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Resumo

A vacinacdo com DNA é uma das mais promissoras técnicas de imuniza¢do contra uma variedade de
patégenos e tumores, para 0s quais 0s métodos convencionais ndo tem sido efiagnéssd® DNA

sdo capazes de induzir resposta imune humoral e ¢éduitr para resposta de linfécitos CQdanto

CD8, sem a necessidade de miganmismos vivos. Apesar do grande potencial de induzir imunidade
protetora, a vacina de DNA nem sempre apresenta bons resultados. A imunidade depende de vérios
fatores como a sele¢&o do gene alvo, construcdo do vetor de expresséo, freqliiéncia e via de administracéo
da vacina, quantidade de DNA, localizagdo do antigeno codificado pelo plasmidio e idade, saude e
espécies de animais vacinados. Esta revisdo relata o desenvolvimento de algumas vacinas de DNA para
doencas de interesse na medicina veterinaria e humana.
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Abstract

The vaccination with DNA is one of the most promising immunization techniques against a pathogens
variety and tumors, for which the conventional methods have not been efficient. DNA vaccines are
capable to induce immune humoral and cellular response, directed to lymphocytes CD4+ and CD8+,
without the necessity of live microorganisms. In spite of the great potential of inducing protective
immunity, the DNA vaccine not always has success. The immunity depends on several factors such as
the selection of the tget gene, construction of the expression vefitequency and via of administration

of the vaccine, amount of DNA, location of the antigen codified by the plasmid and age, health and
species of vaccinated animals. This revision shows the development of some vaccines of DNA for
diseases of interest in the veterinary and human medicine.
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Introducéo induzido por este tipo de vacina despertou interesse

A vacinacao é a medida mais eficiente e mengg comunidade cientifica.

dispendiosa para evitar doencas infecciosas. ApesarDiversos trabalhos tém demonstrado a indugéo
dos grandes beneficios das vacinas existentes,d@aimunidade protetora em camundongos pela
ainda muitas doencas para as quais ndo existemunizacao genética contra uma variedade de
vacinas. Recentemente tem ocorrido o ressurgimembicrorganismos como virus (DAS; McCLUSKIE,

de vérias doencas, principalmente nos paises é899), bactérias (STRUGNELL et al., 1997) e
desenvolvimento. protozodrios (KALINNA, 1997), contra o cancer

Diversas estratégias tém sido utilizadas para(UU et al., 2004) e algumas doencas autoimunes

desenvolvimento de diferentes tipos de vacinas. ,&@AM_SHAW et aI.,.1997). Na meid|0|ha hu.ma.na, as
vacinas de primeira geraco foram produzidas cdpgSquisas com vacinas de DNA tém sido direcionadas
microrganismos vivos e atenuados, como a VaciRgncipalmente para a AIDS, malaria e tuberculose
BCG contra a tuberculose, ou mortos e inativad(g\évANG etal., 19_9_8’ WfNG et aI.., 2095; ZHANG
como a vacina contra Bordetella petussis et al., 2007). A utilizacdo da vacinacao por DNA na

(BLOOM, 1989). Na tltima década, o grande aVanégrapiacontratumores gerou resultados satisfatorios
da biologia molecular permitiu a introducéo de nova{é‘lu et al,, 2004) e, recentemente, resultou no

estratégias para a obtencéo e a producgéo de antl'geci%grme de crescimento de melanoma em estagio

e foram otimizadas novas maneiras de se administ?é’nangado (LIAC et al., 2006).

e apresentar esses antigenos para as células dé administracdo de uma Unica dose de plasmidio
sistema imune. Estas estratégias permitirampmde proporcionar um amplo espectro de resposta
desenvolvimento de vacinas mais seguras, eficazgsine, incluindo a ativacao dos linfocitos T C[28

e polivalentes. Entre estas estdo as de subunidadie$ocitos T CD4, os quais secretam citocinas e tém
consideradas de segunda geracdo, constituidasfuilecdo reguladora na producdo de anticorpos
antigenos purificados e provenientes de fontdKOWALCZYK; ERTL, 1999). O sucesso da
naturais ou sintéticas, e antigenos recombinantes.if&sinizacado com DNA depende, principalmente, da
vacinas génicas ou de terceira geracéo surgiram coatureza dos antigenos, da frequéncia e via de
a introducao de genes ou fragmentos de genes, @quBninistracdo, da concentracdo de DNA
codificam antigenos potencialmente imunogénicoadministrada, da localizacdo celular do antigeno
em vetores virais ou em DNA plasmidialcodificado pelo plasmidio (secretado, ligado a
(RODRIGUES JR et al., 2004). membrana ou citoplasmatico), da idade e saude do

A vacina de DNA foi descrita em 1990, quando Qospedeiro e da espécie dos animais vacinados
plasmidio contendo um gene reporter que c:odifiC<'j1(|§’A‘|NCZUK et al., 2003; MOREL et al., 2004;
a-galactosidase expressou a pfnteapos a ROBINSON, 1997; FEN et al., 1993).
inoculacao direta no musculo de camundongos O material genético dos microrganismos é pouco
(WOLFF et al., 1990). Este estudo avaliou fatoresstavel na célula humana devido ao tamanho da
gue determinam a eficiéncia da transferéncia do gemelécula de DNA e a repulséo existente entre as
e da imunogenicidade conferida pela inoculagédo dargas negativas da membrana da célula e do DNA.
plasmidio. Posteriormente, a inoculacao de DNA quguando o material genético ndo é transfectado a
codifica uma proteina imunogénica do virus influenzzlula, rapidamente é degradado pelas nucleases
conferiu imunidade protetora em camundongd&EVY et al., 1996) e ndo havera producao de
(ULMER et al., 1993). A partir destes resultados, anticorpos pela auséncia da expressao protéica. Para
entendimento sobre o mecanismo imunolégicacilitar a entrada do DNA na célula sdo utilizadas,
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em geral, particulas virais e lipossomas (PERKINhunizacdo dependendo do gene em questédo
et al., 2005; BRIANE et al., 2002), mas ha reacoéSLENTING; WESSELS, 2005).

adversas. No caso das particulas virais o risco estéUm dos vetores utilizados nas vacinas de DNA &

ha toxicidade (.jos virus, que podem se integrar a Celglﬁlasmidio bacteriano, desenvolvido originalmente
(GLENTING; WESSELS, 2005)Melhorar a para expressaio vitro de proteinas em células de

!oropagA]ag.ao pelas ceIuIas. ¢ de grar_]d?namiferos (DXIS; McCluskie, 1999). Os plasmidios
Importancia para o desenvo.lwmenNto de V_ac'nagpresentam maior seguranca bioldgica, baixo custo,
de DNA, uma vez que a indugdo efetiva cil producéo, relativa estabilidade e capacidade

imunidade tem equerido varias imuniza(;(”)esgenémica de 2 a 19 kilobases, que podem ser
utilizando concentrac¢fes altas de plasmidio&ansferidos para as células musculares
(MWANGI et al., 2005).

