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OBJETIVOS DIDATICOS

Vacinas e Sua Producao

Depois de ler este capitulo, vocé deve ser capaz de:

+ Descrever como um animal pode ficar imune a infec¢ao
por meio da imuniza¢do passiva ou ativa.

+  Explicar como a imunizag¢do passiva funciona, bem como
seus beneficios e desvantagens.

+ Descrever como funciona a imunizag¢ao ativa.

+ Comparar as vantagens e as desvantagens das vacinas vivas
e inativadas.

+ Listar as vantagens dos antigenos clonados.

+ Explicar como os adjuvantes adicionados as vacinas
aumentam sua eficdcia.

+ Descrever as caracteristicas de uma vacina ideal.

SUMARIO DO CAPITULO

+ Explicar o processo de atenuagao.

+ Explicar como a dele¢ao de gene alvo é superior aos
primeiros métodos de atenuagao.

+ Explicar o funcionamento das vacinas de polinucleotideos.

+ Definir atenuagao, adjuvantes, viva modificada, vacinas
DIVA, prime-boost e vacinologia reversa.

+ Explicar a importéncia da identificagdo de vacinas
essenciais e nao essenciais.

+ Entender o que controla a dura¢do da imunidade.

+ Explicar as vantagens e as desvantagens dos adjuvantes.

+  Explicar os mecanismos de a¢ao dos adjuvantes comuns.
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A vacinagao é, de longe, o método mais eficiente e barato para
controle de doencas infecciosas em seres humanos e animais.
A erradicagao global da variola e da peste bovina, a eliminag¢ao
da célera suina e da brucelose em muitos paises e o controle de
doengas como a febre aftosa, a cinomose, a raiva, a influenza e
a pseudorraiva (doenga de Aujeszky) nao seriam possiveis sem
o uso de vacinas eficazes. As vacinas estdo entre os maiores
triunfos da medicina moderna.

TIPOS DE PROCEDIMENTOS DE IMUNIZACAO

Ha dois procedimentos para que qualquer animal fique imune
a uma doenga infecciosa (Fig. 24.1): a imunizag¢do passiva e a
imuniza¢ao ativa. A imuniza¢do passiva produz imunidade
tempordria ao transferir anticorpos de um animal resistente
para outro suscetivel. Esses anticorpos transferidos de forma
passiva (ou antissoro) conferem prote¢do imediata, mas, por

sofrem catabolismo gradual, essa prote¢ao diminui e o receptor
volta a ser suscetivel.

A imunizagao ativa, por outro lado, ¢ feita com a administra-
¢do de antigenos a um animal para que este responda e monte
uma resposta imune. Uma nova imunizagao ou a exposi¢cao
do mesmo animal a infec¢do gera uma resposta imunoldgica
secunddria, com grande melhora da imunidade. A desvantagem
da imunizagdo ativa é que, como em todas as respostas adap-
tativas, a protecdo nao é conferida imediatamente. Entretanto,
uma vez estabelecida, apresenta durabilidade longa e é passivel
de novo estimulo (Fig. 24.2).

IMUNIZACAO PASSIVA

A imunizag¢ao passiva requer a produgdo de anticorpos por
animais doadores submetidos a imunizagao ativa e a adminis-
tragdo desses anticorpos aos animais suscetiveis para conferir
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FIG. 24.1 Uma classificacao dos diferentes tip
empregados na inducdo da protecao.
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protecao imediata. Os soros com esses anticorpos (antissoros
ou imunoglobulinas) podem ser produzidos contra uma ampla
gama de patégenos. Podem, por exemplo, ser produzidos em
bovinos, contra o antraz; em cdes, contra a cinomose; ou em
gatos, contra a panleucopenia. Sao mais eficazes na protegao
dos animais contra organismos toxigénicos, como Clostridium
tetani ou Clostridium perfringens, usando antissoros produ-
zidos em equinos. Os antissoros sintetizados dessa forma sao
chamados de imunoglobulinas e normalmente sao produzidos

FIG. 24.2 Os niveis séricos de anticorpos (e, consequentemente, o grau de protecao) conferidos

por equinos jovens submetidos a uma série de inje¢des imuni-
zantes. As toxinas clostridicas sdo proteinas que podem ser des-
naturadas e detoxificadas pelo tratamento com formaldeido. As
toxinas tratadas com formaldeido sdo denominadas toxoides. A
principio, os cavalos doadores recebem toxoides, mas, durante a
produgdo de anticorpos, as inje¢oes subsequentes podem conter
a toxina purificada. As respostas dos equinos sao monitoradas e,
quando os titulos de anticorpos sdo suficientemente elevados, o
sangue ¢ coletado. A coleta de sangue ¢é realizada em intervalos,
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até que o titulo de anticorpos caia; nesse momento, os animais
recebem uma dose de refor¢o do antigeno. O plasma é separado
do sangue e a fragao das globulinas que contém os anticorpos
é concentrada, titulada e envasada.

A padronizagao da poténcia de diferentes imunoglobulinas
é feita por comparag¢do a um padrao bioldgico internacional.
No caso do soro antitetanico, esse processo é realizado pela
comparac¢do da dose necessédria para proteger cobaias contra
uma quantidade definida de toxina tetdnica. O padrao interna-
cional para a imunoglobulina contra o tétano ¢ uma quantidade
determinada pelo State Serum Institute em Copenhagen, na
Dinamarca. Uma unidade internacional (IU) de imunoglobu-
lina antitetinica é a atividade neutralizante especifica contida
em 0,03384 mg do padrao internacional. A unidade padrao
americana (AU) é o dobro da unidade internacional.

A imunoglobulina antitetanica ¢ administrada aos animais
para conferir protecao imediata contra o tétano. Pelo menos
1.500 a 3.000 IU de imunoglobulina devem ser administradas
em equinos e bovinos; pelo menos 500 IU em bezerros, ovinos,
caprinos e suinos; e pelo menos 250 IU em cdes. A quantidade
exata varia conforme a extensao da lesdo tecidual, o grau de
contaminacgao da ferida e o tempo transcorrido desde a lesao.
A administragao de 300.000 IU de imunoglobulina antitetanica
por via intravenosa foi eficaz no tratamento da doenga clinica
em equinos.

Embora as imunoglobulinas confiram prote¢ao imediata,
alguns problemas sao associados a sua utiliza¢ao. Em caso de
administragao de uma imunoglobulina antitetanica equina a
uma vaca ou um cao, por exemplo, as proteinas equinas sdo
reconhecidas como estranhas, desencadeiam uma resposta
imune e sdo rapidamente eliminadas (Fig. 24.3). De modo
geral, a antigenicidade das imunoglobulinas é reduzida por
meio do tratamento com pepsina para destruir a regido Fc;
assim, apenas a por¢dao da molécula da imunoglobulina neces-
sdria & neutralizacdo da toxina, o fragmento F(ab) ,, permanece
intacta.

Se ainda houver anticorpos equinos circulantes quando o
animal receptor montar a resposta imune, os imunocomplexos
formados podem causar uma reagao de hipersensibilidade do
tipo III denominada doenga do soro (Capitulo 32). A adminis-
tragdo de doses repetidas de antissoro equino a um animal de
outra espécie pode levar a produgao da imunoglobulina E (IgE)

Quantidade
de anticorpos
no soro

Em um cavalo

7 14 21

Imuno- .
Dias

globulina
equina

FIG. 24.3 O destino da imunoglobulina equina administrada de
forma passiva a uma espécie homologa (cavalo) ou heteréloga
(cdo).

e ao desenvolvimento de anafilaxia (Capitulo 30). Por fim, a
presenca de niveis elevados de anticorpos equinos circulantes
pode interferir na imunizagao ativa contra o mesmo antigeno.
Esse fendmeno é semelhante ao observado em neonatos pas-
sivamente protegidos por anticorpos maternos.

