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RESUMO

As vacinas sdo componentes essenciais para a profilaxia contra doencas em animais e humanos. Esta
baseada no uso do agente etioldgico no intuito de que ao ser inoculado no hospedeiro provoque uma
resposta imunoldgica, protegendo-o contra futuras doengas. Com o avanco da medicina e da biologia
molecular, vem se desenvolvendo varios tipos de vacinas, nas quais muitas ainda estdo em teste.
Dentre essas inovacgdes estdo as vacinas DNA e RNA, no qual a vacina de DNA consiste em inocular
o plasmideo bacteriano em uma célula e em seguida inocula-la em um hospedeiro, cujo este produzira
uma resposta imune contra o agente inoculado. Uma variacédo das vacinas de DNA s&o as vacinas de
RNA, que ao ser inoculada no organismo estimulara a sintese proteica deixando-o imunizado. O
presente estudo teve como objetivo a revisdo de literatura sobre as diversas técnicas de vacinas
enfatizando as de DNA e RNA recombinante.
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ABSTRACT

The vaccines are essential components for the prophylaxis against diseases in animals and humans. It
is based on the use of the etiologic agent in order that to be inoculated in the host causes an immune
response, protecting it against future diseases. With the advancement of medicine and molecular
biology, it has developed various types of vaccines, in which many are still in testing. Among these
innovations are DNA and RNA vaccines in which the DNA vaccine is to inoculate the bacterial plasmid
in a cell and then inoculating it in a host, which will produce an immune response against the inoculated
agent. A variation of the DNA vaccines are RNA vaccines, which when inoculated into the organism,
they will stimulate protein synthesis keeping it immunized. This study aimed to review of the literature
on several vaccines techniques emphasizing the recombinant DNA and RNA vaccines.
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INTRODUCAO
Quando um agente agressor penetra no organismo, o sistema imunoldgico
utiliza seus mecanismos de defesa para combaté-lo. A funcdo das vacinas é informar
0 sistema imunoldgico e fazer com que ele reconheca tais agentes, estimulando a
producdo de anticorpos especificos para que consiga destrui-los, sem permitir que a
doenca se desenvolva (TIZARD, 1982).
Para que isso ocorra, as vacinas sao preparadas a partir de partes do proprio

agente agressor ou de um agente semelhante a ele. Esses microrganismos sao



utilizados na forma atenuada, ou seja, enfraquecida ou inativada, para que o individuo
ndo desenvolva a doenca ou sua forma crénica. (PHILPOTT et al., 2001).

A primeira vacina desenvolvida foi contra variola, por Edward Jenner no ano de
1796 (BARQUETE et al.,1997) . Anos depois, em 1886 surge a segunda vacina
desenvolvida, a vacina contra o virus da raiva, criada por Louis Pasteur. (OIE, 2011).
Ao longo dos anos e com o avanco dos estudos, varias vacinas foram fabricadas, de
diferentes tipos e para diversas doencas. Atualmente existem vacinas atenuadas,
vacinas inativadas, vacinas combinadas, vacinas conjugadas, bem como as vacinas
de DNA e RNA recombinante (PLOTKIN, 2005).

A vacina de DNA é formada a partir de um plasmideo e a sua expressao
contendo genes que codificam um ou mais antigenos imunogénicos de interesse, uma
vez que esses plasmideos recombinantes estiverem dentro da célula hospedeira
0 gene alvo sera transcrito. (SAADE, F.; PETROVSKY, N. ,2012).

As vacinas de RNA recombinante sdo constituidas por fragmentos de
sequéncia do material genético do RNA mensageiro (mMRNA), o qual pode ser
destinado para codificar qualquer proteina viral, bacteriana ou parasitaria. Sendo
assim quando o mRNA do virus esta dentro das células do hospedeiro séo traduzidos
em proteinas, as quais induzem uma resposta imunolégica ao organismo do
hospedeiro. (CHAHAL JS, et al., 2016).

Ao passo que as sequéncias de RNA/DNA sejam personalizadas,
pesquisadores podem criar vacinas que produzam praticamente qualquer proteina
desejada.

O presente trabalho teve como objetivo a revisdo de literatura referente as
vacinas, com énfase as vacinas de DNA e RNA, bem como as suas vantagens em

relacdo as demais vacinas.

METODOLOGIA
As bases de dados utilizadas para o devido trabalho foram: Scielo, Google
Académico, nos quais foram encontrados vinte e oito artigos cientificos dos quais
foram utilizados 9. Livro de Virologia Veterinaria do autor Eduardo Furtado Flores;
Livro Imunologia Roitt, Brostoff, Male, cujo foram retirados contetdos dos capitulos

referentes as vacinas.