Os plasmidios utilizados como vacinas devem

conteros seguintes elementos essenciais: i) um
Constiucao da ¥cina de DNA promotor de expressao para células de mamiferos; ii)

A vacina é baseada na tecnologia do DN/&inaI de poliadenilacéo (poliA) do transcrito (MRNA),

recombinante que envolve a transferéncia de L”‘H um marcador de selecdo; iv) uma origem de

determinado gene (transgene), que codifica urﬁ%olicagéo procariotica e v) sitio de maltipla clonagem
proteina (imunégeno), dentro de um vetor dgnde é inserido o gene de interesse. Outras sequéncias

expressio para células eucarioticasA(NE; ta.m.bem sao |mportantes, comg intron C{l..f? agmenta a
McMANUS, 1995). at|V|dade, do promotopeptld?o s!nal e sequgnuas de 6
nucleotideos com funcédo imunoestimulatoria

Durante a década de 90, diferentes vetores q(-@URUNATHAN et al.. 2000° GLENTING:

expressam genes em células de mamiferos forggirsse| s 2005), como mostra a Figura 1.
desenvolvidos, bem como novos métodos de

transferéncia génica direta (AZEVEDO et al., 1999

Um vetor ideal deve carrear grande capacidat Marcador
A - ;. ~ . . de seleciio (iii

gendmica,; ser de facil producéo; direcionar a respo:

imune para tipos especificos de células; ndo perm

Promotor (i)

intron

seqiiéncia sinal

replicacdo autbnoma do DNA; garantir um: Vetor
expressdo génica por longo periodo; ndo ser toxic plasmidial o
e ndo induzir reacdes de tolerancia e auto-imune r  origem de Clonagem
hospedeiros (GLENTING; WESSLES, 2005). O Replicasio () r
vetores virais e plasmidiais sdo os mais utilizados V polka (i)
transferéncia génicdireta. _ Seqiiénda

imun cestimulatoria

Os vetores virais sdo de facil propagacao entrgyura 1. Representacdo esquematica das principais
as células, eficazes na ativacdo tanto da resposasacteristicas genéticas de um vetor plasmidial utilizado

imune humoral quanto celular e requerem muitd€ vacina de DNAFonte: Glenting e Viéssels (2005)

vezes, apenas uma aplicacdo (SEDEGAH et al.,

1998). Entretanto, tém a desvantagem de seremQOs plasmidios que possuem um forte promotor e
derivados de patdgenos; apresentarem risco gée induzem a expressdo em altos niveis da proteina
mutagénese insercional; inativacéo pelo sisterean células eucariéticas, induzem uma melhor
complemento; e serem contra-indicados parasposta imune (GARMONY et al., 2003). Os
pessoas com imunodepresséo. Portanto, os vetgsesmotores de origem virica como do citomegalovirus
virais séo de interesse limitado para o proposito @mano (hCMV) ou do virus Simius 40 (SV40)
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induzem forte expressao protéica quando comparad@stagens e os Potenciaisddlemas das acinas
com outros promotores (NORMAN et al., 1997de DNA
GARMONY et al., 2003), embora promotores de As vacinas de DNA oferecem uma série de

expressao aIternat|vo.s. como do virus do S‘?‘rcor{)gntagens guando comparadas as vacinas classicas,
(RSV) possam ser utilizados. A expresséo de UM termos econémicos e técnicos. O custo de
gene va~r|a conf.orme o,elemento regulatérlo., %rodugéo das vacinas génicas em larga escala é
exp.ressao da glicoproteina D (gD) do herpesv'“é%nsideravelmente menor ao custo de producéo das
bpvmo 1 (BOHV'l)_ sob o.controle do promgtpr dQ/acinas compostas de fracdo subcelylanteinas
citomegalovirus foi superior ao promotor Or'g'nad?ecombinantes e peptideos sintéticos (WHALEN,
do viru§ fjo sarcoma human?. Entrgtanto, f996, ROBINSON, 1997). O controle de qualidade
caracterlst|c~a do gelzhe em questao pogle mfluencgllrnais facil, a comercializagcao nao necessita de uma
na expressao protelca~sob a regula(;ao.d.o MESMAe de refrigeracao, pois estas vacinas sao estaveis
promotor A expressdo da hemaglutinina d% temperatura ambiente e podem ser liofilizadas

parainfluenzavirus bovino 3 e o gene OMLA d?WAINE' McMANUS, 1995) Estes fatores
Actinobacillus pleuspneumoniaesob a regulacao facilitam o transporte, a distribuicio e o

do promotor hCMV fol significativamente SUPETIOfegiahelecimento de amplos programas de imunizacfes
ao gene da gD do BoHV-1 (van DRUNEN LITTEL-

em regides de dificil acesso, o0 que seria interessante
van den HURCK et al., 1999). para a realidade brasileira e de outros paises em
Posteriormente a regido do promotor de expressdesenvolvimento (AZEVEDO et al., 1999,
h& uma regido de multiplos sitios de clonagem, segui@AENTING; WESSLES, 2005).

do gene.da sequen.c.la de p\ol!adenllagao (poliA), p-araA principal vantagem da vacina de DNA & que
proporcionar estabilidade a fita do RNA mensageiro. .. como as vacinas atenuadas ela induz a