Os anticorpos monoclonais sao outra fonte de protegdo
passiva. Contudo, esses anticorpos sdo produzidos principal-
mente por hibridomas de camundongos, sendo, portanto,
imunoglobulinas murinas. Por isso, sdo antigénicos quando
administrados a outras espécies. Ainda assim, os anticorpos
monoclonais de camundongos contra os antigenos K99 dos
pili de Escherichia coli podem ser administrados por via oral
a bezerros para protegé-los contra a diarreia causada por esse
microrganismo. Um anticorpo monoclonal de camundongo
contra células de linfoma foi usado no tratamento de caes. Os
anticorpos monoclonais, especialmente quando modificados de
acordo com a espécie receptora, sao cada vez mais utilizados no
tratamento de doencas inflamatdrias e tumorais em humanos
e animais (Capitulos 35 e 38).

Devido a necessidade de grandes volumes de fluidos ricos
em imunoglobulinas durante a imuniza¢ao passiva de animais
de produ¢ao, a metodologia convencional descrita acima pode
ndo obter a quantidade suficiente de anticorpos (ou ser muito
cara). Algumas alternativas sdo a utilizagdo de spray de plas-
ma seco de sangue normal suino como aditivo alimentar, que
contém cerca de 20% de imunoglobulinas, e soro de leite da
producido de queijo, cuja fragao proteica possui cerca de 10%
imunoglobulinas.

IMUNIZAGAO ATIVA

A imunizagdo ativa tem diversas vantagens em relacdo a imu-
nizacao passiva. Entre as vantagens estdao o periodo de protecao
continua, a memdria e o refor¢o dessa resposta protetora por
meio de injegoes repetidas do antigeno ou exposigao a infeccao.
A vacina ideal para a imunizagao ativa deve, portanto, propiciar
uma imunidade forte. Essa imunidade deve ser conferida tanto
ao animal imunizado quanto a seus fetos, caso existam. Na
obten¢do dessa imunidade potente, a vacina ndo deve apre-
sentar efeitos colaterais adversos. (Na verdade, deve estimular a
imunidade adaptativa sem desencadear a inflamac¢ao associada
a imunidade inata.) A vacina ideal deve ser barata, estdvel e
adaptavel a vacinagdo em massa, além de estimular uma res-
posta imune distinguivel daquela resultante da infec¢ao natural
para que a imunizagao e a erradicagdo possam ser realizadas de
maneira simultinea.

Além disso, as vacinas eficazes devem apresentar outras
propriedades essenciais. Primeiramente, o antigeno deve ser
apresentado de forma eficiente, para que as células apresen-
tadoras de antigenos possam processéd-lo e secretar as cito-
cinas adequadas. Em segundo lugar, linfécitos T e B devem
ser estimulados para que gerem grandes numeros de células
de memoria e, assim, a prote¢do seja a mais duradoura pos-
sivel. Em terceiro lugar, linfécitos T auxiliares e efetores devem
ser gerados para diversos epitopos vacinais, de modo que as
varia¢oes individuais em polimorfismos do complexo principal
de histocompatibilidade (MHC) de classe II e nas propriedades
do epitopo sejam minimizadas. Em quarto lugar, a resposta
imune desencadeada pela vacina deve ser adequada ao agente
infeccioso, ou seja, humoral ou celular.
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Vacinas Vivas e Inativadas

Infelizmente, dois dos pré-requisitos para uma vacina ideal, a
antigenicidade alta e a auséncia de efeitos colaterais adversos,
sdo, as vezes, incompativeis. As vacinas vivas modificadas infec-
tam as células do hospedeiro e sofrem replicagdo. As células
infectadas, entdo, processam o antigeno enddgeno. Dessa for-
ma, os virus vivos desencadeiam uma resposta dominada por
linfécitos T citotéxicos CD8*, uma resposta de tipo 1. Isso pode
ser prejudicial, jd que os virus vacinais podem, sozinhos, causar
doenga ou infec¢do persistente (devido a viruléncia residual).
Os microrganismos inativados, por outro lado, atuam como
antigenos exdgenos. De modo geral, essas vacinas estimulam
respostas de tipo 2, dominadas por linfécitos CD4" e anticorpos.
Essa pode ndo ser a resposta mais adequada a alguns micro-
rganismos, mas pode ser a mais segura. As células dendriticas
respondem de forma diferente as bactérias vivas e inativadas.

As vantagens e desvantagens préticas das vacinas com micro-
rganismos vivos ou inativados sao bem demonstradas nas vacinas
contra Brucella abortus para bovinos. B. abortus causa aborto
em bovinos e a vacinag¢ao ¢é historicamente usada no controle
da doenga. As infec¢des por Brucella sio mais bem controladas
por respostas imunes do tipo 1, com ativagdo de macré6fagos,
producdo de interferon y (IFN-y) por linfécitos Th1 e linf6citos
T CD8" citot6xicos. A vacina com uma cepa viva avirulenta de B.
abortus é necesséria para a indugao dessas respostas e o controle
da infec¢do. As vacinas atenuadas mais antigas contra Brucella,
sobretudo a cepa 19, produziam imunidade vitalicia e eram efi-
cazes na prevenc¢ao dos abortos. Infelizmente, a vacina contra a
cepa 19 também provocou reagdes sistémicas: edema no local de
injecdo, febre alta, anorexia, apatia e queda na produgdo leiteira. A
cepa 19 pode causar aborto em vacas prenhes, orquite em touros e
febre oscilante em seres humanos. O programa de erradicagao da
brucelose utiliza exames sorolégicos para identificar os animais
infectados e a cepa 19 provoca uma resposta anticérpica dificil
de distinguir daquela observada na infec¢do natural.

Devido as desvantagens associadas ao uso da cepa 19, esfor-
¢os consideraveis tém sido empreendidos para encontrar uma
alternativa melhor. Infelizmente, as vacinas inativadas (cepa
45/20) protegeram os bovinos por menos de 1 ano. Uma cepa
atenuada de B. abortus chamada RB-51 estd sendo usada em
bovinos nos Estados Unidos. Essa é uma cepa mutante rugosa
que ndo produz o antigeno O do lipopolissacarideo. A RB-51
gera uma resposta Th1 acentuada, com produgao de IFN-y
e linf6citos T CD8" citot6xicos. Diferentemente da cepa 19,
nao induz resultados falsos-positivos nos exames diagnos-
ticos comuns, como a aglutinagdo em cartao, a fixacdo de com-
plemento e a aglutina¢ao em tubo. Assim, pode distinguir os
bovinos vacinados dos infectados. A RB-51 é menos patogénica
para os bovinos do que a cepa 19 e nao é eliminada em secregdes
nasais, na saliva ou na urina. A RB-51 nio causa aborto em
vacas prenhes. No entanto, causa a doenga em humanos expos-
tos de maneira acidental e, por ndo estimular a produgdo de
anticorpos, seu diagndstico pode ser dificil.

