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RESUMO

Desde as descobertas inovadoras de Jenner e Pasteur, o desenvolvimento de técnicas de
imunizagao foi alvo de inumeros avancos tecnolégicos. Esses avangos propiciaram beneficios
importantes no campo da saude publica, com a erradicacéo de doencas, prevencao de epidemias
e redugdo no numero de mortes por doengas infecciosas. Apds o advento da Biotecnologia foram
ampliadas as fronteiras da vacinologia, com suporte tecnolégico para o desenvolvimento de
vacinas cada vez mais seguras e eficientes. Houve um impacto significativo no modo como sao
desenvolvidas as vacinas consideradas de primeira e segunda geragoes, e também foi
possibilitado o desenvolvimento de uma terceira geragéo de vacinas, as vacinas de DNA. Essa
ultima geracao ampliou a visao sobre as vacinas, antes empregadas apenas de forma preventiva,
e possibilitou o desenvolvimento de vacinas terapéuticas aplicadas inclusive a doencas nao-
infecciosas, como o cancer. Ha atualmente uma busca no mundo inteiro por novas vacinas para
os principais problemas de salde publica e no Brasil tem se desenvolvido programas visando a
autossuficiéncia no setor, de modo a reduzir gastos publicos com vacinas importadas e focar
especificamente em problemas epidemiolégicos nacionais.

Descritores: Técnicas de imunizagao, Vacinologia, Vacinas recombinantes, Vacinas de DNA.

THE BIOTECHNOLOGY CONTRIBUTIONS IN DEVELOPMENT AND PRODUCTION
OF FIRST, SECOND AND THIRD GENERATIONS VACCINES

ABSTRACT

Since the groundbreaking discoveries of Jenner and Pasteur, the development of immunization
technigues has undergone numerous technological advances. These advances have provided
important benefits in the field of public health, with the eradication of diseases, prevention of
epidemics and significant reduction in deaths from infectious diseases. After the advent of
biotechnology were enlarged the borders of vaccinology, with technological support to the
development of increasingly safe and effective vaccines. There was a significant impact on how
the first and second generation vaccines are developed and has also enabled the development
of a third generation, the DNA vaccines. This latest generation has expanded the vision of the
vaccines, just before employed preventively, and enabled the development of therapeutic
vaccines applied also in the treatment of non-infectious diseases, such as cancer. There is
currently a worldwide search for new vaccines for the major public health problems. And Brazil
has developed programs aimed at self-sufficiency in the sector, in order to reduce public spending
on imported vaccines and focus specifically on national epidemiological problems.

Keywords: Immunization techniques, Vaccinology, Recombinant vaccines, DNA vaccines.
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INTRODUGCAO

As vacinas originalmente eram empregadas na profilaxia das infec¢des e seu
desenvolvimento foi baseado no principio de que a existéncia de um contato prévio com
0 antigeno origina uma resposta imune mais rapida e eficiente nos contatos
subsequentes.

O desenvolvimento pioneiro da vacina contra a variola feito pelo médico inglés,
Edward Jenner no século XVIII e a introducdo do conceito de “vacinacao” por Louis
Pasteur no século XIX marcaram o inicio de uma nova era para a medicina (1,2,3). Essa
nova era da vacinologia trouxe inumeros beneficios para a sociedade com O
estabelecimento de estratégias de imunizagao em massa. Isso possibilitou a prevengao
de epidemias e ja foi responsavel pela erradicagao de varias doengas como a variola,
em todo o mundo (1), a febre amarela e a poliomielite, no Brasil.

Desde entao, no campo da vacinologia tem sido realizadas um numero cada vez
maior de pesquisas que culminam no desenvolvimento de vacinas cada vez mais
eficientes para prevengao (ou mais recentemente para o tratamento) de diversas
doengas. Varias estratégias tém sido utilizadas para o desenvolvimento de diferentes
tipos de vacinas.

As vacinas de primeira geragao sao produzidas com micro-organismos Vivos
atenuados, como a vacina BCG contra a tuberculose, ou mortos inativados, como a
vacina contra a Bordetella pertussis (4). Ainda hoje, as melhores vacinas ainda sao as
produzidas com organismos vivos atenuados, como no caso da febre amarela, variola
e influenza (1).

Outra estratégia de vacinagé&o, considerada de segunda geragcao, emprega
antigenos purificados que podem ser provenientes de fontes naturais, sintéticas ou
mesmo derivados da tecnologia do DNA recombinante (3). As toxinas empregadas
podem ser inativadas, como no caso das vacinas antitetanica e antidiftéerica. Outras
vacinas empregam componentes de superficie purificados, como o0s polissacarideos do
Hemophilus influenzae tipo B e do meningococo (1).