(RNAm). A or!ggm da sequéncia de po“é _ma"cprodugéo de anticorpos e de resposta imune celular
utlllzgda € orlg!nada do gene do hormonio dFanto linfécitos T auxiliares (CD% quanto T
crescimento bovino (BGH) ou do SV40 (XU, et al'citotc’)xico (CD8) (van TIENHOVEN et al., 2001,
2001, GARMONY etal., 2003). NAGATA et al., 2004). Adicionalmente, as vacinas
Os genes bacterianos de resisténcia agénicas nao sao afetadas pelos anticorpos maternos,
antibiéticos como a ampicilina e a kanamicina séo oo apresentam risco de reversdo da atenuacao e
marcadores de selecao mais utilizados. Entretantqg@dem ser produzidas contra agentes infecciosos de
tendéncia é a substituicdo por vetores que nao utilizaificil cultivo e atenuacao. A vacina pode ainda ser
genes de resisténcia aos antimicrobianos devido @madministrada para multiagentes ou multiepitopos
risco do plasmidio transformar a microbiota dde um determinado agente infeccioso (HAN et al.,
hospedeiro e disseminar a resisténcia ad999, DOOLAN; HOFFMAN, 1997).
antimicrobianos (GLENTING; WESSELS, 2005). A

_ N _ - _ No caso de individuos imunocomprometidos, um
origem de replicacdo bacteriana € derivada

%"flupo com alto risco de desenvolver uma doenca, a

EISChe,;'_Ch'Z co|I|CoIE1 3”6 ,efsta pcr:esente r_lo%acina de DNA seria interessante, pois uma vacina
plasmidios de clonagem da serie pUC. Esta N9 mercial como por exemplo contra a tuberculose

de replicacdo proporciona um elevado namero QECG) é contra-indicada (WHALEN, 1996). Em
copias de plasm|d|os, a qual per,m?te a obt.e.n(;ao ((,jr?angase idosos, cujo sistema imunoldgico se apresenta
grande guantidade de plasmidios pu”f'cadolﬁwaturo ou deficiente, a avaliacdo da vacina de DNA
(AZEVEDO et al., 1999, GURUNPHAN et al., nao apresentou 0s riscos proporcionados pelas vacinas
2000, GARMONY et al., 2003). vivas atenuadas (SIEGRISIO97).
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A tecnologia do DNA recombinante permiteantigenos (BOYLE et al., 1998; T®OUCHE &
modificacdes nas sequéncias génicas, objetivandS8ADELAIN, 2000). As células musculares,
melhoria na resposta imunoldgica do hospedeiro, tgagovavelmente, liberam antigenos localmente, os
como incorporacgdes de seqgiliénciaguais sado processados pelas células apresentadoras
imunoestimulatérias (ISS), sequéncias de genes gleantigenos (APCs), tais como as células dendriticas
codificam interleucinas e genes virais que codificam as de Langerhans (RAZ et al., 1993, WOLFF et
proteinas que melhoram a propagacdo em célukds 1990, MUMPER & LEDEBUR, 2001).

(RAINCZUK et al., 2003; ZHENG et al., 2005). No mecanismo proposto (Figura 2), apos a

Os riscos que podem ser gerados com vacinasculagdo intramusculao DNA é incorporado as
de DNA, como a integracdo do plasmidio ao genoneélulas musculares (miocitos) e/ou células APC. Os
hospedeiro, gerando mutagénese pela ativacao@e¥As que forem endocitados pelas células no sitio
protoncogenes ou pela inativacdo de genel® inoculacdo permanecem no ndcleo celular sem
supressores de tumestéo sendo avaliados. Estudoscorrer incorporagdo ao genoma da célula
tém mostrado baixa probabilidade de ocorrdrospedeira. As vias metabdlicas da célula hospedeira
integracdo do plasmidiords diferentes vacinas deséo utilizadas para os processos de transcrigcdo do
DNA contendo genes virais foram avaliadas e@NA inoculado e, em seguida, o RNA mensageiro é
camundongos, e se a integracao tivesse ocorriddraduzido para que ocorra a sintese do antigeno
freqUéncia seria de oito integracdes do DNA parotéico relacionado ao agente infeccioso. Os
células dipldides. Isto seria trés vezes abaixo @datigenos expressos endogenamente séo processados
freqUéncia de mutacao espontanea. Contudo, ensgiekas APCs e os fragmentos resultantes complexados
de integracdo sdo necessarios para todos os Di@m moléculas de classe | que séo codificadas por
plasmidiais que serdo usados em vacinas para gemes do complexo de histocompatibilidade (MHC
clinico. Outros riscos incluem inducdo de ). Em seguida, estes peptideos sdo apresentados na
tolerancia, devido a apresentacdo do antigeno enmperficie celular para o reconhecimento e ativacdo
longo prazo, ou reag6es auto-imunes devido a induggspecifica de linfécitos T CD8 citotoxicos. Alguns
de anticorpos anti-DNA. Os niveis destes anticorpa®s antigenos produzidos pelas células musculares
tém aumentado de 20-30% em seres humanos, rsde secretados para 0 espago extracelatade
ndo induzem qualquer doenca com os titulggdem tanto estimular linfécitos B a produzir
apresentados, ao contrario do aumento de 100-1G0tticorpos especificos como ser endocitados por
vezes detectado em pacientes com doencas autotras células apresentadoras de antigenos. No
imunes (HENKE, 2002). processo de endocitose o0s antigenos passam do
compartimento extracelular para o interior das células
APC e, por este motivo, sdo considerados antigenos
Mecanismo de Acdo e Inducao da Resposixggenos e assim processados em compartimentos
Imune celulares diferentes daqueles realizados quando o

Inicialmente os mecanismos de processament@etigeno € originado dentro da célula. Os fragmentos
apresentacéo de antigenos em células musculai@santigenos exégenos sdo complexados com
foram questionados, uma vez que estas células fgeléculas da classe Il e apresentados na superficie
expressam antigenos associados ao compled@s células apresentadoras para o reconhecimento e
principal de histocompatibilidade de classe Il (MH@tianéO de linfécitos T CD4 auxiliares. As vacinas
1), moléculas co-estimuladoras B-7 e ao antigenod® DNA s&o, portanto, capazes de induzir ambos os
associado a funcéo do leucdcito A-B), presentes tipos de imunidade protetora, humoral e ceiam
em células especializadas em apresentacéo alestimulacdo de linfécitos T CDé T CD8, sem
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alguns dos possiveis riscos associados as vacinas comNo plasmidio contendo o transgene, pode-se
organismos vivos (HENKE, 2002). clonar os genes que codificam os componentes