DESENVOLVIMENTO

REVISAO DA LITERATURA
Histéria das Vacinas

No inicio do século XVIII a variola era uma doenga que causava um nuamero
elevado de mortes em criangas, e as que nao morriam ficavam muitas vezes cegas e
com muitas cicatrizes. E desde o século X, a China tenta-se prevenir da doenca,
praticando a variolazacdo. Esta técnica consistia na inoculacdo em criancas por
escarificacdo de material seco das lesdes de variola. (HMSO, 1996).

Em 1796 o médico inglés Edward Jenner, ap0s inimeras observacoes,
percebeu que as trabalhadoras que ordenhavam as vacas, que tinham
frequentemente lesbes nas maos semelhantes as pustulas da variola, ndo eram
contagiadas quando havia um surto de variola. Assim Jenner testou a sua teoria num
garoto de oito anos, James Phipps. Com o liquido de uma pustula da méo de uma das
ordenhadoras que apresentava nas maos lesdes pustulosas, inoculou esta no garoto.
Algum tempo depois inoculou a variola humana e ele ndo adoeceu. (BARQUETE et
al.,1997)

A origem do nome “vacina”, veio do termo “variola da vaca’, em latim: "variola
vaccinae” que, com o tempo, acabou popularizado no termo “inoculacdo da vacina”.
(MIMS,1998).

O trabalho de Jenner representou a primeira tentativa cientifica de controlar
uma doenca infecciosa pelo uso de uma vacina. Menos de 200 anos depois da
vacinacdo do pequeno James Phipps, foi registado o ultimo caso de variola numa
pequena aldeia da Somalia em 26 de Outubro de 1977. (NAZ, 1999).

Com base nos principios de Edward Jenner, Louis Pasteur em 1885 criou
vacinas contra alguns infectantes. As vacinas de Pasteur contribuiram de forma
significativa, as principais foram: a vacina contra cOlera aviéria e a vacina contra raiva.
(OIE, 2011).

Por fim em 8 de Maio de 1980 a Organizacdo Mundial de Saude certificou a

erradicacdo da variola da face da terra. (MIMS,1998).



Desenvolvimento das vacinas

O desenvolvimento de vacinas depende fundamentalmente do conhecimento
dos mecanismos imunoldgicos envolvidos em resposta as infecgbes. (NETO et al.,
1991).

A primeira interacdo entre o patégeno e o hospedeiro € através da barreira
mecanica, entre os meios externo e interno, dificultando ou impedindo a adeséo dos
patdgenos a superficie das células epiteliais de revestimento. (BARASCHI ET AL.,
2003). Estas células expressam diferentes receptores, que reconhecem os receptores
dos patdégenos e se ligam, dando inicio ao processo de ativagao celular e humoral.
(PHILPOTT et al., 2001).

O objetivo da imunizacéo ativa é induzir imunidade protetora (imunogenicidade)
sem patogenicidade, gerando memodria imunoldgica. E a vacina é uma forma de
Imunizagao artificial ativa. (TIZARD, 1982).

As células de memoaria permitem ao sistema imune elaborar uma resposta de
melhor qualidade e maior intensidade a partir do segundo contato com o antigeno.
Esta resposta secundaria é mais rapida e mais eficiente do que a resposta primaria.
(RAMASAY et al., 1999).

O objetivo no desenvolvimento da vacina é alterar o patégeno ou suas toxinas
de tal modo que eles se tornem inécuos sem perder a antigenicidade. Isto € possivel
por gque os anticorpos reconhecem determinadas partes dos antigenos, os epitopos,
e nao o organismo ou a toxina como um todo. (PHILPOTT et al., 2001).

Ha varios tipos de antigenos utilizados na preparacao de vacinas. Os principais sao a
base de: microrganismos vivos atenuados, inativados, toxéides, recombinantes e
DNA. (PLOTKIN, 2005). Nas vacinas atenuadas 0s micro-organismos perdem sua
patogenicidade, mas retém a capacidade de crescimento transitorio no hospedeiro
inoculado. O seu crescimento transitério permite a exposicéo prolongada do sistema
imune a epitopos do micro-organismo, resultando em imunogenicidade aumentando
a geracao de células de memoria. Em consequéncia, uma Unica imunizagdo costuma
ser suficiente, ndo necessitando muitas vezes de reforco. (MOTA et al.,2009).

