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VACINAS DE DNA 

*Contextualizar 
-  Conceito 
-  Construção 
-  Caracterização 
-  Resposta imunológica 
-  Vantagens e criticas 
-  Otimização 



? Vacinação 
 VACINOLOGIA 

- VACINAÇÃO: é o ato de se inocular nos seres vivos 
estados não ativos de agentes patogênicos (vacinas) 
para a criação de proteção contra as doenças. 

ü  Microorganismos infecciosos → atenuação 
 
ü  Vacinação → protege contra doenças  

-  Vacinologia – Jenner 1796 
-  Roberto Koch – XIX – microrganismos patogênicos 
-  Louis Pasteur - atenuação 

??? Como protege 



Divisão do SISTEMA IMUNOLÓGICO 

**Sistema de defesa efetivo 
**Inata          Adaptativa 

**Adaptativa         memória  



Vacinas 



Reconhecimento do antígeno – Ativação de linfócitos - Orgãos linfóides 



Eliminação do antígeno - Sítio da infecção 



“A vacinação simula uma primeira infecção” 

Memória – Células circulantes 



Principais tipos de vacinas 

and activation of target cells (e.g., macrophages, neutrophils, and

eosinophils). For example, differential induction of Th1/Th17

versus Th2 cells leads to improved protection in whole cell bacterial

vaccines like pertussis (Ross et al, 2013). Also, a direct contribution

of cellular immunity, in the form of cytotoxic CD8 and CD4 T cells,

has been shown to play a role for live-attenuated vaccines. Conven-

tional technologies have had only limited success in preventing

infections that are controlled predominantly by T cells, such as

tuberculosis. The challenge for the future is even greater, as some

infections that are caused by highly variable pathogens may not be

preventable by antibodies alone and will require the correct combi-

nation and quality of humoral and cellular immune responses.

For many pathogens, natural infection leads to immunity of the

host against re-infection. Many highly successful vaccines, such as

Table 1. Licensed vaccines are grouped into seven classes based on the method of production: live attenuated, killed whole organisms, toxoids/
proteins, polysaccharides, glycoconjugates, recombinant, and personalized blood cell re-infusion

Method of production Licensed vaccines

Live attenuated Smallpox, rabies, tuberculosis (BCG), yellow fever, polio (OPV), measles, mumps, rubella, typhoid, varicella, rotavirus, influenza
(cold adapted), zoster

Killed whole organism Typhoid, cholera, plague, pertussis, influenza, typhus, polio (IPV), rabies, Japanese encephalitis, tick-born encephalitis, hepatitis A

Toxoid/protein Diphtheria, tetanus, acellular pertussis, anthrax, influenza subunit

Polysaccharide Pneumococcus, meningococcus, Haemophilus influenzae B, typhoid (Vi)

Glycoconjugate Haemophilus influenzae B; pneumococcus (7, 10, and 13 valent), meningococcus C, meningococcus ACWY

Recombinant Hepatitis B, cholera toxin B, human papillomavirus; meningococcus B; hepatitis E

Blood cell infusion Prostate cancer
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Figure 1. Major milestones in the historical path of the development of vaccinology and vaccine design.
Amethod for preventing naturally acquired smallpox called ‘variolation’was discovered in India before 1,000 A.D. and was in use also in China andWestern Asia. This method,
which consisted of the inoculation of pustule material from smallpox-infected patients to healthy individuals, was introduced in Europe in 1,721 by Lady Mary Wortley
Montagu. The first real vaccination practice was introduced when Edward Jenner used pustule material from humans infected by cowpox to protect against smallpox.
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²  Sipuleucel-T         células do sangue do paciente         antígeno + GM-CSF                 
paciente 

 
²  Vacinologia reversa         informação genética         antígenos (importantes; 

conservados - variação antigênica entre as linhagens)        



live-attenuated or inactivated vaccines, may rely on direct mimicry

of the natural immunity induced by the pathogen. However, satis-

factory vaccines have not yet been developed against infections that

fail to elicit a protective immune response against the causative

organism. For instance, for those diseases that do not induce steril-

izing immunity after natural infection (e.g., malaria, RSV, or

P. aeruginosa) or those that cause persistent or latent infection (e.g.,

HIV and HCV and S. aureus), a vaccine-induced protective immune

response must go beyond the mechanisms that nature has evolved.