ApOs 0 processamento e apresentacao de antige%%témuladores da respostg |mune (L-2,1L-12 e, ”_:N'
pelas APCs sdo produzidas citocinas, como a IL-12, ou mesmo co—adrr.n.nlstrar 0s pla§m|d|os
gue estimula a diferenciacao das células T virgens é?ﬁomblnantes que codificam estas citocinas. Isto

Th1 efetoras (SIN et al., 1999). Por sua vez, as célu?al?('“a no processo de reconhecimento antigénico

Th1 produzem citocinas como o IFN-g que pode atu§pire as APCs e os linfocitos (RAZ et al., 1993;

na célula alvo que carreia o transgene (OLIVEIRA éIANG etal., 1997).

al., 1998; NAGAA et al., 2004) e melhorar aexpressdo A imunidade adquirida pela vacina de DNA
de moléculas de MHC classe Il pelas célulgsersiste por longo periodo de tempo devido a
apresentadoras de antigenos, facilitando a apresentag@tstante producao endégena do antigeno pela célula
do antigeno e a ativacdo da célula T hospedeira e a capacidade destes antigenos
estimularem linfocitos de memoria imunolégica
(SNADEERP et al., 1996).

Célula muscular

A imunidade humoral é responsavel por uma
significativa resposta preventiva nas infeccoes e a
IgG2a tem sido o isotipo predominantemente induzido
pelas vacinas de DNA plasmidial (VERCAMMEN
etal., 2000; ONAE et al., 2003). O IFNrproduzido
pelo linfécito Thl € uma importante citocina
moduladora de células B para a secrecdo de lgG2a
antigeno especifico. Em muitas infec¢des por
microrganismos intracelulares em camundongos a
resposta humoral é caracterizada pelo predominio
dessa imunoglobulina (COUTELIER et al., 1991,
NAGATA et al., 2004). Por outro lado, a producéo
de imunoglobulinas 1gG1 e IgE especificas,
dependem, em parte, da presenca da interleucina 4
(IL-4) produzida pela subpopulagéo de linfocitos T

*Diferenciagdo e Ativacdo de auxiliares (Th2) (SNAPPER et al., 1988).
celulas plasmaticas células de
+ Producéo de memadria

Fatores como dose de antigeno, tipo de patégeno,
a espécie animal, via de infeccdo ou imunizacéo,

Figura 2. Hipotese mais aceita do mecanismo de acgo fRfmulacdo da vacina, e a forma do antigeno (sollvel
vacina de DNA utilizando DNA plasmidial. Apos aou associado) influenciam no desenvolvimento do tipo
imunizacdo com vacina de DNA o antigeno pode sgjp resposta imune (AKX et al. 1993, MOREL et

apresentado as células T pelas células apresentadoras,d
antigenos (APCs) ou células somaticas (célulaag' 3004' JIN etal., 2004, NAGA et al., 2004).

musculares) transfectadas com o DNA plasmidial

expressando antigenos. Estas células, particularmente as

células sométicas, podem liberar antigeno para outra AR&juvantes para atina de DNA e seu Papel na
pela secrecdo ou por apoptose das células transfecta¢idiinidade Inata

Estas APCs podem entdo, apresentar antigeno para

células T CD4+ e CD8+. Fonte: adaptado http:// Nas vacinas de subunidade, tais como as vacinas

www.brookscole.com constituidas por proteinas recombinantes,

anticorpos
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frequentemente ha necessidade da utilizacdo ideorporacéo do gene do GM-CSF de suino na vacina
adjuvantes para aumentar a imunogenicidade de DNA contra a Doenca de Aujeszky (DA)
antigeno (ULMER et al., 2006). Os adjuvantes, eaemonstrou aumento da protecao clinica de suinos,
sua maioria, sdo moléculas derivadas de patégemosporcionada pelo aumento da atividade de célula
como o lipideo monofosforil; derivados de saponind (SOMASUNDARAM et al., 1999). A adi¢édo do
QS21; adjuvantes quimicos como o levamisol egene que codifica o IFId4a vacina de DNA contra
bupivacaina; e seqiiéncias CpG que ativam céluldsus da imunodeficiéncia felina (FIV) também
do sistema imune inato. Uma vez ativada essasmentou a protecdo clinica revelando um
células modulam e direcionam para a resposta imuthecréscimo da carga viral apés a infecgdo (HOSIE
adquirida ou adaptativa (SINGH & O'HAGAN, et al., 1999). Entretanto, a incorporagéo do gene do
2002; LIMA et al., 2004, JIN et al., 2004). IFN-a suno reduziu a protecao clinica contra a DA

As sequéncias CpG imunoestimulatorias sé((?OMASUNDARAM et al., 1999).
originadas de DNA bacteriano, ndo metiladas com Oultra citocina particularmente interessante, a IL-
dinucleotideos CpG flanqueados por purinas X5, semelhante a IL-2, tem importante participacao
pirimidinas, diferentemente do DNA de vertebradosia proliferacdo das células T de memdéria CD8
Estas sequUéncias podem estar presentes @WTZLER etal., 2005). Porém, o DNA plasmidial
plasmidios bacterianos ou ser associadas ao plasmglie codifica a IL-15 tem o seu uso limitado devido
recombinante para aumentar a efetividade da vacisaa regulacdo complexa, que resulta na baixa
O sistema imune de vertebrados detecta a preseegpressdo da citocina situ. Contudo, em recente
do DNA CpG estranho pela ligacdo com o receptestudo, uma forma do plasmidio IL-15 aumentou a
Toll-like (TLRs) das células APCs e liberacao deroliferagdo, longevidade e fungéo efetora das células
citocinas, os guais estimulam a resposta imufde CD8+, quando medida pelo aumento da
adquirida (SINGH; O'HAGAN, 2002). O efeito imunogenicidade e eficacia protetora da vacina de
adjuvante das sequéncias CpG € influenciado p&&A para influenza e HIV em camundongos
presenca do antigeno e liberacdo do DNA (SINGHKUTZLER et al., 2005).

et al., ,20.00; COBAN _et al," 2005). EX'St?m. Genes de receptores estimulatorios (NKG2D)
controversias sobre o efeito adjuvante das Sequencé?i%ontrado nas célulamtural killer (NK) e nas

deG porgue nerThsempre a mcorpora(;ao em plasm'gaulas T citotoxica também podem ser incorporados
emonstrou meinora na resposta imune. Entretang% DNA plasmidial. Esta incorporagdo demonstrou

_ha resultgqos que demonstram 0 aumento gamento da eficacia das vacinas de DNA contra o
imunogenicidade da vacina (ULMER et al., 2006)'céncer em camundongos (ZHOU et al., 2005).