As vantagens de vacinas inativadas como a cepa 45/20 de
Brucella sdo a seguranca em relagdo a viruléncia residual e a
relativa facilidade de armazenamento, uma vez que os micro-
rganismos ja estdo inativados (Tabela 24.1). Essas vantagens
correspondem as desvantagens das vacinas vivas, como a cepa
19 ou a RB-51. Ou seja, algumas vacinas vivas podem apresentar

TABELA 24.1 Os Méritos Relativos

das Vacinas Vivas e Inativadas

Vacinas Inativadas

Estabilidade ao
armazenamento

Baixa probabilidade de doenca
por viruléncia residual

N&o hé replicacdo no receptor

Vacinas Vivas

O numero de doses pode
ser menor

Nao ha necessidade de uso
de adjuvantes

Menor chance da
hipersensibilidade

Inducéo de interferon Baixa probabilidade de
contaminagao por
microrganismos

N&o héa disseminacao para
outros animais

Seguro em pacientes
imunodeficientes

Armazenamento mais facil

Custo relativamente baixo
A dose pode ser menor

A administracao pode ser
feita pela via natural

Estimulacao de respostas
celulares e humorais

Protecéo mais prolongada

Menor custo de
desenvolvimento
N&o ha risco de reversao

viruléncia residual, ndo s6 para o animal a quem se destina,
mas também para outros individuos. Esses microrganismos
podem voltar a ser um tipo inteiramente virulento ou ser dis-
seminadas para animais ndo vacinados. As vacinas vivas sempre
apresentam o risco de contaminagao por organismos indese-
javeis; surtos de reticuloendoteliose em frangos no Japao e na
Australia, por exemplo, foram relacionados a contaminacgdo de
vacinas da doenga de Marek. Um surto de leucose bovina na
Austrilia foi causado pela contaminag¢ao de um lote de vacina
contra a babesiose por sangue total de bezerros. Houve aborto
e morte em cadelas prenhes que receberam uma vacina contra
a parvovirose contaminada com o virus da lingua azul. Algumas
vacinas foram contaminadas por Mycoplasma. A paraplexia
enzodtica dos ovinos (scrapie) foi disseminada por vacinas
contra Mycoplasma. Por fim, as vacinas de microrganismos
vivos atenuados exigem cuidados na prepara¢ao, no armaze-
namento e no manuseio para evitar a morte dos micrébios. A
manutengao da cadeia fria pode ser responsével por 20% a 80%
dos custos de uma vacina nos trépicos.

As desvantagens das vacinas inativadas correspondem as
vantagens das vacinas vivas. O uso de adjuvantes para aumen-
tar a antigenicidade efetiva pode causar inflamagao grave ou
toxicidade sistémica, enquanto doses multiplas ou individuais
elevadas do antigeno aumentam o risco de desenvolvimento de
reagoes de hipersensibilidade e elevam os custos.

Inativacao

Os microrganismos inativados usados em vacinas devem apre-
sentar antigenicidade o mais semelhante possivel aquela apre-
sentada pelos micrébios vivos. Portanto, métodos rudimentares
de inativa¢ao que provocam grandes modificagdes da estrutura
antigénica devido a desnaturagao proteica tendem a ser insa-
tisfatérios. Substincias quimicas, caso utilizadas, ndo devem
alterar os antigenos responsaveis pelo estimulo da imunidade
protetora. Uma dessas substincias é o formaldeido, que provoca
a formacdo de ligagdes cruzadas entre as proteinas e os dcidos

ISBN: 978-85-352-9204-6; PII: B978-85-352-9204-6.00024-7; Autor: TIZARDBRAZIL92046; Documento ID: 00024; Capitulo ID: c0120

C0120.indd 264

@

t0010

p0275

510040
0280

06/03/19 3:05 PM



st0045

p0285

p0290

p0295

®

CAPITULO 24 Vacinas e Sua Producao

nucleicos e confere rigidez estrutural. As proteinas também
podem sofrer desnatura¢ao branda durante o tratamento com
acetona ou édlcool. Os agentes alquilantes que interagem com
cadeias de dcidos nucleicos também podem ser utilizados na
inativacao de microrganismos porque, ao nao alterarem as
proteinas de superficie, ndo interferem com a antigenicidade.
Entre os exemplos de agentes alquilantes, estdo o 6xido de
etileno, a etilenoimina, a acetiletilenoimina e a 3-propiolactona;
todas essas moléculas sdo empregadas em vacinas veterinarias.
Muitas vacinas eficazes com bactérias inativadas (bacterinas)
ou toxinas inativadas (toxoides) podem ser produzidas de for-
ma relativamente simples com esses agentes. Algumas vacinas
podem conter misturas desses componentes. Determinadas
vacinas contra Mannheimia hemolytica, por exemplo, apresen-
tam bactérias mortas e leucotoxina bacteriana inativada.

Atenuacao

Microrganismos vivos virulentos normalmente nao podem ser
utilizados em vacinas. Sua viruléncia deve ser reduzida para que,
embora ainda vivos, ndo sejam mais capazes de causar doengas.
Esse processo de reducao da viruléncia é denominado atenua-
¢do. O grau de atenuagao é importantissimo para o sucesso
da vacina. A atenuacdo insuficiente gera viruléncia residual e
doenga; a atenuagdo excessiva pode fazer com que a vacina seja
ineficaz. Os métodos tradicionais de atenuagdo eram empiricos
e as alteracdes induzidas pelo processo de atenuagao eram pou-
co compreendidas. De modo geral, esses métodos envolviam o
cultivo dos microrganismos em condi¢des incomuns para que
perdessem a adaptacdo ao seu hospedeiro habitual. A cepa do
bacilo Calmette-Guérin (BCG) do Mycobacterium bovis, por
exemplo, ficou avirulenta depois de 13 anos de cultura em meio
saturado com bile. A cepa vacinal do antraz ficou avirulenta
depois do cultivo em dgar suplementado com soro a 50% e
atmosfera rica em CO,, perdendo a capacidade de formagdo de
capsula. A vacina com a cepa 19 de B. abortus foi cultivada em
condi¢oes de escassez nutricional. Infelizmente, a estabilidade
genética dessas cepas atenuadas nem sempre pode ser garantida.
Mutagdes reversas ou o rearranjo gendmico com genes de virus
semelhantes podem permitir que os microrganismos atenuados
voltem a desenvolver sua viruléncia.

Um método mais confidvel de tornar as bactérias avirulen-
tas é a manipulacao genética. Por exemplo, existe uma vacina
viva modificada com M. hemolytica e Pasteurella multocida
dependentes de estreptomicina. Esses mutantes dependem
da presenca de estreptomicina para o seu crescimento. Apds a
administra¢ao ao animal, a auséncia de estreptomicina provoca
amorte das bactérias, mas ndo antes de estimular uma resposta
imune protetora.

Os virus costumam ser atenuados pelo cultivo em células ou
espécies as quais ndo sdao naturalmente adaptados. O virus da
peste bovina, por exemplo, em geral um patégeno de bovinos,
foi atenuado pela primeira vez por crescimento em coelhos. Por
fim, uma vacina contra a peste bovina adaptada para cultura
de tecidos e desprovida de viruléncia residual foi desenvolvida.
Exemplos semelhantes sao a adaptacio do virus da doenga equi-
na africana em camundongos e do virus da cinomose canina
em furdes. Como alternativa, os virus que afetam mamiferos
podem ser atenuados pela cultura em ovos. A cepa Flury da
raiva, por exemplo, foi atenuada pela passagem prolongada em
ovos e perdeu sua viruléncia em caes e gatos normais.