Furthermore, the immune response against the determinants of

certain viral agents, such as RSV or dengue virus, can actually exac-

erbate disease with low levels of antibody giving rise to enhance-

ment of infection (Kim et al, 1969; Halstead, 1988).

Depending on the type of infection to be prevented, an effective

vaccine may require the induction of different humoral and cellular

immune effector mechanisms. A lack of understanding in the patho-

genesis of the infecting organism, the absence of good animal

models, and also the lack of correlates of protection are all factors

that have contributed to the difficulties in developing some of the

more challenging vaccines. Among them, and despite decades of

concerted efforts in vaccine research, HIV, malaria, and tuberculosis

represent diseases for which there are currently no highly effective

candidate vaccines close to licensure. Recent failures in late-phase

clinical trials highlight the difficulties that have been encountered.

Selected clinical trials on vaccines for the prevention of
infectious diseases

HIV
HIV is the fourth largest killer in the world today with an annual

death toll of approximately 2 million and over 7,000 new infections

daily (Koff et al, 2013). While nearly three decades have passed

since the identification of HIV as the causative organism of AIDS,

attempts to develop effective vaccines against the highly variable

retrovirus have been repeatedly stymied. The challenges of develop-

ing an HIV vaccine are multifold and include the global variability

of HIV; the lack of a validated animal model, correlates of protective

immunity, and of natural protective immune responses against HIV;

the reservoir of infected cells conferred by integration of HIV’s

genome into the host; and the destruction of the immune cells by

HIV infection. The driving forces in HIV vaccine design have moved

from either targeting antibody responses with protein antigen

vaccines or cell-mediated responses with viral vectors and gene-

based vaccines, respectively, to vaccines which attempt to elicit

both cellular and humoral immune responses with heterologous

prime-boost regimens.

Initial HIV vaccine trials attempted to elicit protective antibody

responses to soluble HIV-1 envelope protein (gp120), but failed to

show any efficacy (Flynn et al, 2005; Pitisuttithum et al, 2006). Two

clinical trials (STEP and Phambili) were conducted with the same

candidate MRKAd5, a multivalent recombinant adenovirus vectors

(rAd5) expressing multiple antigens (including clade B Gag, Pol,

and Nef and lacking Env) intended to induce cellular responses.

Despite the induction of HIV-1 Gag- and Pol-specific CD8+ T-cell

responses in a majority of subjects, early viral loads were not

decreased (Buchbinder et al, 2008; Gray et al, 2010, 2011). In addi-

tion, an increased risk of acquisition was observed in a subset of

vaccinees with pre-existing Ad5 antibodies in the STEP trial

(Buchbinder et al, 2008; McElrath et al, 2008). The recent failure

and discontinuation of the HVTN505 efficacy trial represents

another hard blow to HIV vaccine advancement. The trial used DNA

prime and rAd5 vector boosts with multiple antigens (HIV-1 modi-

fied env genes from clades A, B, and C, and gag and pol genes from

clade B) for elicitation of both antibody and T-cell responses and

was performed on subjects without pre-existing antibodies against

rAd5. This vaccine failed to show protection, and despite the prese-

lection of rAd5 seronegative subjects, a trend toward more infec-

tions among the vaccinees was observed although not statistically

significant (http://www.hvtn.org/505-announcement-25April2013.

html). The lack of efficacy in this trial suggests that future HIV
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BACTERIA