Sequéncias que codificam citocinas, quimiocinas
e moléculas co-estimulantes podem ser incorporadas
ou co-administradas aos plasmidios recombinant¥§s de Administracéo daadina de DNA

para modular a resposta imune (ULMER et al., 2006). A administracdo da vacina de DNA utilizando a
As citocinas avaliadas como adjuvantes incluem llinoculagéo direta do plasmidio pelas vias intratraqueal,
1, IL-2, IL-12, IFN- e o fator estimulante deintravenosa, intrabursal, intraorbital, intradérmica,
macifago granulocitico (GM-CSF) /8QUINI et intramuscular oral, subcutanea e via mucosa
al., 1997). Contudo, todas estas moléculas exibg@monstraram sucesso na indugéo da resposta imune
toxicidade relacionada a dose. Genes que codificadfh todas as vias testadas (FYNAN et al., 1993;
citocinas, incluindo IL-2, IL-4, IFN& foram testados ULMER et al., 1997; UCHIJIMA et al., 1998: REN
para avaliar a habilidade de ampéa da resposta et al., 2002; YOSHIDA et al., 2000; CONG et al.,
imune em camundongos (DUFOUR, 2001). 2005, LI, et al., 2006). Entretanto, algumas vias
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proporcionaram maior ou menor nivel de expressadministradas pela viai.d., induziram altos titulos de
de antigenos influenciando diretamente nanticorpos. Contudo apenas o vetor MCP-3
imunogenicidade da vacina. apresentou resposta imune protetora pela imunizacéo
m DNA plasmidial. A protecao utilizando o vetor

Os niveis de expressdo dos antigenos obtid6¥

pelas diferentes vias de administracéo parecem eg{g,lozo foi observada apenas apos o refor¢o da dose

relacionados com a quantidade de célulLom proteinas recombinantes (RAINCZUK et al.,
transfectadas obtidas ap6s administracao dggos).

plasmidios. A via intramuscular (i.m.) e aintradérmica A localizacao celular da proteina, influenciada pela
(i.d.) liberam o DNA plasmidial no meio extracelularvia, é importante no tipo de resposta imune gerada
localizacdo pela qual, a maioria do DNA LEWIS et al., 1999, MOREL et al., 2004).
rapidamente degradada pelas nucleases (LEVY @eralmente, a imunizagdo pela via i.m. induz
al., 1996). Diferentemente, o sistegeme guribera preferencialmente a resposta Thl, enquanto que o
o DNA dentro das células amenizando a perda inicisistemagene guradministrado na derme, estimula
do DNA. Nos trabalhos iniciais avaliando as vias d@reposta Th2 ou uma resposta balanceada Th1/Th2,
administracdo da vacina foi necessaria umzaracterizando a resposta imune humoral
concentracdo de DNA pela via intramuscular 100NAFTZGER et al., 1996; WEBER et al., 1998).
vezes maior que o0 sistemgene gunpara Entretanto, aimunizacdo de camundongos por sistema
proporcionar uma resposta imune equivalenggene gurncom plasmidios que codificam proteinas
(ROBINSON, 1997). (ovoalbumina) citoplasmaticas e transmembrana

O sistema gne gunutilizado para vacinas deinduziram forte resposta imune Th1l e CPSOREL
DNA foi avaliado em bovinos, eqiinos, suinos, canin& " _2004)' © Predomlnlo da resPosta Thi,
e em aves (FAN et al., 1993; MACKLIN et al determinada pelos titulos de IgG2a (raz&o de IgG2a/
1998 \ANROMPAY et :’:1| 1959) Em galinhas ’OIgGl =3), também foi demonstrado em camundongos

gene gurioi o sistema mais eficiente para a Iiberagégqum,zados com o plasm'ldlo contendo. 0 -gene da
da vacina de DNA para influenza (FYNAN et al proteina do envelope do virus da encefalite japonesa.

1993). Em perus, a combinagdo das vias i.m.PeOr outro lado, quando os plasmidios foram
intranasal induziu equivalente protecédo Contraaadr.rllmstrados revestidos com microparticulas
Clamydia psittaccomparada a liberac¢éo obtida peléx’momc"jIS foram ,observadas .tanto a resposta Thi
gene gun(VANROMPAY et al., 1999). Por outro guanto Th2 e os titulos de anticorpos lgG2a e 1gG1

lado, em suinos as imunizagdes pela viai.m. da vacm&am similares (raz&o of IgG2a/lgG1 =1.13) (KAUR

de DNA contra peste suina classica induziram ma% al., 2004).

altos titulos de anticorpos do que pelo sistgere

gun (ANDREW et al., 2000)Assim, a eficacia da Recentes ancos para Aumentar a
vacina de DNA varia com varios fatores que podem1unogenicidacle daa¢ina de DNA

influenciar nestas vias de administracao, como yetor

adsorgao as particulas, a espécie animal e o patégend® Vacina de DNA tem apresentado baixa
imunogenicidade em primatas, entretanto duas

O tipo de vetor utilizado nas imunizagoes CON)acinas foram recentemente licenciadas para animais,