O método tradicional de atenuagao viral é a cultura prolongada
em tecidos. Nesses casos, a atenuacao viral é feita pelo cultivo do
microrganismo em células as quais nao estd adaptado. O virus da
cinomose canina, por exemplo, ataca preferencialmente as células
linfoides. No desenvolvimento da vacina, portanto, esse virus foi
cultivado em células renais de cdo. Ao se adaptar as condi¢des de
cultivo, o virus perdeu a habilidade de causar doenga grave.

Em determinadas circunstancias, é possivel usar microrga-
nismos com viruléncia total na imunizagdo. Isso acontece na
vacinagao contra o ectima contagioso dos ovinos. O ectima
contagioso (orf) é uma doenga viral que atinge os cordeiros
e provoca a formacdo de crostas peribucais extensas, o que
impede a alimentag¢do e o bom desenvolvimento dos animais.
A doenga apresenta poucos efeitos sistémicos. Os cordeiros se
recuperam completamente em poucas semanas e, entao, se tor-
nam imunes. Em geral os cordeiros sao vacinados esfregando o
material infectado seco das crostas em ranhuras no lado interno
da coxa. A infec¢do local desse sitio ndo tem efeitos adversos
sobre os cordeiros, que ficam bem imunizados. Porém, como
os animais vacinados podem transmitir a doenca, devem ser
separados dos individuos nao vacinados por algumas semanas.

TECNOLOGIA MODERNA DE VACINACAO

Embora as vacinas inativadas e vivas modificadas sejam eficazes
no controle de muitas doengas infecciosas, sempre hd a neces-
sidade de tornd-las ainda mais eficientes, baratas e seguras
(Fig. 24.4). O uso de técnicas moleculares modernas pode
produzir vacinas novas e melhores. Essas vacinas podem ser
divididas em diversas categorias (Tabela 24.2).

Antigenos Gerados por Clonagem de Genes
(Categoria I)
A clonagem génica pode ser utilizada na produgao de grandes
quantidades de antigeno purificado em cultivo. Nesse proces-
s0, 0 DNA que codifica um antigeno de interesse é, primeira-
mente, isolado do patégeno. Esse DNA ¢, entao, inserido em
uma bactéria ou levedura para que seja funcional e o antigeno
recombinante seja expresso em grandes quantidades. A primei-
ra aplicagdao bem-sucedida da clonagem génica para o preparo
de um antigeno dessa forma foi com o virus da febre aftosa
(Fig. 24.5). Esse virus é extremamente simples. O antigeno
protetor (VP1) é bem conhecido e os genes que codificam
essa proteina foram mapeados. O genoma do RNA do virus da
febre aftosa foi isolado e transcrito em DNA pela enzima trans-
criptase reversa. O DNA foi, entao, cuidadosamente clivado
por endonucleares de restricdo para que contivesse apenas o
gene de VP1. Esse DNA foi inserido em um plasmideo, que foi
colocado em E. coli e as bactérias foram cultivadas. As bactérias
sintetizaram grandes quantidades de VP1, que foi recuperado,
purificado e incorporado em uma vacina. O processo é altamen-
te eficaz, uma vez que podem-se obter 4 X 10’ doses da vacina
contra a febre aftosa a partir de 10 L de cultura de E. coli com
10" microrganismos por mililitro. Infelizmente, a imunidade
produzida é inferior a gerada pelo virus inativado, exigindo uma
dose 1.000 vezes maior para a indug¢do de prote¢ao equivalente.
A primeira vacina veterindria recombinante da categoria I
a ser comercializada foi produzida contra o virus da leucemia
felina (FeLV). A principal proteina do envelope do FelV, a gp70,
¢ o antigeno responsdvel, em grande parte, pela inducao da
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FIG. 24.4 Diagrama esquemético que mostra algumas das diferentes formas de tratamento de
um virus e seus antigenos para produgao de vacinas.

TABELA 24.2 Classificacao do Ministério
da Agricultura dos Estados Unidos (USDA)

de Biologicos Veterinarios Desenvolvidos
por Engenharia Genética

Categoria Descricao

| Vacinas com microrganismos recombinantes
inativados ou antigenos purificados derivados

de microrganismos recombinantes
Il Vacinas com microrganismos vivos que

apresentam delecdes génicas ou genes
marcadores heterélogos

Vacinas com vetores ativos que expressam
genes heterélogos de antigenos imunizantes
ou outros estimulantes

Outras vacinas desenvolvidas por engenharia
genética, como vacinas de polinucleotideos

resposta imune protetora em gatos. Assim, o gene de gp70 (uma
glicoproteina de 70 kDa) e uma pequena parte de uma proteina
associada, denominada p15e (uma proteina do envelope de 15
kDa), foram isolados e inseridos em E. coli, que, entdo, sintetizou
grandes quantidades de p70. Essa p70 recombinante nao é gli-
cosilada e tem peso molecular pouco superior a 50 kDa. Depois
de clonada, a proteina recombinante é recuperada, purificada,
misturada a um adjuvante de saponina e utilizada como vacina.

Outro exemplo é a vacina recombinante contra o agente
da doenca de Lyme, Borrelia burgdorferi. Portanto, o gene de
OspA, a lipoproteina imunodominante de superficie externa de
B. burgdorferi, foi clonado em E. coli. A proteina recombinante
expressa por E. coli é purificada e utilizada como vacina depois
de ser complexada a um adjuvante. Essa vacina é Unica, pois
os carrapatos de animais imunizados ingerem o anticorpo. Os
anticorpos, entao, matam a bactéria no intestino do carrapato,

Particula viral

Acido nucleico Proteina antigénica

v

e [ranscrito de DNA

v

Ger)e . _\
excisado
Gene inserido em
um plasmideo
Bactéria
produtora x

de antigeno

Antigeno puro @
FIG. 24.5 A producédo de uma proteina viral recombinante o030
para uso em uma vacina. O gene que codifica o antigeno viral

de interesse é clonado em outro organismo, neste caso uma
bactéria, e expresso e produzido em quantidades enormes.

prevenindo sua disseminag¢ao para as glandulas salivares. Dessa
forma, a vacina previne a transmissao pelo vetor.

As técnicas de clonagem génica podem ser utilizadas em qual-
quer situa¢do em que haja necessidade de sintese de antigenos
proteicos puros em grandes quantidades. Infelizmente, em geral
as proteinas muito puras sdo antigenos fracos, porque nao sio
apresentadas de forma eficaz as células sensiveis aos antigenos e

0330
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podem ndo estar corretamente dobradas. Um método alternativo
de administragao de um antigeno recombinante é a clonagem do
gene de interesse em um microrganismo carreador vivo atenuado.

Microrganismos Geneticamente Atenuados
(Categoria ll)

As técnicas de genética molecular possibilitam a modificagao
de genes de um microrganismo para que este seja atenuado de
maneira irreversivel. Esses casos sao classificados como vacinas
da categoria II. H4 uma vacina de categoria II contra o her-
pes-virus causador da doenga de Aujeszky em suinos. A enzima
timidina quinase (TK) é necessdria para que os herpes-virus
se repliquem em células indivisiveis, como os neur6nios. Os
virus submetidos & remog¢do do gene TK podem infectar os
neurdnios, mas nao conseguem se replicar nem causar a doenca
(Fig. 24.6). Dessa maneira, essas vacinas nao apenas conferem
protecao eficaz, mas também bloqueiam a invasdo celular por
virus virulentos da doenga de Aujeszky, prevenindo o desenvol-
vimento de um estado de portador persistente.