Mais recentemente, surgiram as vacinas génicas ou de terceira geragao, onde o
cDNA (DNA complementar) que codifica antigenos potencialmente imunizantes é
carreado por plasmideos de DNA (1,3). Entre as vantagens dessas vacinas esta a maior
facilidade no controle de qualidade, a estabilidade a temperatura ambiente e a
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possibilidade de serem liofilizadas (5). Esses aspectos facilitam a utilizagdo das mesmas
em campanhas de vacinagao.

Na ultima década, os avangos na tecnologia de desenvolvimento de vacinas
permitiram a introduc&o de novas estratégias para a obtencao e producgao de antigenos,
assim como foram otimizadas novas maneiras de se administrar e apresentar esses
antigenos para as células do sistema imune. Estas estratégias abriram caminho para
inovagoes, particularmente no contexto do desenvolvimento de vacinas mais seguras,
eficazes e polivalentes (3).

O advento da biotecnologia moderna, em particular a disseminagao das técnicas
de manipulacdo genética, alterou de diferentes maneiras a pesquisa e 0
desenvolvimento de vacinas, sejam elas de primeira, segunda ou terceira geragao.
Houve varios avangos na descoberta de novos antigenos, adjuvantes, vetores ou

sistemas de entrega (6).

Tabela 1. Principais contribuictes da biotecnologia no desenvolvimento de vacinas (6)

Tipo vacinal Estratégia biotecnologica Vacinas
Vacinas de Producgao de proteinas recombinantes em Hepatite B, pertussis
subunidades sistemas heterdlogos acelular, HPV
Patégenos , ) ; Dengue, *BCG,
Manipulacao genética para insercao de :
atenuados . *Salmonella Typhi,
) genes que codifiguem antigenos
bivalentes *Adenovirus

! Imunizagao com plasmideos ;
Vacinas de DNA i Vacina contra melanoma
recombinantes

*Vacinas ainda nao disponiveis para uso em humanos; *vacina para uso em caes

Apesar de boa parte das vacinas administradas atualmente ainda serem fruto de
metodologias desenvolvidas em meados do século XX, espera-se que nos pProximos
anos sejam utilizados um numero cada vez maior de novas vacinas mais seguras e
eficazes geradas a partir de técnicas de manipulagéo genética e produgao de proteinas
recombinantes em sistemas heterdlogos (6).

Nessa revisdo serao apresentadas as trés geragcO0es de vacinas, citando
estratégias de desenvolvimento com enfoque nas contribuicbes da Biotecnologia
Moderna no setor. Também sera apresentado um panorama atual da vacinologia:
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desafios a superar, novas tecnologias, pesquisas em andamento e principais vacinas
aprovadas e em utilizacao nas estratégias de imunizagdo em massa.

VACINAS DE PRIMEIRA GERACAO

Diversas estratégias tém sido utilizadas para o desenvolvimento de diferentes
tipos de vacinas. As vacinas de primeira geragao, que se reportam principalmente ao
comego do século XX, foram produzidas com micro-organismos Vivos e atenuados,
como a vacina BCG contra a tuberculose, ou mortos e inativados, como a vacina contra
a Bordetella pertussis (3,7).

Uma das técnicas de producgao de vacinas de primeira geragao € a inativagao do
micro-organismo. Os agentes infecciosos podem ser inativados pelo calor, por agentes
quimicos (formaldeido, fenol), ou pela radiagao. Assim tornam-se incapazes de se
multiplicar, mas apresentam sua estrutura e seus componentes, preservando a
capacidade de estimular o sistema imunologico. As vacinas antipertussis, a contra febre
tiféide (parenteral) e a contra peste bubdénica sao produzidas dessa maneira (1,8).

Algumas dessas vacinas sao de alta eficacia, como a vacina Salk (antipolio
injetavel) e a anti-hepatite A. Outras sao parcialmente efetivas e necessitam de
melhorias para aumentar o percentual de protecao e/ou duragao da imunidade, como
no caso das vacinas contra influenza e febre tifoide. Outros exemplos sa&o a vacina viral
contra raiva e as vacinas bacterianas contra coqueluche, antraz e colera. Muitas dessas
devem ser substituidas por vacinas em vetores ou vacinas com subunidades (1,8).

Alem da inativagao também podem ser utilizados micro-organismos atenuados
como nos casos das vacinas contra a febre amarela, a variola e a influenza. Essas
vacinas sao consideradas as melhores vacinas por simularem o curso natural da
infeccgao.