DNA_ 'na gfara(;ao da Iresp'osta} Imune protetoff,a contra o virus da febre do Nilo do Ocidente em
adquirida foi relatado. A imunizacgéo de camundong%sqUinOS e a outra contra virus da necrose

com O,S 'vetores VR1020 (expressa pmte',r}?ematopoiéticainfeciosaem salméo (ULMER et al.,
sef:reto,r!a) €0 vgtor que expre;sa a IC"Ote'%OG). Provavelmente, a falha da vacina de DNA
quimotatica associada ao moncito 3 (MCP'?");m induzir forte resposta imune em seres humanos é
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a baixa producédo de antigenos, a liberacao celutlrimunogenicidade em primatas € usualmente obtido
do DNA plasmidial e a estimulacdo ineficiente deomente pelo uso de vetores virais vivos, como
sistema imune inato ineficiente. Os esfor¢os paealenovirus recombinante (ULMER et al., 2006).
aumentar estes aspectos da vacina de DN3utra recente tecnologia de liberagéo fisica do
aumentaram sua eficacia em animais (ULMER @lasmidio uséattooingcom o objetivo de administrar
al., 2006). 0 DNA nas células da pele (BINS et al., 2005). Esta

Alteracdes nos vetores tém sido realizadas patPaC?'Ca' aqual € .S|r.n|Ia-1r a vacinacao efe-tlva coma
8r|ola, parece diminuir o tempo requerido para a

melhorar a poténcia da vacina como alteragédo Nd 2o d _ |
vetor para aumentar a eficiéncia do promotoFn ugao de resposta imune potente e protetora. Isto

utilizacao de seqijéncialideralternativaesubstituiggsv,e estar r}eIamongdo (iom a rapida producéo do
de codons de mamiferos pelos usados por patéger%jst.'geno apos a vacinagao.

Esta dltima alteracdo, a construcdo de vetores comUma segunda estratégia para liberacédo da vacina
otimizacgdo de cédons, é para evitar as limitagbesde DNA envolve a tecnologia baseada em
conteudo celular de tRNA com cdédons virais eicroparticulas para as APCs alvo. A eficacia das
bacterianos, uma vez que os requerimentos paraacinas de DNA aumenta se o material genético for
traducdo do mRNA do patdgeno sao diferentes dosvestido por microesferas biodegradaveis que o
das células de mamifero&.otimizacdo do codon protegem e liberam de forma gradual nas células do
resultou no aumento da expressao do antigeno gph2§anismo vacinado. Particulas de 1-3 um de diametro
do HIV, contribuindo para uma melhor disponibilidadsao rapidamente fagocitadas pelos macréfagos e
de tRNA e maior estabilidade do mMRNA especificoélulas dentriticas (DCs). Duas distintas formulacdes,
(WANG et al., 2005). baseadas em polimeros (&cido lactico e acido glicélico

A captacéo do DNA plasmidial pelas células apstLG) e lipidio cationico foNram relatadas
a injegcdo é ineficiente. Somente uma pequeﬁgcgntemente. Estasjormulagpes mostraram-se
proporcao do material injetado é internalizada pelgéetlvas para a Ilber.a(;ao da vacina de DNA para o
células que resulta em sucesso na transfecgao, qu em modelos primatas (OTTEN et al., 2005) e
€, producdo de antigeno pelas células do aninfjiraxem coelhos (HERMAJ\ISON et a}l., 2004). Em
vacinado. Entretanto, duas estratégias tém si&B‘bOS_ O_S casos, a interagao de.moleculas de DNA
utilizadas para aumentar a poténcia da vacina:qiasm'dial carregadas r.1.egat|vam,ente .com a
liberacdo fisica para alcancar altos niveis de antigerﬁ%ﬂu"%@ao carregada positivamente € crucial para
e i) formulagdo com microparticulas para células al\}g)eragao do DNA dentro das APCs, resultando no

apresentadoras de antigenos (APCs) (ULMER %ymento da a;?resentagao d? ant.|geno par}a q sistema
al., 2006) imune. Os polimeros PLG s&o biocompativeis com

' _ _ _ as membranas celulares, pois sdo produzidos pelo
Uma.efetlva tecnologia de I|beragao fisica dgrganismo humano e as microesferas ndo séo téxicas
plasmidio usa a eletroporacdo (ER)situ para & ¢ |iheram o material genético de forma gradual, o
liberacdo do vetor diretamente dentro das célulqﬁ,e garante a produgdo continua de antigenos e
Esta tecnologia foi adaptada para uso em animajgiicorpos. A quantidade de cada substancia nas

vivos, pelo qual um campo elétrico € criado Nogicroesferas determina o ritmo da liberagéo do DNA.
tecidos perto do sitio de inoculacéo da vacina. A RRODRIGUES JR et al., 2004).

aumenta substancialmente a producéo de antl'genosU q . | , , de DNA
e a resposta da célula T em primatas ndo-humanos, ma das razoes pela quals "_is vac.lnas € g
produzindo altos niveis de célula T C®Mo 5% S80 menos potentes que as vacinas vivas atenuadas

do total de célula T (OTTEN et al., 2006). Este nivél au€ © D!\IA na.o.s.e distribui de maneira uniforme
entre as células inicialmente transfectadas, enquanto

717

Semina: Ciéncias Agrdrias, Londrina, v. 28, n. 4, p. 709-726, out./dez. 2007



Kano, F S.; Vidotto, O.; Vidotto, M. C.

0 numero das células infectadas pelo microrganismseres humanos (MacGREGOR et al., 1998). O HIV
atenuado aumenta quando este se replica. Esforpossui uma glicoproteina do envelope altamente
tém sido realizados para aumentar o transit@riavel e a maioria dos anticorpos gerados sao muito
intracelular do antigeno, explorando a capacidade éepecificos para essa proteina. Em contraste, a
espalhamento célula-célula da proteina VP22 desposta celular pode ser direcionada contra epitopos
herpesvirus humano tipol ou do BoHV-1. Variogue sdo derivados de varias proteinas, incluindo
grupos tém demonstrado que construcdes de DN&quelas altamente conservadas entre diferentes
gue codificanproteinas de fusdda VP22 ligada a estirpes virais. As atuais pesquisas tém focado o uso
antigenos, aumentam a resposta imune edo DNA na primo-vacinacao, seguida de um reforgo
camundongos (KIM et al., 2004; PERKINS et al.heter6logo utilizando um vetor viral, pois a primo-
2005) e bovinos (ZHENG et al., 2005). Contudo, héacinacdo com DNA demonstrou ser mais potente
controvérsia nesses resultados. Alguns grupes primatas nao-humanos (ULMER et al., 2006).