• Mycobacterium tuberculosis (TB)
• Group A Streptococcus (GAS)
• Group B Streptococcus (GBS)
• Staphylococcus aureus
• Shigella and 
 pathogenic E.coli
• Salmonella
• Chlamydia
• Pseudomonas aeruginosa
• Non-typeable 
 Haemophilus influenzae
• Klebsiella pneumoniae
• Clostridium difficile

VIRUSES

• Hepatitis C virus (HCV)
• Human immunodeficiency 
 virus (HIV)
• Dengue
• Respiratory syncytial virus (RSV)
• Cytomegalovirus (CMV)
• Epstein Barr virus (EBV)
• Herpex simplex virus (HSV)
• Enteroviruses
• Ebola
• Marburg hemorrhagic fever
• Parvovirus
• Norovirus

THERAPEUTIC VACCINES

• Chronic infectious diseases
• Cancer
• Autoimmune diseases
• Inflammatory disorders
• Allergies

PARASITES

• Plasmodium
• Leishmania
• Schistosoma
• Trypanosoma
• Brucella
• Cryptosporidium
• Entamoeba

Figure 2. Target disease and target populations for 21st century vaccine
development.
Included in the list are the agents of infectious diseases for which vaccines are
not yet available or for which more effective vaccines would be beneficial. Also
included are therapeutic vaccines for chronic infectious diseases, as well as non-
communicable pathologies such as autoimmune diseases, cancer, and allergy,
some of which are in advanced clinical trials.
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Doenças alvos – desenvolvimento de vacinas 

²  Vacinas desenvolvidas - efetivas em 
proteger patógenos com baixa 
variabilidade antigênica 

²  Vacinas – sem sucesso – patôgenos 
com alta taxa de mutação (HIV e 
HCV) 

²  Vacinas licensiadas – anticorpos 
(neutraliza e opsoniza); sucesso 
limitado em infecções controladas 
por células T  

 
²  Falta de entendimento da 

patogênese, de modelos animais e do 
entendimento de quais fatores 
protegem dificulta o 
desenvolvimento de determinadas 
vacinas 



Vacinas de DNA 



» Proteínas importantes 
para o microorganismo 

OR 

Promotor Gene 

Poly A 

Resistência 
Antibiótico 

Sítio de 
múltipla 
clonagem 

Vacinas de DNA 
² Plasmídeo 
² Gene 

ü  DNA circular bacteriano 
ü  Extracromossômico 
ü  Replicação 
ü  Confere vantagem 



Origem de Replicação         

ü  Sequência no DNA → proteínas → abrir a dupla-fita de DNA → replicação 

ü  Vetores → é duplicar → bactéria  
 
ü  pUC → Alta replicação 

Resistência a Antibiótico         

ü  Gene que codifica uma proteína 

ü  Seleção do vetor em E. Coli 
 
ü  Kanamicina (pVAX) 

**E. coli 



Promotor         

ü  Sequência no DNA → RNA polimerase → 
transcrição do gene → síntese do RNA mensageiro 

 
ü  Sequência comum → consenso 
     Variações - Promotores fracos 
 
ü  PCMV → Citomegalovírus humano → promotor + 

enhancer 

Gene (DNA) → RNA → proteína 

Sinal de poliadenilação – Poly A        

ü  Sinal para adição de adeninas no final do RNA 
mensageiro 

ü  Protege a molécula de exonucleases 
 
ü  Terminação da transcrição e exportação do RNA 

para fora do núcleo; 

ü  BGHPA → Hormônio de crescimento bovino → 
eficiente terminação e poliadenilação  

**Célula mamífero 



Sítio de múltipla clonagem 



Construção  
Gene → sintetizar ou amplificar 
 
ü  Escolher enzimas para clonar no sítio de múltipla clonagem 
    **verificar os sítios de enzimas no interior do gene 
 