A atenuagdo € um processo pelo qual a viruléncia (patogenicidade) do agente
infeccioso é reduzida de forma segura, para nao causar a doenga, mas ao mesmo
tempo, € capaz de estimular a resposta imunologica. O agente patogénico é
enfraquecido por meio de passagens por um hospedeiro ndo natural, ou por um meio
gue lhe seja desfavoravel. Portanto, quando inoculado num individuo, multiplica-se sem
causar doenca, mas estimulando o sistema imunolégico. Contudo, existe um pequeno
risco de gue o agente atenuado possa reverter para formas infecciosas perigosas (8).

Outro tipo de vacina, baseado nos métodos de Pasteur, consiste na atenuagao do
agente infeccioso por passagens sucessivas em meios de cultura. Os meios de cultivo
in vitro nao reproduzem as condigbes naturais e muitos genes mantidos sob pressao
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seletiva in vivo deixam de ser expressos, o que pode com o passar do tempo reduzir a
patogenicidade da maioria dos micro-organismos cultivados (1).

A vacina contra tuberculose (BCG) é produzida pela passagem em cultura de
bacilo Calmette-Guérin (Myccobacterium bovis), o que foi feito mais de duzentas vezes
durante o periodo de treze anos (1908-1921) (1).

Nessa categoria, também deve ser destacada a estratégia em que micro-
organismos nao patogénicos derivados de outros hospedeiros sao utilizados como
antigenos para vacinas voltadas para o controle de doengas causadas por patogenos
assemelhados (6).

Essas praticas ndo sao isentas de riscos e por isso muitas vacinas novas tém sido
produzidas usando a tecnologia do DNA recombinante (1). Patogenos atenuados
empregados nas vacinas de primeira geragao podem reverter ao estado nativo virulento.
Como, em muitos casos, nao se conhece a natureza da alteragao geneética sofrida pelo
micro-organismo durante a atenuagao, a possibilidade de reversao a viruléncia, embora
pouco provavel, € uma realidade (6). Além dos riscos da reversao de cepas avirulentas
para virulentas, as vacinas virais atenuadas causam infecgdes graves em criangas
portadoras de imunodeficiéncias primarias (1).

As técnicas atualmente disponiveis para manipulagao genética permitem obter,
com relativa facilidade, mutantes atenuados por meio de estratégias de clonagem
génica e mutagénese. Podem ser gerados micro-organismos atenuados (virus e
bactérias) de forma precisa e com mais seguranca. Nesses mutantes os genes
envolvidos com a patogenicidade ou metabolismo primario séo inativados de forma a
nao comprometerem a viabilidade do organismo, mas torna-los incapazes de causar
doenca (6).

No entanto, os custos elevados envolvidos nos testes clinicos e o uso consagrado
de determinadas formulagdes, como os virus da poliomielite, sarampo, febre amarela, a
bactéria Mycobacterium tuberculosis, entre outros, diminuem o interesse de industrias
e laboratdrios em investir nessas novas formulagoes vacinais (6).

Muitas estratégias de vacinagao que utilizam parasitas vivos, atenuados ou
antigenos definidos tém sido empregadas contra a leishmaniose cutanea. A
‘leishmanizacao” e descrita como a estrategia de imunizacdo mais bem sucedida em
humanos e desenvolve imunidade duradoura apos infecgao induzida com parasitas
viaveis nao atenuados. Uma vez que vacinas com parasitos vivos mimetizam o curso
natural da infecgao e induzem imunidade apos a cura, sua utilizacdao € promissora,
poréem ndo segura (9).
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VACINAS DE SEGUNDA GERACAO

A segunda geragao surgiu com a nogao de que, em alguns patogenos, a protegao
vacinal pode ser obtida apos a indugao de anticorpos voltados para um unico alvo, como
uma toxina, responsavel pelos sintomas da doenca, ou agucares de superficie que
permitem ao sistema imune do hospedeiro neutralizar e eliminar bactérias que de outra
forma se propagariam rapidamente antes de serem notadas por nossas principais linhas
de defesa imunoldgica. Nesse grupo, destacam-se vacinas acelulares que empregam
toxoides (toxinas purificadas e inativadas por tratamento quimico), proteinas e
polissacarideos purificados, como as antitetanica, antidiftérica, hepatite B e as vacinas
voltadas para o controle da meningite meningococica e da pneumonia (6). As toxinas
inativadas, chamadas de toxoides, ainda retem atividade imunogénica suficiente para
induzir a produgao de anticorpos que se unem e neutralizam a toxina nativa (10).

Os investimentos em Biotecnologia nos ultimos anos permitiram o
desenvolvimento de uma segunda geragao de vacinas molecularmente bem definidas,
com o uso de peptideos sintéticos, proteinas recombinantes, ou subunidades altamente
purificadas (11). Estas vacinas de segunda geragdao, ou de subunidades, sao
potencialmente mais seguras do que aquelas produzidas a partir de micro-organismos
vivos atenuados (12).

