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desenvolvimento pionei-
ro da vacina contra a
variola feito por Jenner
hia quase dois séculos
marcou, com grande su-
cesso, o inicio de uma
nova era para a medici-
na moderna. Desde en-
tao, a imunoprofilaxia, ou
vacinagao, tornou-se a medida mais efi-
ciente e menos dispendiosa de evitar
doencas infecciosas. A erradicacao da
variola, o sucesso do programa de vaci-
nacdo contra a poliomielite e a reducdo
da morbidez e mortalidade causadas por
doencas infecciosas que ocorrem na
infincia sao provas contundentes da
importancia da vacinagao. Contudo, re-
centemente, a Organizacio Mundial da
Satide (OMS), com base em dados
epidemiolégicos, passou a alertar os
governos para o ressurgimento de varias
doencas infecciosas e para os proble-
mas de sadde publica delas advindos,
principalmente nos paises em desenvol-
vimento. Segundo a OMS, em todo o
mundo nascem por ano em torno de 130
milhoes de criancas, sendo que cerca de
12 milhées morrem com idades entre 0 e
14 anos. Aproximadamente 9 milhoes
destas mortes sio causadas por doencas
infecciosas (dengue, hepatite, meningi-
te, maldria, esquistossomose e outras),
sendo 3 milhdes contra as quais ja exis-
tem vacinas de uso rotineiro (tuberculo-
se, difteria, coqueluche, sarampo e ou-
tras). O desenvolvimento de novas vaci-
nas que evitem, num futuro préximo, o

aumento descontrolado destas e de ou-
tras doencas infecciosas é de fundamen-
tal importancia para a humanidade.

As vacinas tém como objetivo fun-
damental a imunizacao prévia do indivi-
duo, de modo que ele passe a responder
rapida e eficientemente quando em con-
tato com o agente infeccioso, evitando
assim a ocorréncia ou desenvolvimento
da doenca. No decorrer dos tempos,
diversas estratégias foram utilizadas para
o desenvolvimento de diferentes vaci-
nas. As vacinas de primeira gera¢io, que
se reportam principalmente ao comeco
deste século, foram produzidas com
microrganismos vivos e atenuados (como
é o caso da vacina BCG contra a tuber-
culose) ou mortos e inativados (como a
vacina contra Bordetella pertussis). Con-
tudo a eficicia dessas vacinas ainda é
muito questionada.

Na dltima década, os avancos na
tecnologia de desenvolvimento de vaci-
nas permitiu a introducio de novas es-
tratégias para a obtenc¢io e producao de
antigenos, assim como foram otimizadas
novas maneiras de se administrar e apre-
sentar esses antigenos para as células do
sistema imune. Estas estratégias abriram
caminho para inovagdes, particularmen-
te no contexto do desenvolvimento de
vacinas mais seguras, eficazes e
polivalentes. Entre estas estao as de
subunidades, consideradas de segunda
geracdo, constituidas de antigenos puri-
ficados e provenientes de fontes natu-
rais, sintéticas ou mesmo recombinantes.
Mais recentemente, surgiram as vacinas



génicas ou de terceira geracio, onde os
genes ou fragmentos de genes, que co-
dificam antigenos potencialmente
imunizantes, sio carreados por
plasmideos de DNA.

Atualmente, o isolamento de genes
é uma técnica dominada pela ciéncia
devido ao grande desenvolvimento da
biologia molecular. Os genes isolados
sdo ligados a outros fragmentos de DNA
denominados plasmideos, que permitem
a replicacio do gene em bactérias ou
células eucaridticas. Os plasmideos usa-
dos em vacinas génicas possuem se-
quéncias de DNA necessarias para sele-
¢ao e replicacdo em bactérias; promoto-
res especiais para processos de transcri-
¢do e traducdo; genes que conferem
resisténcia a antibidticos; e seqiéncias
especificas que permitem a expressio
génica em células procaridticas e
eucarioticas. Apés a clonagem do gene
no plasmideo, eles sio introduzidos em
bactérias hospedeiras, geralmente uma
Escherichia coli, por um processo deno-
minado de transformacao bacteriana, com
a finalidade de se produzir plasmideos
em larga escala e ter quantidade sufici-
ente de DNA para a vacinagcao propria-
mente dita.