ü  Verificar se o gene apresenta a sequência Kozac (ACCATG) → início da 

tradução 

ü  Verificar se o gene apresenta um stop códon → finalização da tradução  

Gene 
ATGGCCAAAGCCGCGGCGATCATTCGGATTCCATCGGTACGTAATGCG
GACTGCAGTCGATCCGGTAGCCTGATAGCGCTAGGCTAGCCTAGGTAT
TCGTAGCTGTACGTTTCAATCGGATCGGACATTGAGGAGGTGGATTGA	

Sintetizar 
TACTAGCTAGCACCATGGCCAAAGCCGCGGCGATCATTCGGATTCCATCGGTACGTAATGCG
GACTGCAGTCGATCCGGTAGCCTGATAGCGCTAGGCTAGCCTAGGTATTCGTAGCTGTACGT
TTCAATCGGATCGGACATTGAGGAGGTGGATTGATCTAGAAT	

Amplificar 
5’	TACTAGCTAGCACCATGGCCAAAGCCGCGGCG	3’	
5’	ATTCTAGATCAATCCACCTCCTCAATG	3’	



Amplificar 
5’	TACTAGCTAGCACCATGGCCAAAGCCGCGGCG	3’	
5’	ATTCTAGATCAATCCACCTCCTCAATG	3’	

Construção  



Construção  
•  Gene sintetizado → gene no plasmídeo ou só o gene → purificados  
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•  Gene amplificado  

gD gD EGFRvIII 
NheI XbaI 

→ purificar  

Molde 
Primers 
dNTPs 
Enzima 
Tampão 
Água 



Construção  
•  Gene  
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•  Plasmídeo  

Enzimas de 
restrição 



Construção → enzimas de restrição   

NheI 

XbaI 

G 
CGATC 

CTAGC 
        G 

T 
AGATC 

CTAGA 
         T  



Clivagem do Gene  

gD gD EGFRvIII 
NheI XbaI 

Enzimas de 
restrição 

Construção → enzimas de restrição   

→ purificar  

Alvo 
Enzimas 
Tampão** 
Água** 
Temperatura/tempo 
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Construção  
Clivagem do Plasmídeo  

Enzimas de 
restrição 

→ purificar  

A	



A	

aaaaaaaaaaaaaaaaaa
aa	

Construção → ligação   

Plasmídeo 
Inserto 
Ligase 
Tampão** 
Água 
Temperatura/tempo 

→ transformação E. coli  

Mistura de ligação 



Construção → enzimas de restrição → ligação   



Construção → enzimas de restrição → ligação   

NheI 

G 
CGATC 

CTAGC 
        G 

XbaI 

T 
AGATC 

CTAGA 
         T  

**Plasmídeo → religar 
**Inserto → invertido 

**Klenow 



Construção → defosforilação **Plasmídeo → religar 
 

Plasmídeo 
Fosfatase 
Tampão 
Água 
Temperatura/tempo 



Construção → Transformação 

Transformação 

Mistura de ligação 



Construção → Seleção 

Seleção 

ü  PCR de colônia 
    **primers - direção  
ü  Clivagem 
    **enzimas – direção 
 
 
 
 
 
ü  Sequenciamento  



Produção da vacina de DNA 

Purificação da 
vacina – Kit 



Detecção 
Vacinas de DNA 

  
Transfecção 

Células HEK 

Caracterização da vacina de DNA 

ü  Quantificar → espectrofotômetro  

ü  LPS – LAL 

ü  Clivagem/analise de restrição 

ü  Transfecção → expressão proteína  

  



Elisa 
Anticorpos 

Imunização 

Células 
do baço 

Elisa 
Citocinas 

Imunogenicidade da vacina de DNA 

Proteção/Terapia è Doença 



Plasmídeo 
clivado clivado 

ligados 

E. coli 
transformado 

Plasmídeo Recombinante 
DNA recombinante 

PCR 
Digestão 
Sequenciamento 

Gene 

Sintetizado   
Amplificado 

Produzido E. coli 

Caracterizado 
Quantificado – concentração e dosagem de LPS 
Clivado 
Expressão de proteína 
Imunogenicidade 



Linfonodos 

Como funcionam? 