A manipula¢ao genética também pode ser utilizada para pro-
duzir “vacinas marcadoras”. O virus da doenca de Aujeszky, por
exemplo, sintetiza dois antigenos glicoproteicos chamados gX e
gl. Essas moléculas sao antigenos potentes, mas nao sao essen-
clais para o crescimento viral ou sua viruléncia. Os antigenos sao
expressos por todos os virus isolados a campo e, assim, os animais
infectados produzem anticorpos contra gX e gl. H4 uma vacina
atenuada contra o virus da doenga de Aujeszky sem essas proteinas.
Os suinos vacinados ndo fazem anticorpos contra gX ou g, ao

Microrganismo
patogénico com
gene para fator
de viruléncia

|
Remocéao
do gene de
viruléncia

Microrganismo
avirulento sem

- gene de fator

l de viruléncia

\za%%

FIG. 24.6 A producdo de um virus atenuado por remocéo de
um gene necessario para a viruléncia. Os genes que codificam
0s principais antigenos detectados por técnicas sorologicas
também podem ser removidos, o que permite a diferenciacao
entre 0s animais vacinados e aqueles com infeccéo natural.

contrério dos animais naturalmente infectados. A vacina nao
causa reagoes soroldgicas positivas em ensaios para detec¢ao de
anti-gX ou anti-gl, e a presenga de anticorpos contra gX e gl em um
animal é a evidéncia de sua exposi¢io a cepas de campo do virus
da doenca de Aujeszky. Esse tipo de vacina, denominado DIVA (do
inglés differentiate infected from vaccinated animals, diferencia¢ao
de animais infectados e vacinados) auxiliard na erradicagao de
doengas infecciosas especificas de forma muito mais barata e rapida
do que os métodos convencionais. Outro exemplo de vacina DIVA
éainsercdo de um gene de influenza B na vacina contra influenza
A em aves. Como a influenza B ndo acomete aves, a presenca de
anticorpos anti-influenza B confirma a vacinagao.

Microrganismos Recombinantes Vivos
(Categoria Ill)

Os genes que codificam os antigenos proteicos podem ser clo-
nados diretamente em diversos microrganismos. Em vez de ser
purificado, o préprio microrganismo recombinante pode ser uti-
lizado como vacina. Esses microrganismos sao classificados como
vacinas da categoria III (Fig. 24.7). As vacinas recombinantes
experimentais tém utilizado adenovirus, herpes-virus e bactérias,

=

§ RNA
virus
Transcricéo
reversa

:ef' Poxvirus
DNA

Administrado ao animal
como vacina

Poxvirus
recombinante
contendo o
gene viral

O virus invade a
célula hospedeira

/ Desencadeamento
; ; de resposta imune
Antigeno viral

expresso na superficie
da célula-alvo

FIG. 24.7 A producao de uma vacina recombinante vetoriza-
do em vaccinia. O virus vaccinia é escolhido por ter espago
sobrando em seu genoma e ser facilmente administrado a
um animal. Assim, os recombinantes raiva-vaccinia podem ser
administrados por via oral.
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como BCG ou Salmonella, como vetores, mas os microrganis-
mos mais usados com esse fim sao os poxvirus, como vaccinia,
fowlpoxvirus e canaripox. Esses virus sdo facilmente adminis-
trados por raspagem cutinea ou ingestdo. Seus genomas sao
extensos e estaveis, o que facilita a inser¢ao de um novo gene (até
10% do genoma pode ser substituido por DNA exdgeno), e eles
podem expressar niveis altos do novo antigeno. Além disso, essas
proteinas recombinantes sio submetidas a etapas adequadas de
processamento, inclusive glicosila¢ao e transporte através da
membrana do poxvirus. Os poxvirus avidrios, como canaripox,
sdo vetores muito eficientes em mamiferos. Esses virus ndo se
replicam e a expressdo de antigeno dura apenas cerca de 6 horas.
Consequentemente, essas vacinas sao muito seguras, ndao podem
ser transmitidas por artrépodes e ndo sdo excretadas nos fluidos
corporais. E interessante destacar que essas vacinas nao esti-
mulam imunidade ao vetor viral, uma caracteristica que ocorre
na utilizacao de outros vetores e que pode evitar imunizag¢oes
subsequentes. As vacinas vetorizadas com canaripox parecem
ultrapassar o bloqueio de anticorpos maternos e, assim, podem
imunizar animais mais jovens. Elas ndo conseguem voltar a
ser virulentas. Por isso, sio amplamente utilizadas em doengas
como a leucemia felina, o virus do oeste do Nilo, a parvovirose
canina, a cinomose, a influenza equina e a raiva. Outro exemplo
de vacina viva recombinante é a vacina antirrabica vetorizada
com vaccinia. O gene da glicoproteina do envelope do virus da
raiva, ou proteina G, pode ser inserido no virus vaccinia. Essa
glicoproteina pode induzir anticorpos neutralizantes contra o
virus e, assim, conferir protecao contra a doenca. A infecgao com
o recombinante raiva-vaccinia leva a produgao de anticorpos
contra a proteina G e ao desenvolvimento da imunidade. Essa
vacina foi eficaz quando administrada por via oral, na forma de
iscas, a carnivoros silvestres. Essa forma de vacina pode ser dis-
tribuida em avides. A vacina foi utilizada em Ontdrio, Canada,
para prevenir a disseminagdo da raiva em raposas, em Nova
Jérsei, Estados Unidos, para prevenir a disseminagao da raiva
em guaxinins, e no Texas, também nos Estados Unidos, para
bloquear a disseminag¢do da raiva em coiotes. Desde 1995, por
exemplo, 17,5 milhdes de doses da vacina antirrabica vetorizada
em vaccinia foram langadas por via aérea ao longo de 661.745
km® do Texas, com grande sucesso (Quadro 24.1).

Vacinas altamente eficazes de categoria III foram desenvol-
vidas para a peste bovina; elas sdo compostas por vetor vaccinia
ou capripox e os genes da hemaglutinina (H) ou de fusio (F) do
virus da peste bovina. Essas vacinas foram tdo efetivas que seu
uso sistemadtico levou a erradicagdo global da peste bovina. A
vacina recombinante em capripox também protege os bovinos
contra a dermatose nodular contagiosa. Outro exemplo de
vacina da categoria III é a quimera do virus da febre amarela
para a prote¢ao contra o virus do oeste do Nilo. Essa tecnologia
utiliza o capsideo e genes ndo estruturais da cepa 17D da vacina
atenuada contra a febre amarela para transportar genes de
envelope de outros flavivirus, como o virus do oeste do Nilo. O
virus resultante é uma quimera do virus da febre amarela com
o virus do oeste do Nilo, muito menos neuroinvasivo e, conse-
quentemente, muito mais seguro do que qualquer um dos virus
parentais. A margem de seguranga pode aumentar ainda mais
com a introduc¢do de mutagdes pontuais nos genes de envelope.
A primeira vacina da categoria III aprovada pelo Ministério da
Agricultura dos Estados Unidos (United State Department of
Agriculture, USDA) foi contra o virus da doenga de Newcastle.