A primeira demonstracdo de que a
injecdo intramuscular de um gene pode-
ria ser empregada como vacina génica
foi feita em 1993, por pesquisadores da
indastria farmacéutica Merck. Eles de-
monstraram que a injecao intramuscular
do gene que codifica uma nucleoproteina
do virus influenza poderia ser utilizada
para imunizacio de camundongos con-
tra essa virose. Esse fato causou enorme
repercussio nos meios cientificos e
tecnolégicos envolvidos no desenvolvi-
mento de novas vacinas contra agentes
infecciosos. Desde entdo foram desen-
volvidas vacinas génicas contra uma sé-
rie de agentes patogénicos em modelos
animais. Em 1994, por ocasiio do pri-
meiro encontro sobre vacinas, patroci-
nado pela OMS, tivemos a oportunidade
de apresentar nossos resultados sobre
vacinacao contra a tuberculose empre-
gando o gene que codifica o antigeno
protéico hsp65 micobacteriano. Algu-
mas dessas novas vacinas, principal-
mente aquelas contra AIDS e influenza,
apresentaram excelente resposta em
primatas, e ja se encontram em fase de
testes pré-clinicos em humanos.

A vacinacdo com DNA pode ser
feita em varias espécies animais, por
diversas vias e esquemas. Além da inje-
¢do intramuscular, que é a via mais
utilizada, as vacinas génicas também
podem ser administradas por via
intranasal na forma de aerosol, por via
oral ou por via intradérmica através do
bombardeamento de microparticulas de
ouro cobertas com o material genético.

Apés imunizacio por via intramuscular,
o material genético é incorporado as
células musculares (midcitos) ou
mononucleares como os macréfagos ou
células dendriticas que sao células apre-
sentadoras de antigenos para o sistema
imune. As particulas de DNA que forem
endocitadas pelas células no sitio da
inoculacio permanecem no nucleo ce-
lular sem ocorrer incorporac¢io ao
genoma da célula hospedeira. As vias
metabdlicas da célula hospedeira sio
utilizadas para os processos de transcri-
¢ao do DNA inoculado, e em seguida o
RNA mensageiro ¢é traduzido para que
ocorra a sintese do antigeno protéico
relacionado ao agente infeccioso. Este
processo ocorre de forma muito seme-
lhante aquele observado nas replicacdes
virais. Os antigenos expressados
endogenamente sio processados pelas
células apresentadoras de antigenos, e
os fragmentos resultantes complexados
com moléculas de classe I que sio
codificadas por genes do complexo de
histocompatibilidade. Em seguida, os
peptideos resultantes da fragmentacio
do antigeno sao apresentados na super-
ficie celular para o reconhecimento e
ativacdo especifica de linfécitos T CD8
citotéxicos. Alguns dos antigenos pro-
duzidos pelas células musculares sio
secretados para o espaco intercelular,
onde podem tanto estimular linfécitos B
a produzir anticorpos especificos, como
ser endocitados por outras células apre-
sentadoras de antigenos. No processo de
endocitose, os antigenos passam do com-
partimento extracelular para o interior
das células apresentadoras e, por este
motivo, sdo considerados antigenos
exogenos e assim processados em com-
partimentos celulares que sao diferentes
daqueles realizados quando o antigeno
¢é originado dentro da célula. Os frag-
mentos dos antigenos exdgenos sao
complexados com moléculas de classe
II, codificadas por genes do complexo
de histocompatibilidade, e apresentados
na superficie das células apresentadoras
para o reconhecimento e ativacio de
linfécitos T CD4 auxiliares. As vacinas de
DNA sio, portanto, capazes de induzir
ambos os tipos de imunidade protetora,
humoral e celular, com estimula¢ao tan-
to de linfécitos T CD4 como de T CD8
citotoxicos, sem o risco associado as
vacinas de organismos vivos.