Em uma fase inicial, essas vacinas se restringiam a utilizacao de toxinas
inativadas, como na vacina para tetano e difteria, e em um segundo momento,
polissacarideos purificados. A utilizacao de proteinas purificadas a partir de virus ou
bactérias se limitava a situagdes em que era possivel cultivar e purificar antigenos
especificos, como algumas toxinas, ou obté-los a partir do soro de pacientes infectados,
como no caso do virus da hepatite B (6).

Uma das contribuicdes da Biotecnologia nessa geragao € a possibilidade de
producao de peptideos sintéticos e proteinas recombinantes. A identificagdo dos
determinantes antigénicos em micro-organismos importantes na indugao da protecao e
o0 isolamento destes pela tecnologia do DNA recombinante tém propiciado que
peptideos sintéticos sejam produzidos em grande quantidade e usados como vacina (1).

Para que um peptideo sintético seja produzido, o seu gene precisa ser clonado e
inserido em sistemas de expressao heterdloga, que podem ser células bacterianas,
leveduras, células de mamiferos e de insetos, para que estas secretem grandes
quantidades desses antigenos. As células de insetos e de mamiferos tem a vantagem
de produzir proteinas glicosiladas, o que nao ocorre em células bacterianas (1,6). A
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Figura 1 esquematiza o processo de produgao de vacinas constituidas de proteinas e
peptideos recombinantes.
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Figura 1: Processo de producdo de vacinas constituidas de proteinas e pepiideos
recombinantes e mecanismos de imunizagao (1). Na figura: APC (Célula apresentadora de
antigenos); LTh (Linfécito T auxiliar); ISCOM (Complexo imunoestimulador) e TCR (Receptor de
células T).

De fato, a fronteira da vacinologia que hoje recebe mais investimentos e desperta
interesses tanto pela seguranca de uso como no retorno financeiro esta calcada na
geragao de vacinas de subunidades que utilizam antigenos recombinantes: a vacina
voltada para o controle da hepatite B e, mais recentemente, a vacina preventiva para
infecgbes com virus do papiloma humano (HPV) (6).

A vacina contra o virus da hepatite B € o melhor exemplo do resultado dos rapidos
avancos que se tém verificado nos ultimos anos na area da biologia molecular. Esta
vacina foi licenciada pela primeira vez em 1981, sendo nesta altura um produto derivado
do plasma de portadores cronicos da hepatite B. S6 mais tarde, em 1986, o mesmo
antigeno, uma proteina de superficie do virus da hepatite B, comegou a ser produzido
em sistemas de cultura celular. Essa foi a primeira vacina recombinante aprovada e a
sua concepgao tem servido de modelo ao desenvolvimento de novas vacinas,
principalmente em doengas provocadas por virus (13).
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Entretanto, tem sido constatado pela comunidade cientifica que estas vacinas
recombinantes sao em geral antigenos fracos, sendo pouco imunogénicas em fungao
da perda do efeito adjuvante fornecido pelos demais componentes microbianos (13,14),
para que os antigenos recombinantes sejam reconhecidos pelos linfocitos T, precisam
ser apresentados por células apresentadoras de antigenos (APC) via moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC), quando provenientes do meio
externo. Na apresentacao do antigeno pode nao haver numero suficiente de moléculas
acopladas diretamente a moléculas do MHC (1).

Por isso, muitas dessas vacinas necessitam de ser administradas conjuntamente
com substancias que ampliem o seu efeito, os adjuvantes. Desta maneira,
paralelamente ao crescente desenvolvimento da tecnologia para o desenvolvimento e
producao de novas vacinas, também ha um numero crescente de pesquisas para a
descoberta de adjuvantes mais seguros e potentes que tornem essas vacinas mais
eficazes e estaveis (13).

Os adjuvantes podem ser definidos como quaisquer substancias que,
incorporadas a uma formulagcdo de vacina, atuam para acelerar, prolongar ou ainda
aumentar a qualidade e a especificidade da resposta imunologica a um determinado
antigeno (14). Os adjuvantes aumentam a resposta inflamatoria por estimular o sistema
imune, sendo que alguns formam com o antigeno um complexo insoluvel que retarda a
sua degradacao (1). As vantagens potenciais de seu uso incluem o aumento da
imunogenicidade de antigenos fracos, a reducao da quantidade de antigeno e do
numero de imunizagdes necessarias para se conferir a protegao adequada (14).