QUADRO 24.1 Custo-Beneficio

ERVETILETET

A raiva é uma doenca cara. Quando um animal nao vacinado
morde uma pessoa, 0S custos incluem a vacinagdo pos-expo-
sicao da vitima e a quarentena ou a eutanasia do agressor.
O cérebro do animal deve ser examinado para detecgao do
virus. Esses custos, € claro, nao consideram o estresse e a
preocupacao associados a doenca. No Texas, Estados Unidos,
a vacinacao aérea com a vacina vetorizada antirrdbica em iscas
tem sido empregada para imunizar coiotes contra a raiva. Os
custos totais do programa incluiram as despesas com vaci-
nas, alimentos, avides, combustivel, e assim por diante. Os
beneficios foram a economia associada a auséncia de neces-
sidade de profilaxia humana pds-exposicdo e exames para
diagnoéstico da raiva animal na area afetada. Calcula-se que o
programa de vacinacao contra a raiva tenha custado cerca de
26 milhoes de ddélares. Os beneficios foram estimados entre
89 e 346 milhdes! Dependendo da frequéncia de profilaxia
pds-exposicdo e exames em animais, a relacdo custo-beneficio
variou de 3,38 a 33,13.

Shwiff SA, Kirkpatrick KN, Sterner RT: Economic evaluation of an oral
rabies vaccination program for control of a domestic dog-coyote rabies
epizootic: 1995-2006, J Am Vet Med Assoc 233:1736-1741, 2008.

O vetor é um fowlpoxvirus submetido a incorporacao dos genes
HA e F do virus da doenca de Newcastle. Além disso, essa vacina
tem a vantagem de conferir imunidade contra o fowlpoxvirus.

A vacinagdo oral é considerada, hd muito tempo, a via deseja-
vel de administragao a animais, mas foi prejudicada pela digestao
e destruicao dos antigenos pelo trato gastrointestinal. Essas
vacinas foram administradas na forma de materiais vegetais. A
clonagem de genes de antigenos virais vacinais em plantas foi
realizada com sucesso na gastroenterite transmissivel, no virus
de Norwalk e na doenca de Newcastle. Entre as plantas utilizadas,
estao tabaco, batata, soja, arroz e milho. Uma vacina da doenga
de Newcastle produzida em células de tabaco cultivadas em sus-
pensao foi aprovada para uso nos Estados Unidos.

Em vez de administrar o antigeno em plantas, uma aborda-
gem alternativa é o uso de células leveduriformes. As vacinas
a base de leveduras apresentam altos niveis de expressdo, sdo
consideradas muito seguras, podem ser “autoadjuvantes”, e seus
antigenos sofrem modificagdes adequadas pos-tradugao. Muitas
possiveis vacinas a base de leveduras estao em desenvolvimento,
principalmente para imuniza¢do de aves e suinos.

Vacinas de Polinucleotideos (Categoria IV)

Outro método de vacinagado ¢ a inje¢dao nao de um antigeno
proteico, mas do DNA que codifica os antigenos vacinais. Esse
DNA pode ser inserido em um plasmideo bacteriano, uma
sequéncia de DNA circular que atua como vetor (Fig. 24.8). O
gene do antigeno vacinal é inserido sob o controle de uma forte
sequéncia promotora mamifera. Injetado por via intramuscular,
o plasmideo geneticamente modificado é incorporado pelas
células do hospedeiro. O DNA é, entio, transcrito em RNA
mensageiro e traduzido em uma proteina vacinal endégena
(Fig. 24.9). O plasmideo, ao contrdrio dos vetores virais, nao
pode se replicar em células mamiferas. A incorporacdo do plas-
mideo é aumentada com o uso de alguns “adjuvantes”, como
complexos lipidicos, microcapsulas e copolimeros nao i6nicos.
O fosfato de aluminio parece bastante eficaz na melhoria da
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FIG. 24.8 O possivel mecanismo de acao das vacinas de poli-
nucleotideos. O DNA que entra na célula é funcional e pode
codificar antigenos enddgenos.
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FIG.24.9 A estrutura de um plasmideo comum de DNA usado
na vacinacédo. Neste caso, o plasmideo codifica os antigenos
protetores do virus do Oeste do Nilo. Além de codificar o antige-
no em questao, o plasmideo carreia um marcador de resisténcia
a antibidticos, o que permite seu rastreamento.

eficiéncia vacinal. As células transfectadas do hospedeiro pro-
cessam a proteina vacinal e a apresentam, como um antigeno
endogeno, associada a moléculas do MHC classe I. Isso leva ao
desenvolvimento nao apenas de anticorpos neutralizantes, mas
também de linfécitos T citotdxicos, ja que o antigeno é endo-
geno. Os antigenos expressos apresentam estruturas tercidrias
auténticas e modifica¢des pds-traducdo, como glicosila¢ao. A
resposta imune também é acentuada porque o DNA bacteriano
contém motivos CpG nao metilados que sdo reconhecidos pelo
receptor do tipo toll 9 (TLR9) e ativam células dendriticas. Essa
ativagao, por sua vez, promove uma intensa resposta Thl.
Esse tipo de vacina é utilizado na prote¢do de equinos con-
tra a infecgdo pelo virus do oeste do Nilo. A vacina comercial

é composta por um vetor plasmideo elaborado para expressar
altas concentragoes de proteinas do envelope viral (E) e pré
-membrana (prM). Além disso, o plasmideo contém promo-
tores e genes marcadores. Injetado com um adjuvante oleoso
biodegradével, esse plasmideo penetra nas células e faz com
que expressem a proteina viral. Outras vacinas de DNA foram
aprovadas para prevenir a necrose hematopoiética infecciosa
em salmdes do Atlantico e melanomas em caes (Capitulo 35).
Essa estratégia também foi aplicada para a produgao de vacinas
experimentais contra a influenza avidria, a coriomeningite
linfocitica, as raivas canina e felina, a parvovirose canina, a
diarreia viral bovina, o virus da imunodeficiéncia felina, o virus
da leucemia felina, a doenga de Aujeszky, o virus da febre afto-
sa, o herpes-virus bovino 1 e a doen¢a de Newcastle. Embora
teoricamente produzam uma resposta semelhante a induzida
pelas vacinas vivas atenuadas, essas vacinas de dcidos nucleicos
sao mais adequadas a protecdo contra microrganismos de cul-
tivo laboratorial dificil ou perigoso. Algumas vacinas de DNA
podem induzir imunidade mesmo na presenca de titulos bas-
tante elevados de anticorpos maternos. Embora os anticorpos
da mae bloqueiem as respostas sorologicas, o desenvolvimento
de uma forte resposta de memoria nao é comprometido.

As vacinas de polinucleotideos devem entrar nas células-alvo.
Isso pode ser conseguido por inje¢do intramuscular ou “dis-
paro” de plasmideos de DNA diretamente na pele, adsorvidos em
esferas microscopicas de ouro langadas por uma “pistola génica”
(gene gun). Embora a inje¢ao intramuscular seja bastante ineficaz
devido a baixa taxa de transfec¢ao (cerca de 1% a 5% das miofi-
brilas adjacentes ao sitio de inje¢ao intramuscular), a expressao
pode persistir por pelo menos 2 meses. Os produtos génicos sao
tratados como antigenos enddgenos e apresentados na superficie
celular ou secretados e apresentados para células processadoras de
antigenos. Esse antigeno processado estimula preferencialmente
uma resposta Th1, associada a produgdo de IFN-y. O uso da
pistola génica é mais eficaz do que a inje¢ao, pois uma parte do
DNA é diretamente absorvida pelas células dendriticas, o que
minimiza sua degradacao. Ao ndo interagir com TLR9, o DNA
estimula preferencialmente uma resposta Th2. O DNA viral em
colirios pode induzir uma resposta de imunoglobulina da classe
A (IgA) em lagrimas e na bile dos receptores.