As vacinas génicas, além da imuni-
dade humoral e celular especifica, ofe-
recem vantagens adicionais em relacio
as vacinas classicas. Nas vacinas génicas,
a sintese dos antigenos endégenos ocor-
re com caracteristicas estruturais muito
semelhantes 2 molécula nativa sintetiza-
da pelo patégeno, criando epitopos
conformacionais necessdrios para
indu¢io de uma resposta imune mais

efetiva. A imunidade adquirida persiste
por longo periodo de tempo devido a
constante producio do antigeno dentro
da célula hospedeira e a capacidade
destes estimularem linfécitos de memo-
ria imunolégica. No plasmideo contendo
o gene do agente infeccioso pode-se
clonar outros genes, como, por exemplo,
os de componentes estimuladores da
resposta imune (IL-2, IL-12 e IFN-g) que
auxiliam no processo de reconhecimen-
to antigénico entre as células apresenta-
doras de antigenos e os linfécitos.

Em termos econdémicos, o custo de
producido das vacinas génicas ¢é signifi-
cativamente menor do que o custo de
producao das vacinas recombinantes,
peptideos sintéticos e outras. Essa vaci-
na pode ser estocada como sedimento
seco e a temperatura ambiente, sendo
que no momento da administracio é
necessario somente a adicdo de peque-
na quantidade de agua. Estas condicdes
trazem vantagens econdmicas para o
estabelecimento de amplos programas
de imunizacdoes em regides de dificil
acesso.

VACINA DE DNA CONTRA A
TUBERCULOSE

A tuberculose volta a ser um dos
mais graves problemas de sadde publica
em todo o mundo, principalmente nos
paises subdesenvolvidos. O
Mycobacterium tuberculosis, que é o
agente etioloégico dessa doenca, infecta
atualmente mais de um bilhdo de pesso-
as no mundo e é responsavel pela morte
de aproximadamente trés milhdes de
pessoas por ano. A prevencio da tuber-
culose é feita em diversas partes do
mundo pela utilizacio da vacina BCG. A
eficacia dessa vacina varia de zero a 70%
entre as diferentes populacdes do mun-
do submetidas ao teste. Assim, o alto
indice de mortalidade dessa doenca e a
baixa eficiéncia da vacina BCG justifi-
cam o desenvolvimento de uma nova
vacina.

Para o desenvolvimento de uma
vacina génica contra a tuberculose, nés
introduzimos nos plasmideos denomi-
nados pCDNA3 ou pHMG o gene de um
dos antigenos imunodominantes de mi-
cobactérias que é a proteina de estresse
hsp65. Efetivamente, ambos os promoto-
res dirigem a expressio de genes mico-
bacterianos em células de mamiferos. Os
plasmideos contendo o gene micobacte-
riano foram inoculados por via intra-
muscular em camundongos. Todos os
testes de vacinacio foram comparados
com um grupo de animais inoculados
somente com BCG intradérmico. A pro-
ducio de anticorpos especificos no soro
dos animais imunizados com o gene
hsp65 foi observada duas semanas apos

Biotecnologia Ciéncia & Desenvolvimento

33



a terceira dose de DNA. A induc¢ao da
resposta imune celular foi detectada por
um teste especifico, que ¢ a medida da
capacidadeproliferativa dos linfécitos
presentes nos nédulos linfiticos, quan-
do colocados na presenca do antigeno
hsp65. Mediadores e reguladores da res-
posta imune, como as interleucinas, tam-
bém foram detectados no sobrenadante
de cultura, ou nos préprios linfécitos
dos animais imunizados, tanto por técni-
cas de ELISA quanto RT-PCR. Nestes,
estava aumentada a liberacio de IFN-g,
IL-2 e IL-12 (que sao consideradas cito-
cinas estimulatérias da resposta imune
celular), mas nao de IL-4, IL-10 e IL-13
(que sao supressoras dessa resposta).
Portanto, o padrao de resposta imunolo-
gica induzida nos camundongos, pela
imunizacdo com o gene hsp65, foi con-
siderado do tipo Th1, o qual é altamente
favoravel para a eliminacdo de agentes
infecciosos.