*Intramuscular 
*Miócitos – energia 
*Entrada na célula 
   Endocitose/proteínas  
*Entrada no núcleo 
    Mitose 
    Poros 



Linfonodos 





√ Expressão de proteína  

Vacina de DNA-luciferase 

» 10-30% células musculares 
são transfectadas 
» DNA persiste por mais de 19 
meses 
» Expressão dose dependente 

Science, 247: 1465-1468, 1990; Human Molecular Genetics, 1: 363-369, 1992. 

Imunização intramuscular 

√ Expressão de proteína → resposta imune 

Science, 259: 1745-1749, 1993; Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 90: 11478-11482, 1993; Proc. Natl. Acad. Sci. 
USA, 90: 4156-4160, 1993. 



√ Expressão de proteína → células dendríticas e macrófagos 

J. Exp. Med., 186(9): 1481-1486, 1997; J. Immunol, 160(12): 5707-5718, 1998.  

Vacina de DNA-GFP 



Vantagens 
o  Fácil construção e produção  
o  Produção de antígenos específicos 

o  Não reverte na forma virulenta; não 
requer métodos tóxicos   

o  Induz resposta celular e humoral 

o  Pode ser estocada e transportada - 
estável 

o  Ativa células T CD8+ (citotóxicas)   

Em comparação as outras tecnologias: 

Microorganismo vivo atenuado 

» Reversão para forma virulenta                                                    
» Não pode ser usados em indivíduos 
imunocomprometidos 

Vacinas inativadas/subunidades 

» Induz principalmente resposta humoral                                 
» Necessidade de adjuvantes 

Críticas 
o  Integração/mutação/instabilidade 

cromossômica/ativação ou supressão de genes 

o  Autoimunidade - DNA 

o  Resistência ao antibiótico  

o  Indução de tolerância 

o  Baixa imunogenicidade 



Vacinas 

Vacinas de DNA – triagens 

Baixa imunoestimulação 

≠Pré-clínicos 

**Prova de conceito – DNA – Resposta imunológica 

Parte dos microrganismos Seguras 



Ineficiente captura da vacina pelas 
células → entrega inadequada 

Fraca imunoestimulação 

Baixa imunoestimulação 

Transfecção 

degradação degradação 

*Degradado – 0,1% transcrito             
*Escala (50ug – 50uL / 19mg – 19mL) 
*Resposta protetora difere entre os animais                

Estimulação 

*Parte do microrganismo                



Estratégias de otimização – segunda geração de vacinas de DNA 

Transfecção 

Estimulação 



OR 

Promotor        
(HCMV ou RSV) 

Gene 

Poly A 

Resistência 
Antibiótico 

Direcionador de 
núcleo – SV40 

Motivos CpG 

OTIMIZAÇÃO DAS VACINAS DE DNA 



Adjuvantes 

²  Depósito do antígeno 

²  Captura do antígeno 

²  Apresentação do antígeno 

²  Moléculas coestimuladoras 

²  Quimiotaxia 

²  Ativando resposta imunólogica (“inflamação”) 

*Melhoram a vacina por diferentes mecanismos 

**Melhoram a resposta/direcionam → Protetora 

Seleção do adjuvante 

²  Natureza física e química Ag 

²  Resposta desejada 

²  Idade da população 

²  Rota 



Mecanismos de ação 



Rotas de Imunização – melhorar a transfecção 
 



Eletroporação Arma gênica (Gene Gun) 

Partículas  
de ouro + 

Pequena quantidade 
de DNA 

**Inflamação 



Prime-Boost 



...em resumo - otimização 
 

Gene 

Plasmídeo 



Vacina 

Antígeno 
Adjuvante 

Sistema de entrega 

Dose 

Sistema Imunológico 

Proteção 

Segura 
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