Ha varias vias possiveis de agao, de acordo com a formulagao utilizada: (a)
formagao de depositos no local de injecao, garantindo a formagao de anticorpos pela
liberagao lenta do antigeno (15); (b) estimulo de células T, indugdo de citocinas, e o
consequente direcionamento dos antigenos as células dendriticas foliculares, como no
caso do muramil-dipeptideo (MDP) e de lipopolissacarideos de membrana (LPS) (14);
(c) estimulo seletivo de citocinas, aumentando a formagao de isotipos especificos de
anticorpos (16); (d) estimulo de linfocitos T citotoxicos, conseguida por adjuvantes como
ISCOMs (complexos imunoestimulantes) e lipossomos (membranas lipidicas ocas) (17)
e (e) uso de vacinas recombinantes vivas (18).

Muitas doengas causadas por microorganismos dependem de toxinas secretadas,
entre as quais a difteria e o tétano. Vacinas contra estas doencgas foram obtidas com a
purificagcao e a inativagao destas toxinas. A vacina triplice bacteriana (DTP) inclui os
toxoides do tétano e da difteria e a vacina contra a coqueluche que podera conter uma
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preparagao inativada da bacteria Bordetella pertussis ou apenas subunidades, sendo
entao denominada acelular, de melhor qualidade, poréem de maior custo (10).

Dentro de poucos anos, os brasileiros terao a sua disposicao uma vacina de
segunda geragao contra a coqueluche, desenvolvida pelo Instituto Butantan. O produto,
tao eficaz quanto o utilizado atualmente, apresenta a vantagem de causar menos efeitos
colaterais em comparagao com seu futuro antecessor, principalmente febres (19).

As mudancas no desenvolvimento das novas vacinas refletem avangos na
descoberta de novos antigenos, adjuvantes, vetores ou sistemas de entrega. Embora
boa parte das vacinas atualmente administradas em criangas e adultos ainda seja fruto
de metodologias desenvolvidas em meados do seculo XX, espera-se que 0s proximos
anos tragam um numero cada vez maior de novas vacinas mais seguras e eficazes
geradas a partir de técnicas de manipulagdo genética e produgao de proteinas
recombinantes em sistemas heterdlogos (6).

VACINAS DE TERCEIRA GERACAO

A terceira geragao de vacinas parte de um conceito inovador que a diferencia de
uma forma radical das outras geragdes vacinais (6). Nessa, ao inves da utilizagao de
uma proteina ou um virus completo inativado, como se faz nas vacinas de primeira e
segunda geragdes, o paciente recebe a informagao genética que codifica uma proteina
tipica do agente agressor, passando a expressar permanentemente a proteina exogena,
estimulando seu proprio sistema imune (20).

Essas vacinas, também denominadas vacinas génicas ou vacinas de DNA,
consistem na introducdo de genes ou seus fragmentos, que codificam antigenos
potencialmente imunogénicos, em vetores virais ou em DNA plasmidial (21). Essas
vacinas podem ter finalidade preventiva, de forma semelhante as vacinas classicas, ou
curativa, levando o sistema imune a atacar os agentes agressores ja instalados no
organismo (20).

O conceito de imunizagao a partir de fragmentos de DNA surgiu em 1990, quando
a partir da insercdo de DNA plasmidial contendo genes da luciferase, B-galactosidade
em musculo esquelético de ratos foi observada uma expressao de longo prazo e em
pequenas quantidades dessas proteinas (22). Até entdo, acreditava-se que o DNA livre
seria rapidamente degradado e nao seria aplicavel para imunizagao (23).

A comprovacao do metodo ocorreu em 1993 pela demonstragdo da eficacia de
uma vacina de DNA contra Influenza A em ratos (24). Nesse estudo foi realizada a
insercao de uma construgao plasmidial codificando uma nucleoproteina de H1N1 por
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via intramuscular. Os animais imunizados foram expostos a doses letais de H3N2 e 90%
deles sobreviveram. Um aspecto importante observado foi a indugédo de ambas as
respostas humoral e celular, pela detecgcao de linfocitos T citotoxicos e anticorpos
especificos para o antigeno (23).

A partir de entdo, as vacinas de DNA tornaram o campo de pesquisa que mais
rapidamente cresce na tecnologia de vacinas. A Figura 2 mostra um grafico de evolugéo
no numero de publicagdes envolvendo vacinas de DNA. No entanto, em muitos casos a
vacinagdo por DNA ainda € dificultada pela baixa eficacia. Assim, tem sido
desenvolvidas uma variedade de estratégias para melhorar as respostas imunes
induzidas por vacinas génicas (25).
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Figura 2: Evolugao no nimero de publicagées envolvendo vacinas de DNA (38). Dados da busca
realizada na PubMed pelos termos “DNA vaccine” ou “Third generation vaccines” encontrados
no titulo ou resumo dos trabalhos publicados desde o ano de 1990.