Nas vacinas a base de microrganismos inativados, os patdégenos podem ser
inativados quimicamente por formol, fenol e timerosal, tornando- se incapaz de se
replicar no hospedeiro, atuando como antigeno exdégeno. A vacina inativada ja requer

reforcos repetidos para manter o estado imune do hospedeiro e induz



predominantemente imunidade humoral, sendo menos eficaz em induzir imunidade
celular. (OSHOP et al., 2002)

Produzidas através da purificagdo da exotoxina, as vacinas toxoides, sdo
formadas pela inativacdo das toxinas do patégeno através do formaldeido. Elas
mantém a mesma imunogenicidade da toxina, porém sem causar a doenca, exemplo
a vacina de tétano. Porém esta purificacdo ndo deve modificar excessivamente a
estrutura do epitopo. Esta vacina induz formagdo de anticorpos anti-toxéide, que
também se ligam a toxina, neutralizando seus efeitos. (LUZ, 2007).

As vacinas recombinantes (génicas) séo feitas a partir de virus geneticamente
manipulados, os quais contém genes de outros virus. Os virus mais utilizados para a
producdo da vacina sdo aqueles com genoma extenso. Na fabricacdo da vacina,
primeiramente sao eliminados quaisquer genes que nao sejam essenciais para a
replicacdo viral. Em seguida, séo introduzidos os genes de outros virus. O resultado
€ um virus recombinante, que codifica (produz a partir do seu DNA) o antigeno, isto &,
a substéancia que ir4 induzir a produgdo dos anticorpos que inativam o virus causador
da doenca. (RAHMAN et al.,2008).

Vacina de DNA

No decorrer dos anos, diversos métodos de vacinacdo foram desenvolvidos, como
as vacinas que utilizam organismos vivos e atenuados, organismos mortos ou inativados,
fragmentos subcelulares e toxoides. (ROITT ET AL 1997, SILVA 1997, AZEVEDO &
OLIVEIRA 1998, SILVA 2000, SIMMERMAN 2002).

A vacina de DNA foi descrita em 1990, quando o plasmideo contendo um gene
reporter que codifica a a-galactosidase expressou a proteina apos a inoculacéao direta no
musculo de camundongos. (WOLFF et al., 1990). Este estudo avaliou fatores que
determinam a eficiéncia da transferéncia do gene e da imunogenicidade conferida pela
inoculagdo do plasmideo. Posteriormente, a inoculagdo de DNA que codifica uma
proteina imunogénica do virus influenza conferiu imunidade protetora em camundongos.
(ULMER et al., 1993). A partir destes resultados, o entendimento sobre 0 mecanismo
imunoldgico induzido por este tipo de vacina despertou interesse da comunidade

cientifica.



Vacinas de DNA mostraram serem efetivas para varias doencas causadas por
virus, bactérias, protozoarios e também para tumores. Consequentemente, esse tipo de
vacina contribui para o controle de doengas infecciosas, parasitarias e na terapia
oncogénica em medicina humana e veterinaria. (ULMER et al., 2006).

A primeira vacina génica testada em modelos animais foi a vacina contra o virus
influenza. (DONNELLY & ULMER 1999). Desde 1990, a vacina génica vem sendo
testada em uma variedade de modelos animais - rato, gado, cachorro, furGes, e primatas
ndo humanos - contra diferentes patégenos, como virus da imunodeficiéncia humana,
hepatite, maléaria, tuberculose, herpes simplex (OLIVEIRA ET AL 1999), virus da
coriomeningite linfomonocitéria, virus sincicial respiratorio bovino (SILVA 2000), dengue,
tétano (DONNELLY & ULMER 1999), esquistossomose (LIMA ET AL 2000), virus de
raiva, papilomavirus e neoplasias (SRIVASTAVA & LIU 2003).

Desenvolvimento

Entre as vacinas de DNA para infec¢des bacterianas, a vacina para o controle da
tuberculose humana e bovina foi uma das primeiras vacinas estudadas. O antigeno
MPB83 do Mycobacterium bovis demonstrou boa prote¢cdo em camundongos imunizados
guando desafiados com cepas virulentas e estimulou resposta mista de IgG1 e IgG2a.
Posteriormente, a imunogenicidade da vacina foi avaliada em bovinos que apresentaram
alta taxa de resposta proliferativa ao antigeno MPB83. (CHAMBERS et al., 2000).

Este tipo de vacinacdo apresenta uma grande vantagem, pois fornece para o
organismo hospedeiro a informagdo genética necessaria para que ele fabrique o
antigeno com todas as suas caracteristicas importantes para geracdo de uma resposta
imune. Isto sem os efeitos colaterais que podem ser gerados quando séo introduzidos
patdgenos, ou 0s problemas proporcionados pela producéo das vacinas de subunidades
em microrganismos.