mostraram que proteinas fusionadas com VP22 , . 4o DNA contrallV induziu resposta

aurrll.enta.m 0_ espalhamento |Intracelular qu?n%une mediada por células (CMI) em camundongos,
a\fa lado in wtro (MVANGI et al., 2005), ou pelo mas estimulou fraca producéo de Igdelas células
numero de células dendriticas transfectadas &Mam primata ndo-humano e também em seres

nédulos linfaticos (KIM et al., 2004). A incorpora(;éq]umanos_ A analise de esplendcitos de camundongos

do gene da VP22 proteina de fusdo do BOHV'I%ALB/C imunizados com uma Unica dose de vacina

demonstrou aumento da aquisi¢do do DNA plasmidiag DNA demonstrou duas popula¢des de linfécitos

pelas células dendriticas e macrd6fagos, o qua}l,,o CD4+ e CD8+, que foram especificos para 0s

melhorou a resposta celular de linfocitos T auxma&ntigenos do HINOs linfécitos CD8+ produtores e
(CD4") com guantidades menores de DNA plasmidi?’!éo-produtores de IFN-foram detectados nos

(MWANGI et.al., 2005). (?on.tuo.loi um estudo, na%stalgios inicial e intermediario ap6s a imunizagéo
constatou a diferencga na distribuicdo das protelnas(gﬁ?RODE et al., 2007)

fusdo-VP22 e que o antigeno isoladamente, obtido da

transfecgao do respectivo plasmidio dentro das célulasVacinas de DNA para a hepatite B foram
de mamiferos, aumentou a resposta imune in vifi§alisadas em suinos e primatas ndo-humads. T
(PERKINS et al., 2005). Mais estudos sdo necessarff3ses da vacina induziram titulos de anticorpos

para elucidar o modo de acdo desta estratégia. ~ Protetores nos animais e a resposta em suinos foi
comparavel aos titulos induzidos com trés doses da

vacina comercial com proteinas recombinantes
Vacina de DNA na Medicina Humana eFULLER at al., 2006). Em humanos, esta vacina
\eterinaria constituida do antigeno sAg induziu resposta celular

Vacinas de DNA mostraram serem efetivas pa%Dg e CD4 significativa em 100% dos individuos

varias doencas causadas por virus, bactérias, protozoa{f'i%cs)Y et al. 2000).
e também para tumores. Consequentesneste tipo Vacinas de DNA para os virus da influenza
de vacina contribui para o controle de doen¢cgdMACKLIN et al., 1998) e do sarampo também
infecciosas, parasitarias e na terapia oncogénica éaram analisadas em suinos e macacoggoe gun
medicina humana e veterinaria. masinduziram producdo de anticorpos duas a dez
As vacinas de DNA que codificam antigenogezes,me.nor.do gue as respectivas \{acinas virais
virais tém sido as mais investigadas e aquelggm virus inativado. ContuNdo, e.sta.ls. vaqnas de DNA
especificas para o HIV foram as primeiras vacin:fénda ~mostraram protecdo significativa coqtra a
contra doencas infecciosas a serem avaliadas g’macgao, demonstrando que, embora a vacina de
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DNA induza imunogenicidade mais baixa, quanddemonstrou efeito sinérgico nos macacos infectados
comparado com as vacinas existentes, os niveis s@mn tuberculose, determinando 100% de

ainda suficientes para proporcionar protecasobrevivéncia. Estes dados indicam um novo modelo
(FULLER et al., 2006). de vacina de DNA contra o M. tuberculosis que pode
ser utilizado para os ensaios clinicos fase inicial em

A vacina de DNA para a figa administrada
humanos (OKADA et al., 2007).

em macacos pagene gupnsimilarmente a vacina
para o virus da influenza, induziu comparavel A administracdo inicial do DNA plasmidial
producao de anticorpos e protecdo contra infeccdontendo o gene da proteina 58 (Ag85B) do M.
letal com virus da raiva, como na vacina produzidaberculosis demonstrou prote¢éo contra a infeccao
em células diploides (LODMELL et al., 1998). pelo M. tuberculosis e associou-se a participacao de

Entre as vacinas de DNA para infecgc”)elénfoc'tos CD4+ especificos ao Ag58B na producéo

bacterianas,avacinaparaocontroledatuberculqueé IFN-g e de controle do cresumer?to
do M. tuberculosis.

humana e bovina foi uma das primeiras Vaciné@tramacrofaglco N e
estudadas. O antigeno MPB83 do Mycobacteriu%urpreendentemente, essa protecdo foi eliminada

bovis demonstrou boa protecdo em camundong%gos o reforgo vacinal com a proteina recombinante

imunizados quando desafiados com cepas viruIen@é‘gSBB)j Segundo 0s autores,'a perdg da prf)te(;ao
e estimulou resposta mista de IgG1 e Inggo' relacionada com a excessiva proliferacdo de

Posteriormente, a imunogenicidade da vacina flﬁwoc'tos CDA4+ e a produgdo de IFNem resposta

<

avaliada em bovinos que apresentaram alta taxa":)df_g)_mte'nal AgSSB,. Estudos realizados no. Brasil,
resposta proliferativa ao antigeno MPBgéltlllzandO a proteina P58 do Mycobacterium na

(CHAMBERS et al., 2000). A utilizaco do gene dgonstrugéo de uma vacina de DNA, identificaram
proteina hsp65 do M. tuberculosis foi avaliada fdma atividade anti-cancerigena importante deste gene
gm pacientes com melanoma, um dos mais graves

imunizacao genética de camundongos BALB/c pe . o
ymores de pele. Apoés o tratamento houve a remisséo

via intramuscular nas formas “nua” (naked)esisterﬁ ] ) s o
gene gun. A administracéo do plasmidio pelo siste 8 tumor em dois pacientes com diagnostico de
gene gun induziu resposta imune com doses 100 Veg&lanoma (RODRIGUES JR et al., 2004).

menor do que as requeridas pela imunizacéo i.m. Para o controle da brucelose, uma vacina de DNA
Contudo, aimunizacao i.m. protegeu os camundongusntendo o gene da enzima superoxido desmutase
e a imunizacao pelo sistema gene gun induziu(80D) de Brucella abortus foi construida com o
resposta Th2 com altos titulos de IL-4 e IL-10, masbjetivo de diminuir os riscos de contaminacao dos
nao protegeu os camundongos contra o desafio comanipuladores com a utilizacdo da vacina viva
cepas virulentas (LIMA et al., 2001). atenuada (cepas B19 e RB51) (VELIKOVSKY et