A imuniza¢dao com DNA purificado permite a apresentagao
de antigenos virais em sua forma nativa. Esses antigenos sio
sintetizados da mesma forma que os antigenos presentes em
uma infecgdo viral. Isso é mais eficaz do que o uso de proteinas
recombinantes, ja que ¢ dificil criar proteinas em conformagao
correta nos sistemas microbianos. Também é possivel selecionar
apenas os genes do antigeno de interesse em vez de utilizar um
organismo carreador complexo, que possui cargas génicas e
massas antigénicas proprias e extensas.

Estratégias de Sensibilizagao e Reforgo (Prime-Boost)

H4 muito tempo é uma prética normal usar a mesma vacina
na primeira imuniza¢do do animal e nos reforcos da resposta
imunoldgica. Essa abordagem tem diversas vantagens, como
a simplicidade de fabrica¢do e regulamentag¢do da produgao
de vacinas. Entretanto, ndo ha razdo que impeca a utilizagdao
de diferentes formas de uma vacina na primeira imunizagio e
nos refor¢os. Essa abordagem é conhecida como estratégia de
sensibilizagdo (prime) e reforco (boost). Em algumas circuns-
tancias, a técnica pode melhorar a eficicia vacinal de maneira
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significativa. A abordagem de sensibiliza¢ao e refor¢o é um
tanto empirica e os pesquisadores podem simplesmente testar
varias combina¢oes de vacinas para determinar qual atinge os
melhores resultados. A estratégia de sensibilizacao e refor¢o
¢ amplamente investigada na tentativa de melhorar a eficcia
das vacinas de DNA. As combinag¢des em geral sao a sensibili-
zagao com uma vacina de DNA e o refor¢o com outra vacina
de DNA, talvez em outro vetor ou com antigenos proteicos
recombinantes.

Vacinologia Reversa

Agora que muitos genomas microbianos completos sao conhe-
cidos, é possivel identificar todas as proteinas de um patégeno
por anélise computacional. Essa andlise pode ser utilizada para
a selecao de potenciais epitopos protetores desse repertdrio.
Isso pode levar a identificacao de antigenos especificos ou
desconhecidos, que podem ser experimentalmente testados,
um processo chamado vacinologia reversa (Fig. 24.10). Nesse
processo, os antigenos de interesse sio sequenciados por com-
pleto e, em seguida, os epitopos importantes sdo identificados,
sobretudo aqueles que se ligam a moléculas comuns de MHC e
sdo reconhecidos por linfécitos T CD4" e CD8". Esses epitopos
podem ser previstos por modelos informatizados da protei-
na ou pelo uso de anticorpos monoclonais para identificar
componentes protetores essenciais. Uma vez identificados, os
epitopos protetores podem ser sintetizados quimicamente e

Andlise computadorizada do
genoma microbiano completo

Antigenos protetores previstos

FIG. 24.10 A vacinologia reversa utiliza nosso grande conhe-
cimento sobre 0 genoma de um microrganismo para prever a
estrutura dos epitopos protetores. Esses epitopos podem ser
sintetizados e, entéo, testados.

testados em animais. Vacinas experimentais de linfcitos T
foram desenvolvidas dessa forma contra o virus da febre aftosa,
0 parvovirus canino e o virus da influenza A.

ADJUVANTES

Uma pratica comum para aumentar a eficicia de vacinas, sobre-
tudo daquelas com microrganismos inativados ou antigenos alta-
mente purificados, é a adi¢do de substéncias chamadas adjuvantes
(adjuvare é “ajudar” em latim). Os adjuvantes podem aumentar
a velocidade ou magnitude da resposta do corpo as vacinas, per-
mitir redu¢des na quantidade de antigeno injetado ou no ntimero
de doses administradas, direcionar a resposta da maneira ade-
quada (Th1 ou Th2) e desencadear a imunidade celular, além de
serem essenciais para o estabelecimento da memoria prolongada
contra antigenos soltveis. O uso de adjuvantes é fundamental
para a eficdcia de vacinas recombinantes ou de subunidades.
Historicamente, a “ciéncia” dos adjuvantes é empirica. Em outras
palavras, substancias eram adicionadas as vacinas para ver se
aumentavam a poténcia ou a dura¢do da resposta imune. Por
isso, os adjuvantes pareciam ser substincias escolhidas de forma
aleatdria e seus mecanismos de agao eram especulagdes. Recen-
temente, porém, ficou claro que os adjuvantes mais empregados
sdo ligantes de receptores do tipo toll. Seu principal modo de a¢ao
é a promogao da incorporag¢do do antigeno, seu processamento e
a apresentacao por células dendriticas. De modo geral, os adju-
vantes desencadeiam respostas imunes inatas que, por sua vez,
agem sobre células dendriticas e aumentam a apresentagao do
antigeno a linfécitos T ou B (Tabela 24.3). Com o crescimento de
nosso conhecimento sobre as interacdes entre células dendriticas
e linfécitos T ou B, é possivel desenvolver vacinas projetadas
de modo a maximizar a apresentagdo do antigeno. Assim, o
uso crescente de particulas revestidas por antigenos, citocinas e
moléculas e coestimuladoras como as adjuvantes gerou melhorias
encorajadoras na eficicia vacinal.

Sais de Aluminio

Esses sais sao usados desde a década de 1920 e sdo, de longe,
os adjuvantes mais comuns. Hé diferentes formas de sais de
aluminio, como gel de hidréxido de aluminio (na verdade, oxi
-hidréxido de aluminio), gel de fosfato de aluminio, hidroxis-
sulfofosfato e sulfato de aluminio e potassio (alimen), além do
fosfato de célcio. Esses sais apresentam diferentes caracteristicas
fisicas e propriedades adjuvantes.

Os sais de aluminio sao adicionados as vacinas veterinarias
ha muitos anos com base na crenca de que formam um dep6sito
tecidual que libera o antigeno de maneira lenta e, assim, ori-
gina uma resposta imune potente e prolongada. Hoje, sabe-se
que esse efeito de dep6sito ndo é necessdrio para a a¢ao do
adjuvante. As vacinas com adjuvantes de aluminio induzem a
formacao de nédulos inflamatdrios no local de inje¢ao. Esses
nédulos contém neutrdfilos com alguns eosinéfilos e linfécitos
nas primeiras 48 horas. O recrutamento de células dendriticas
mieloides maduras para os locais de inje¢ao ¢ estimulado. Da
mesma maneira, os macréfagos ativados sdo atraidos para esses
locais e podem se transformar em células dendriticas.