A captacdo do DNA plasmidial pelas células ap6s a injecdo € ineficiente. Somente
uma pequena proporcdo do material injetado € internalizada pelas células que resulta
em sucesso na transfeccdo, isto €, producdo de antigeno pelas células do animal
vacinado. Entretanto, duas estratégias tém sido utilizadas para aumentar a poténcia da

vacina: i) liberacao fisica para alcancar altos niveis de antigenos e ii) formulagdo com



microparticulas para células alvo apresentadoras de antigenos (APCs). (ULMER et al.,
2006).

A administracdo de uma Unica dose de plasmideo pode proporcionar um amplo
espectro de resposta imune, incluindo a ativacdo dos linfécitos T CD8+ e linfocitos T
CD4+, os quais secretam citocinas e tém funcéo reguladora na producéo de anticorpos.
(KOWALCZYK; ERTL, 1999). O sucesso da imunizacdo com DNA depende,
principalmente, da natureza dos antigenos, da frequéncia e via de administracdo, da
concentracdo de DNA administrada, da localiza¢é@o celular do antigeno codificado pelo
plasmideo (secretado, ligado a membrana ou citoplasmatico), da idade e saude do
hospedeiro e da espécie dos animais vacinados. (RAINCZUK et al., 2003; MOREL et al.,
2004; ROBINSON, 1997; FYAN et al., 1993). As vacinas de DNA, em teoria, representam
uma metodologia que se aproxima da infeccdo natural, alcancando a indugéo da
protecao desejada.

A vacina é baseada na tecnologia do DNA recombinante que envolve a
transferéncia de um determinado gene (transgene), que codifica uma proteina
(imundgeno), dentro de um vetor de expressao para células eucaribticas. (WAINE;
McMANUS, 1995).

E os passos para esta fabricacédo séo:

1) extracdo do DNA;

2) purificacdo do DNA;

3) recombinacao génica;

4) transformacé&o bacteriana;

5) amplificacdo/ clonagem;

6) triagem,;

7) isolamento.

O procedimento da elaboracéo dessa vacina, empregando a tecnologia do DNA
recombinante, inicia-se com a extracdo do DNA de um microrganismo que pode ser um
virus, uma bactéria, um fungo ou um parasita, a fim de obter deles o gene codificador da
proteina antigénica. E a extracdo de um DNA plasmidiano de uma bactéria E. coli,
bactéria do trato gastrointestinal, o qual servira como vetor que carregara o gene do
patdgeno. Como ilustra a imagem a baixo (figura 1) as etapas de producado das vacinas

de DNA recombinante.



Figura 1. Producdo de uma proteina viral recombinante para uso em

vacina.
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Fonte: lan R. Tirazard,Imunologia Veterinaria; 2013.

As vacinas de DNA oferecem uma série de vantagens quando comparadas as
vacinas classicas, em termos econémicos e técnicos. O custo de producdo das vacinas
génicas em larga escala € consideravelmente menor ao custo de producdo das vacinas
compostas de fracdo subcelular, proteinas recombinantes e peptideos sintéticos.
(WHALEN, 1996, ROBINSON, 1997). O controle de qualidade é mais féacil, a
comercializacdo ndo necessita de uma rede de refrigeracdo, pois estas vacinas sao
estaveis a temperatura ambiente e podem ser liofilizadas. (WAINE; MCMANUS, 1995).
Estes fatores facilitam o transporte, a distribuicdo e o estabelecimento de amplos
programas de imunizacdes 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).

Contra-indicagoes
No caso de individuos imunocomprometidos, um grupo com alto risco de
desenvolver uma doenca, a vacina de DNA seria interessante, pois uma vacina comercial

como por exemplo contra a tuberculose (BCG) é contra-indicada. (WHALEN, 1996). Em



criancas e idosos, cujo sistema imunologico se apresenta imaturo ou deficiente, a
avaliacdo da vacina de DNA nédo apresentou 0s riscos proporcionados pelas vacinas
vivas atenuadas. (SIEGRIST, 1997).

Via de administracéo

A via intramuscular é a mais utilizada na imunizacao genética. (OLIVEIRA ET AL
1999). Nesta via o DNA plasmidiano pode ser injetado por intermédio de uma injecédo
intramuscular (I.M.) diretamente no musculo esquelético do animal, que pode ser nos
musculos femural ou musculos quadriceps. E inoculada em cada perna do animal
aproximadamente 50 microlitros (ml) do plasmideo em uma concentracdo de 1 mg/ml.
(AZEVEDO & OLIVEIRA 1998). Em Oliveira et al (1999) é dito que o DNA plasmidiano
diluido em solucao salina pode ser injetado diretamente para dentro do musculo do
animal, ou pode ser aplicado uma injecao de toxina ou um anestésico local, por exemplo,
Bupivacaina, para causar necrose e regeneracdo do musculo injetado, aumentando
assim a expressao do antigeno codificado o que resulta em amplificacdo da resposta
imune. Entretanto, em Lima et al (2000) é dito que esses procedimentos ndo sao

aceitaveis para serem empregados em humanos devido aos efeitos colaterais.