A associacgéo do gene da hsp65 de M. tuberculogllS’ 2002). Qamundongos BALB/C receberj’;\m tres
a expressdo da IL-12 induzida pelo Virugoses por via i.m. e apresentaram altos titulos de

hemaglutinante do Jap&o (HVJ) incorporada aaglticorpos com predominio da IgG2a e proliferagéo
lipossoma (HSP65+IL-12/HVJ) demonstrou melhoﬁje |Inf?C|tOS com produgdo de Ing-O grau de
eficacia na protecdo de camundongos e de cobaligtesao dos camundongos de?aflgdos COEQ
guando comparados com a vacina BCG. Em macaéjc?s cepa B. abortus 2308, apos cinco semanas da

Cynomolgus, esta formulag&o apresentou eficéciaHLﬁ'ma imunizag&o, foi similar a0s animais vacinados

protecao relacionada a mortalidade, peso corporﬁﬂm a cepa vacinal RB51 (ONE et al., 2003).

achados radiograficos e imunogenicidade. Rosterlormente, camundongos foram imunizados com

combinac&o da vacina HSP65+IL-12/HVJ e BC(gsta mesma construgao pela via intraesplénica para
induzir resposta celulaAté o final do experimento
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nao foram detectados anticorpos especificos parargtigenos do protozoario mostraram que alguns genes
SOD. Na estimulagéo de esplendcitos, foi detectatderferem negativamente, inibindo a expressao de
secrecdo de IFN; mas nao de IL-4 e apenas aim outro antigeno (SEDEGAH et al., 2004).

populacdo de CD8+ apresentou atividade citotoxica. Aimunizacgo de camundongos com os plasmidios

ApGs quatro -seman-as da mun,zaqéo, camundon%%%tendo 0s genes que codificam as proteinas GRA1,
fgram desafiados intraperitonialmente c?m cepr&:RA? e ROP2 de dxoplasma gondii induziu
ergler\tas de B;abortus, mostrando protecéo SUPETR unidade protetora parcial contra desafios letais. Na
aviai.m. (MUNOZ-MONTESINE et al., 2004). linhagem de camundongos C3H a razéo Ig2a/lgG1
Para oStaphylococcus aewus a vacina de foi maior quando comparada as linhagens BALB/c
DNA contendo um gene importante da adesina @aC57BL/6 de camundongos. Coincidentemente, a
bactéria (CIfA) induziu a producdo de anticorpoporcentagem de protecdo contra desafios letais com
especificos e resposta celular em vacas em lactagéistos de Tgondii foi maior em camundongos da
Ainclusao de adjuvantes com os plasmidios diminulinhagem C3H (VERCAMMEN et al., 2000).
a variabilidade da resposta entre 0os animais e apsraTaenia soliuma imunizacio com DNA

resposta de anticorpos foi altamente direcionadap%r@lsmidial contendo o gene do antigeno B de

:ngIZ (n;ol soro € !?'te’ OCOT'I’f:rllfdA(\) uma frj.ca resm%"f'sticelcus cellulosaeconferiu 92,6% de protecéo
€19 T especi |ca.1.para sem a Juvante,. ’(A:]‘uando os suinos foram desafiados com ovos de

estratégia de se utilizar um reforo com proteiNggenia soliumQuatro de cinco animais imunizados

|dn-du.2|u, antlcorp(;s q~ue jun;enta}rz.:lm g fagocnlosc(jecgm 1000 mg de plasmidio recombinante e desafiados
Iminuiram a adesao da bacteria. Os resuita A80 apresentaram cistos viaveis de cisticercose.

sugerem que a injedo intramuscular do IOIaSrmdlj:‘%tretanto, a imunizacdo com 200 mg de plasmidio
codificando - CIfA deS. aueusgera resposta Thl recombinante n&o foi capaz de impedir a formagéo

em vacas leiteiras e a estratégia de vacinaggg cistos viaveis (GUO et al., 2007)
combinando adjuvantes moleculares e reforgco com '

adesinas sera um importante componente da vacinavacina de DNA contra a anaplasmose bovina tem
contra a mastite bovina ocasionada f@laueus sido investigada com diferentes proteinas de

(NOUR EL-DIN, et al., 2006) superficie (MSPs). O gene (msplgue codifica
MSPla do Anaplasma nganale foi inserido no

A.\.vacina de D!\IA contrg a |(\EptOSp,ir.OS€ qu%Iasml'dio pVCL, vetor de células de mamiferos. A
co.dn‘lca.uma proteina r.;\ssoua,da aAhemohse (Hapéaroconverséo, apos a inoculagcdo de camundongos
TO' a}’a"%da em ‘-?ert_’"- Apos tres .semanas OIeade bovinos com o DNA plasmidial contendo o gene
|mun|.zagao 0S an|ma|§ fqram protegidos f:o.ntra rﬁsph, foi demonstrada apds 21 dias e seis a oito
desafio com d.eptospira interoganspatogénica semanas, respectivamente. Em bovinos a producéo
(BRANGER et al., 2005). de imunoglobulina foi restrita ao isotipo IgG1, embora

Genes que codificam proteinas do Plasmodiumestimulacédo de linfocito T auxiliar também foi
falciparum, agente da malaria, foram relatados comerificada com a producdo de [IF)N-
seguros e imunogénicos para seres humandsl® (ARULKANTHAN et al., 1999). A imunizacao de
et al., 1998; EPSTEIN et al.,, 2004AWG et al., bovinos utilizando apenas o gene que codifica a
2005). Estudos com diferentes proteinas ddSP1b em plasmidio de expressao para células de
Plasmodiumspp estdo sendo desenvolvidos namamiferos (pcDNA3.1./msplb), ndo estimulou
tentativa de caracterizar e eleger os antigenos msagisfatoriamente a producao de anticorpos no periodo
imunogénicos e protetores para a doengatalivas de vacinagdo, mosindo a necessidade de mais
de utilizacdo de diversos genes para mimetizar estudos para o desenvolvimento de uma vacina de
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