O procedimento utilizado em nos-
sos trabalhos para a imunizacio dos
camundongos com o gene hsp65 foi
muito efetivo e protegeu os animais con-
tra posterior infeccio com M.tuberculosis
de alta viruléncia. A protecio conferida
pela vacina génica foi bem maior que
aquela apresentada pela BCG. Desta for-
ma, fomos os primeiros a demonstrar
que a imunizagao com um Unico antigeno
de M.tuberculosis protege efetivamente
contra a tuberculose experimental. Com
base nestes dados, clonamos outros genes
micobacterianos e testamos as suas res-
pectivas atividades protetoras. Os genes
que codificam os antigenos hsp70 e
ESAT-6 também induziram protecio sig-
nificativa e similar aquela mostrada por
hsp65. Por outro lado, imuniza¢io com
genes que expressam as proteinas deno-
minadas hsp10 ou 36 KDa nao mostrou
atividade protetora contra infeccao por
M.tuberculosis.

Os modelos desenvolvidos em nos-
sos trabalhos também permitiram identi-
ficar quais as caracteristicas essenciais
das células que conferem proteciao
imunolégica contra infeccio por
M.tuberculosis. O estudo detalhado das
duas principais subpopulacdes de
linfécitos T mostrou que existem varios
fatores relacionados com a protecio
contra o bacilo da tuberculose. Assim, os
linfécitos T CD8 estimulados pela vacina
génica sao preferencialmente do tipo
citotoxicos, isto é, tém a capacidade de
destruir células que albergam o bacilo da
tuberculose em seu interior, permitindo
a eliminacao dos mesmos. Tanto os
linfécitos T CD8 como os T CD4 secretam
em altas concentracdes as interleucinas
estimuladoras do sistema imune, como a
IL-2, IL-12 e IFN-g, as quais ajudam a
manter ativados varios sistemas respon-
saveis por eliminacio de microrganis-
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mos da célula hospedeira. A transferén-
cia de linfécitos T CD8 de animais vaci-
nados para animais ndo-vacinados pro-
tege estes ultimos da infeccio pelos
bacilos virulentos, mostrando que estas
células sio fundamentais para os pro-
cessos de defesa. A maioria dos linfécitos
T CD4 e T CD8 especificos para o antigeno
usado na vacinacio apresentava alta
expressio do marcador de superficie
celular CD44hi, que é uma molécula
presente nas células de memoria. Estas
células, com seu respectivo marcador,
puderam ser detectadas por citometria
de fluxo mesmo 18 meses apos a imuni-
za¢ao. Nossos resultados mostraram ain-
da que, quando a imunidade celular é
desenvolvida num microambiente con-
tendo altos niveis de IL-4, como aquele
observado apés vacinacio com BCG, as
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células T perdem sua capacidade
citotoxica, produzem pouco IFN-g, e ha
pouca diferenciacio de células de me-
moria. Além disso, estas células tornam-
se produtoras de citocinas do padrio
Th2, que sao supressoras da resposta
imune celular. Estes fatos poderiam ex-
plicar a baixa capacidade protetora da
BCG contra a tuberculose.

Os beneficios praticos e estratégi-
cos resultantes do desenvolvimento de
vacinas génicas siao indmeros, como
mencionado anteriormente, e absoluta-
mente desejaveis no Ambito da realidade
brasileira. O impacto sobre o controle
das doencas infecciosas que podem ser
prevenidas por imunizacio génica sera,
provavelmente, uma das aquisicdes mais
importantes advindas do dominio desta
nova tecnologia.
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