Vacina para Toxoplasma gondii

A imunizacdo de camundongos com os plasmideos contendo 0s genes que
codificam as proteinas GRAL, GRA7 e ROP2 de Toxoplasma gondii induziu imunidade
protetora parcial contra desafios letais. Na linhagem de camundongos C3H a razao
Ig2a/lgG1 foi maior quando comparada as linhagens BALB/c e C57BL/6 de
camundongos. Coincidentemente, a porcentagem de prote¢ao contra desafios letais com
cistos de T. gondii foi maior em camundongos da linhagem C3H. (VERCAMMEN et al.,
2000).

Vacina para Taenia solium

A vacina para Taenia solium a imunizacdo com DNA plasmidial contendo o gene
do antigeno B de Cisticercus cellulosae conferiu 92,6% de protecdo quando 0s suinos
foram desafiados com ovos de Taenia solium. Quatro de cinco animais imunizados com

1000 mg de plasmideo recombinante e desafiados ndo apresentaram cistos viaveis de
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cisticercose. Entretanto, a imunizacdo com 200 mg de plasmidio recombinante nao foi

capaz de impedir a formacéao de cistos viaveis. (GUO et al., 2007).

Vacina de Anaplasmose

A vacina de DNA contra a anaplasmose bovina tem sido investigada com
diferentes proteinas de superficie (MSPs). O gene (mspla) que codifica MSPla do
Anaplasma marginale foi inserido no plasmideo pVCL, vetor de células de mamiferos. A
soroconverséao, apos a inoculacdo de camundongos e de bovinos com o DNA plasmidial
contendo o gene mspla, foi demonstrada ap0s 21 dias e seis a oito semanas,
respectivamente. Em bovinos a producdo de imunoglobulina foi restrita ao isotipo IgG1,
embora a estimulagéo de linfocito T auxiliar também foi verificada com a producéo de
IFN-g. (ARULKANTHAN et al., 1999). A imunizagao de bovinos utilizando apenas o gene
que codifica a MSP1b em plasmideo de expressdo para células de mamiferos, ndo
estimulou satisfatoriamente a producdo de anticorpos no periodo de vacinacao,
mostrando a necessidade de mais estudos para o desenvolvimento de uma vacina.

A vacina génica podera ser aplicada para prevenir qualquer doenca infecciosa
seja ela virdtica, bacteriana e parasitaria, sem a menor possibilidade de reversdo. Além
disso, € uma vacina que podera ser usada em qualquer pais do mundo porque é estavel
em temperatura ambiente o que facilita a sua distribuicdo em Estados e paises de dificil
acesso, 0s quais sdo os locais onde ha alta incidéncia de doencas infecciosas. Portanto,
esta vacina sera uma excelente arma contra doencas infecciosas que ha muito tempo

esteve presente na humanidade causando surtos e mortes.

Vacina de RNA

Uma variagao das vacinas de DNA sé&o as vacinas de RNA. Nesse caso, 0 RNA
mensageiro (MRNA) que codifica proteinas virais de interesse € produzido in vitro e
incorporado em lipossomos ou em microparticulas. A inoculag¢do dessas particulas ou
lipossomos no animal resulta em transporte do mRNA para o interior das células, onde
ocorre a traducdo e producdo da proteina. Esta proteina €, entdo, apresentada ao
sistema imunologico, resultando em estimulacéo de resposta humoral e celular.

Embora as vantagens e aplicacdes originalmente vislumbradas, as vacinas de
DNA e RNA ainda n&o encontraram a aplicacdo inicialmente prevista. Atualmente,

apenas uma vacina de DNA encontra-se disponivel para uso veterinario. Esta vacina
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disponivel nos EUA é direcionada para proteger equinos contra o virus do Nilo

Ocidental (WNV), infeccdo emergente nas Américas.

CONNSIDERACOES FINAIS
Pode-se concluir com o presente estudo que as vacinas foram um ponto crucial
para a qualidade de vida de animais e humanos, visto que com elas foi possivel cessar
o surto de diversas doencas. Referente as vacinas de DNA observou-se que existem
diversas vantagens desta sobre as demais existentes. Contudo as vacinas de RNA

precisam ser estudadas mais a fundo.
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