de que o empenho da comunidade académica, que estamos
testemunhando, trara mais aplicacdes bem-sucedidas da terapia génica e que esta
deve se firmar como importante ferramenta na pratica clinica de um futuro
relativamente proximo.

Esperamos que o Brasil possa atuar como participante ativo nessas
pesquisas, pois tem condi¢cdes de realizar contribuicdes significativas, e ampliar seu

impacto na medicina experimental.
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