As vacinas de DNA tornaram-se um instrumento valioso para o desenvolvimento
de vacinas com caracteristicas terapéuticas. Sem duvida, mais do que uma vacina
especifica, as vacinas DNA representam uma forma alternativa de desenvolver
imunoterapias viabilizadas gracas a introducao das técnicas de DNA recombinante a
pesquisa vacinal (6).

Construcao de vacinas de DNA e vias de administraciao

As etapas para constru¢gao de vacinas de DNA envolvem a identificagao e
isolamento do fragmento de DNA (gene) que codifica o antigeno imunogénico. Esse
DNA ¢ entao inserido em um plasmideo que permitira a expressao e replicagcao do gene
em células eucaridticas ou procarioticas (Figura 3).
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Os plasmideos utilizados em vacinas génicas devem conter os seguintes
elementos essenciais: (a) um promotor de expressao para células de mamiferos; (b)
sinal de poliadenilagao (poliA) do transcrito (mRNA), (c) um marcador de selegao; (d)
uma origem de replicagdo procariotica e (e) sitio de multipla clonagem onde é inserido
0 gene de interesse (7).

Apos a clonagem do gene no plasmideo, eles sao introduzidos em bactérias
hospedeiras, geralmente Escherichia coli, com o objetivo de produzir plasmideos em
larga escala e ter quantidade suficiente de DNA para vacinacgao (3,6).

Sitio de restrigdo

A

B
) Sitio de restricao

Sequéncia codificando
0 gene imunogénico

Plasmideo codificando o
gene imunogénico

Transfecgdo por fosfato de calcio
Absor;éo por endocitose

“‘*—‘@

Transporte para
o citoplasma

Confirmagao por dlgestso

E. coli XL2 transformada cEmch e restngéo

N > ¥ = OF
Andlise por Western Bloting | Imunizacdo de animais ou seres humanos

Figura 3: Etapas para a construgao de vacinas de DNA. Adaptado de (23).

Esse procedimento de produgdo é relativamente simples e menos oneroso do que
aguele envolvido na obtengao de proteinas recombinantes como no caso das vacinas
de segunda geracao. Assim, a imunogenicidade e eficacia dessas vacinas tem sido
analisadas em um grande numero de sistemas e os resultados de estudos pré-clinicos
tem dado suporte aos estudos clinicos em humanos para uma variedade de doencas
como o cancer (25).
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Em seguida € feita a inoculagao de células ou tecidos com vacina de DNA. O
principal método de administragdo utilizado é por meio de inje¢ao intramuscular ou
cuténea. Essa é uma técnica de baixo custo e € historicamente o principal método de
administracao de vacinas (23). Também tem sido locais de administracao o bago e uma
variedade de mucosas como nariz ou intestino (25).

Outra maneira € por meio de bombardeamento de particulas ou “gene gun” em
gue o DNA pode ser introduzido principalmente na pele. Esse método utiliza uma onda
de choque gerada por hélio comprimido para acelerar particulas de ouro revestidas de
DNA diretamente nas celulas de tecidos alvo (23).

Em estudo de uma vacina para o virus da gripe (26), utilizando o método da
injegéo foram necessarios 100 mg de DNA purificado ja no método do “gene gun”
apenas 0,4 mg foram capazes de proteger os animais. Os beneficios do metodo é
necessidade de quantidades muito menores de DNA sem requerer o uso de vetores de
agentes infecciosos ou adjuvantes (23).

Um aspecto importante € que a alteragao das doses de pequenos roedores para
animais maiores e seres humanos nao € um obstaculo considerando que uma dada
dose de DNA pode efetivamente induzir resposta imune independente do tamanho do
organismo (25).

Mecanismos de indugdo da imunidade

Embora o mecanismo de indugdo da imunidade por vacinas de DNA ainda
permanega incerto, o aumento lento da resposta imune apos a vacinagao com DNA
sugere que este siga um caminho complexo que pode mimetizar a infecgao viral natural
(27).

No mecanismo mais aceito atualmente, apos a inoculagao intramuscular, o DNA
€ incorporado as celulas musculares (miocitos) e/ou celulas apresentadoras de antigeno
(APC). O DNA plasmidiano é internalizado pela célula e a transcrigdo do imunogene €
iniciada utilizando o maquinario celular do hospedeiro. Em seguida, o RNA mensageiro
é traduzido para que ocorra a sintese do antigeno proteico relacionado ao agente
infeccioso. Alguns dos antigenos produzidos pelas células musculares s&o secretados
para o espaco extracelular, onde podem tanto estimular linfocitos B a produzir anticorpos
especificos como ser endocitados por outras celulas apresentadoras de antigenos
(7,27).

Diferentemente das vacinas inativadas ou de subunidade, as vacinas de DNA
resultam em uma exibicao antigénica via moléculas de moléculas de classe | e Il que
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sdo codificadas por genes do complexo principal de histocompatibilidade (MHC | e MHC
1), ativando linfécitos T CD4+, TCD8+ (7,27).

As vacinas de DNA sdo, portanto, capazes de induzir ambos os tipos de
imunidade protetora, humoral e celular, com a estimulagao de linfocitos T CD4+ e T
CD8+, sem alguns dos possiveis riscos associados as vacinas com organismos Vivos
(28).

Pesquisas, ensaios clinicos, vacinas aprovadas e perspectivas

Existem atualmente inumeras pesquisas nacionais e internacionais visando o
desenvolvimento de vacinas de DNA. Na Faculdade de Medicina de Ribeirao Preto -
USP, o Centro de Pesquisas em Tuberculose (CPT) vem desenvolvendo uma vacina de
DNA que tem capacidade nao so preventiva contra o estabelecimento da tuberculose
(TB) experimental como também atividade terapéutica contra a doenca ja estabelecida.
Os experimentais demonstraram que a vacina de DNA pode curar casos crénicos assim
como a doenga disseminada e a tuberculose multi-droga resistente. Ela impede tambem
a reativacao da doenga em animais imunodeprimidos (29).

Pesquisas também tém sido feitas visando ao tratamento e/ou prevencgao da AlIDS
(Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida). Em uma pesquisa da Escola de Medicina de
Stanford (EUA) foi possivel modificar geneticamente os linfocitos T de modo a torna-los
resistentes a entrada do virus. Outros grupos procuram desenvolver uma vacina contra
o virus. Uma pesquisa feita pelo Instituto de Tecnologia de Pasadena mostrou que uma
solugao contendo genes responsaveis pela producao de anticorpos contra o HIV (Virus
da Imunodeficiéncia Humana) impediu, em modelo animal, a contaminagao pelo virus
(30).

Atualmente, estao listados 25 estudos clinicos em andamento para avaliar vacinas
de DNA no banco de dados americano Clinical Trials (Figura 4), nenhum deles é
desenvolvido no Brasil. A maioria (68%) destes ensaios esta investigando vacinas
contra cancer (48%) ou o HIV (20%). Quase metade (42%) de vacinas contra o cancer
sendo investigados sao direcionadas para o tratamento do cancer cervical. Os restantes
32% de ensaios clinicos registrados ou ativos estao investigando vacinas para hepatite
B e C, gripe e Papilomavirus Humano (HPV) (31).
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Figura 4: Ensaios clinicos de vacinas de DNA em andamento listados no banco de dados Clinical
Trials. O grafico mostra o percentual de ensaios por alvo da vacina.

Os avancgos no design de antigenos, as melhorias nas formulagées, a inclusao de
adjuvantes moleculares e meétodos fisicos de entrega tem aumentado a
imunogenicidade das vacinas de DNA. Essas melhorias na performance tem
impulsionado o interesse nessas vacinas, o0 que e refletido pelo grande numero de
pesquisas investigando suas aplicagdes para prevencao e tratamento de doengas (32).

Os progressos nesta area resultaram no desenvolvimento e comercializagao de
quatro vacinas de DNA licenciadas, para uso veterinario, sendo duas delas para
doencas infecciosas: vacina para virus do Nilo Ocidental em cavalos (Center for Disease
Control and Prevention and Fort Dodge Laboratories - USA) e virus da necrose
hematopoética infecciosa em salmao (Novartis - Canada). Além disto, uma vacina contra
0 cancer maligno melanoma em caes (Merial - USA) e uma para terapia relacionada a
liberagao hormonal do fator de crescimento em suinos (VGX Animal Health - Australia)
também foram aprovados (27).

Ainda assim, a busca por vacinas cada vez mais seguras e eficientes continua
com diversas pesquisas na area sejam de vacinas de primeira segunda ou terceira
geragao.

PANORAMA ATUAL DA VACINOLOGIA NO BRASIL

O Brasil montou nas ultimas trés décadas uma formidavel estrutura de imunizagcao
em massa e de produgdo de vacinas. Avangou-se decisivamente em termos de
equidade, em vista do expressivo impacto provocado nas condicdes de saude das
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camadas mais pobres da populagdo, até entdo as mais atingidas pelas doengas
transmissiveis e excluidas da protecao vacinal. A estratégia da politica de saude
brasileira para a area de vacinas certamente € uma das mais bem-sucedidas no interior
do grupo de paises menos desenvolvidos, acompanhando de forma muito proxima o
movimento internacional nas ultimas décadas (33).

O Calendario Basico de Vacinagao brasileiro € aquele definido pelo Programa
Nacional de Imunizag¢des (PNI) e corresponde ao conjunto de vacinas consideradas de
interesse prioritario a saude publica do pais. Atualmente é constituido por 12 produtos
recomendados a populagao, desde o nascimento até a terceira idade e distribuidos
gratuitamente nos postos de vacinagao da rede publica (34).

O PNI foi criado em 1973 e seu objetivo prioritario era contribuir para o controle
da poliomielite, do sarampo, da tuberculose, da difteria, do tétano e da coqueluche, e
para a manutencdo da situagao de erradicagcéo da variola. Inicialmente o programa
priorizava as populagdes urbanas e areas rurais viaveis de cobertura imediata. Na
decada de 1990, o PNI passou a perseguir a homogeneidade de coberturas vacinais
adequadas, buscando o cumprimento de metas por todos os municipios brasileiros (35).

Atualmente, sao objetivos prioritarios do PNI contribuir para a manutengao da
situagao de erradicagao da febre amarela urbana, da poliomielite e do sarampo, zerar
0s casos de tétano neonatal; manter o controle da tuberculose em suas formas graves,
da difteria, do tétano acidental, da coqueluche, da febre amarela silvestre e da raiva
humana; alcangar e manter o controle das infecgOes pneumococicas e suas
complicacoes, das infecgbes por Haemophilus influenzae tipo B, da rubéola e da
sindrome da rubéola congénita, da hepatite B e da caxumba na populacdo idosa;
contribuir para o controle de doengas imuno-preveniveis e suas complicacées na
parcela populacional portadora de condigdes clinicas especificas e para o controle de
surtos ocasionais de doencgas e de acidentes com animais pegonhentos (35).

As vacinas que integram atualmente o Calendario Nacional de Vacinagao sao: (a)
BCG; (b) Hepatite B recombinante; (c) Vacina adsorvida difteria, tétano, B. pertussis,
hepatite B recombinante e Haemophilus influenzae B conjugada - Penta; (d) Vacina
adsorvida difteria, tétano e pertussis - DTP; (e) Vacina poliomielite 1, 2 e 3 inativada e
vacina poliomielite 1, 2 e 3 atenuada - VIP e VOP; (f) vacina pneumococica 10-valente
conjugada - Pneumo 10; (g) Vacina rotavirus humano G1P1 atenuada; (h) Vacina
meningococica C conjugada; (i) Vacina febre amarela atenuada; (j) Vacina sarampo,
caxumba e rubéola - Triplice viral; (k) Vacina sarampo, caxumba, rubéola e varicela -
Tetra viral; (I) Vacina adsorvida difteria e tétano adulto — dT (36).
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Em 2003, dos 44 produtos imunobiologicos adquiridos pelo PNI, 27 eram
produzidos com autossuficiéncia no pais (61,3%), 5 estavam em fase de transferéncia
de tecnologia (11,4%) e 12 produtos eram importados (27,3%) (35).

Ha um esforco coletivo entre os produtores nacionais visando a nacionalizar a
produgao de novas vacinas, no menor prazo e ao menor preco, de sorte a possibilitar
sua introdugao no calendario vacinal. A Politica Nacional de Biotecnologia e o Programa
Nacional de Competitividade em Vacinas (INOVACINA) sdo iniciativas nessa diregao.
Esses dois marcos definem quais as vacinas prioritarias, o que permite induzir projetos
de desenvolvimento orientados para produtos. Fontes de fomento estdao sendo
especialmente criadas para esses projetos e, por seu turno, os produtores nacionais
estdo reformando seus modelos de gestao adotando ferramentas para inovagao. O
cenario € promissor, mas fundamental é garantir que as politicas e programas para esse
segmento sejam mantidos para que o Brasil se torne autbnomo no desenvolvimento e
produgao das vacinas que interessam ao pais (37).

CONSIDERAGCOES FINAIS

Existe atualmente uma demanda no mundo inteiro por novas vacinas, seja de
forma a aprimorar vacinas ja existentes ou buscar novas alternativas de tratamento e
profilaxia para os principais problemas de saude publica atuais. No Brasil tem se
desenvolvido programas visando a autossuficiéncia na produgdo de vacinas, de modo
a reduzir gastos publicos com vacinas importadas e focar especificamente em
problemas epidemiologicos nacionais.

As novas técnicas da biotecnologia moderna, em particular a disseminagao das
técnicas de DNA recombinante e manipulagao genetica, tem contribuido de diferentes
maneiras na pesquisa e desenvolvimento das vacinas de primeira, segunda ou terceira
geragao. Tornou-se possivel o aperfeigoamento de processos relacionados a produgao
de novas vacinas e também a melhoria das ja existentes para que se tornem mais
seguras e eficazes.
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