A remocao do nédulo do sitio de injegdo e do depdsito de
alimen associado ja 2 horas ap6s a vacinagdo nao tem efeito
significativo sobre as respostas imunes de linfécitos T ou B a
vacina. O alimen parece afetar os lipidios nas membranas plas-
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el TABELA 24.3 Alguns Adjuvantes Comuns

Tipo Adjuvante Modo de Acao
Adjuvantes de Fosfato de aluminio Depodsito de liberacao

depésito lenta do antigeno?
Hidroxido de Depdsito de liberacao
aluminio lenta do antigeno?
Alumen Ativacao de DAMPs
Adjuvante Deposito de liberagao
incompleto de lenta do antigeno
Freund
Adjuvantes Corinebactérias Estimulador de
microbianos  anaerébicas macrofagos
BCG Estimulador de
macrofagos
Muramil dipeptideo Estimulador de
macrofagos

Bordetella pertussis Estimulador de linfocitos
Lipopolissacarideo  Estimulador de
macrofagos
Estimula o
processamento de
antigenos
Estimula o
processamento de
antigenos
Estimula o
processamento de
antigenos
Estimulador de
macréfagos
Estimulador de
macrofagos
Estimula o
processamento de
antigenos
Estimula o
processamento de
antigenos
Estimula o
processamento de
antigenos
Adjuvante completo Depdsito mais
de Freund estimulacao imune

Estimuladores Saponina
imunes

Lisolecitina
Detergentes
plurénicos
Glucanas
Dextran sulfato

Sistemas de
liberacéo

Lipossomos

ISCOMs

Microparticulas

Adjuvantes
mistos

BCG, Bacilo de Calmette-Guérin; DAMPs, padrées moleculares
associados a lesdo; ISCOMSs, complexos imunoestimulantes.

midticas e promove o homing de células dendriticas (DC) para
os linfonodos. Além disso, o alimen mata células inflamatorias,
como neutrdéfilos, o que provoca liberagdo do DNA e estimula
as interagoes entre DC e linfécitos T (Fig. 24.11). Embora o
alimen seja o adjuvante mais usado em vacinas veterindrias,
seus mecanismos de a¢ao ainda nao foram esclarecidos. Acre-
ditava-se que ele promovia a liberagao de IL-1, mas hoje se
sabe que isso ndo acontece. O DNA se acumula nos locais de
deposicdao de alimen e, aparentemente, isso é importante, ja
que o tratamento com DNase bloqueia essa atividade adjuvante.
po415  Os adjuvantes de aluminio influenciam apenas a resposta
imune primdria e tém pouco efeito sobre as respostas imunes
secunddrias. Eles também apresentam a desvantagem de, ao
mesmo tempo que promovem respostas anticorpicas, terem
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FIG. 24.11 Os trés grupos principais de adjuvantes e as manei- 0060
ras como eles estimulam as respostas imunes desencadeadas
pelos antigenos da vacina.

pouco efeito sobre as respostas mediadas por células. Assim,
o alimen estimula respostas Th2 a antigenos proteicos e gera
grandes numeros de linf6citos B. Porém, nao é bom na gerag¢ao
de linfécitos Th1 CD8".

Adjuvantes a Base de Saponina 50095

As saponinas (glicosideos triterpénicos), derivadas da casca da po420
arvore quilaia (Quillaja saponaria), sao muito usadas como adju-
vantes. As saponinas brutas tém ag¢des téxicas e adjuvantes, embo-
ra seja possivel purificar aquelas com atividade adjuvante potente
e toxicidade minima. As saponinas altamente purificadas sao
usadas em humanos. Os adjuvantes a base de saponina estimulam
seletivamente a resposta Th1, pois direcionam antigenos as vias
de processamento endégeno e estimulam a liberagao de IFN-y
por células dendriticas. As saponinas ativam inflamassomos. A
saponina também é utilizada como adjuvante nas vacinas contra
a febre aftosa e na vacina recombinante contra a leucemia felina.
Misturas t6xicas de saponina sdo utilizadas nas vacinas contra
o0 antraz, onde destroem o tecido no local de injecao para que
os esporos do antraz possam germinar. As micelas podem ser
construidas com antigenos proteicos e uma mistura complexa
de saponina, chamada Quil A. Os complexos imunoestimulantes
(ISCOMs, do inglés immune stimulating complexes) sdo compos-
tos estaveis a base de colesterol, fosfolipidios, saponina e antigeno.
Os ISCOMs sao adjuvantes eficazes, com poucos efeitos adversos.
Os ISCOMs sdo altamente eficazes em direcionar antigenos as
células apresentadoras profissionais, enquanto a saponina ativa
essas células e promove a producdo de citocinas e expressao de
moléculas coestimuladoras. Dependendo do antigeno emprega-
do, 0s ISCOMs podem estimular respostas Th1 ou Th2.

Emulsdes de Agua em Oleo 510100
Um método de formacao de um depdsito de liberacao lenta pos2s
do antigeno é a sua incorporagdo em uma emulsao de dgua
em O6leo (goticulas de fase aquosa mais um surfactante, como
Tween, Span ou lecitina emulsificada em fase oleosa). Um 6leo
mineral leve estimula a resposta inflamatdria local cronica e,
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por isso, hd a formagao de um granuloma ou abscesso ao redor
do sitio de inoculagao. O antigeno é lentamente removido da
fase aquosa da emulsdo. Esses adjuvantes de depdsito podem
causar irritacao e destruicao tissular significativas. Os 6leos
minerais sdo muito irritantes. Os 6leos nao minerais, embora
menos irritantes, também sao menos eficazes. Os danos teci-
duais induzidos pelos adjuvantes também podem promover a
imunidade, ja que os padrdes moleculares associados a lesao
(DAMPs) gerados pela inflamagdo e pela necrose celular esti-
mulam células dendriticas e macréfagos. Os adjuvantes com
atividade irritante significativa ndo sao, porém, aceitdveis nas
vacinas modernas, e é essencial reduzir esse efeito, mas reter a
eficicia da molécula. Em seres humanos, as emulsoes de 6leo
em 4gua a base de esqualeno foram aprovadas como adjuvan-
tes vacinais. (O esqualeno é um 6leo de triterpeno.) Sio mais
potentes do que o alimen, mas podem induzir reagdes locais
brandas ao desencadearem a liberagdo local de TNF-at e IL-1f3;
no entanto, seu mecanismo de a¢do ainda ndo foi esclarecido.

Adjuvantes Particulados

O sistema imune pode capturar e processar particulas como
bactérias e outros microrganismos de forma muito mais efi-
ciente do que antigenos soltiveis. Desse modo, adjuvantes bem
-sucedidos sao aqueles que podem incorporar os antigenos em
particulas facilmente fagocitadas (Fig. 24.12). Entre esses adju-
vantes estdao emulsoes, microparticulas, ISCOMs e lipossomos,
todos projetados para transporte eficiente do antigeno até suas
células apresentadoras. Em geral, as particulas tém tamanho
semelhante ao de bactérias e sio rapidamente endocitadas. Os
lipossomos sao microparticulas sintéticas de base lipidica e 200
a 1.000 nm de tamanho que contém antigenos encapsulados;
esses antigenos sao capturados e processados de forma eficaz ao
mesmo tempo que estdo protegidos da degradagao rapida. Os
ISCOMs, ja descritos, sao microparticulas complexas de base
lipidica com cerca de 40 nm de tamanho. Todos esses adjuvantes
particulados podem ficar mais potentes pela incorporag¢do de
imunoestimuladores microbianos. Eles ainda ndo sao ampla-
mente utilizados em vacinas veterindrias.

A
1000 4=
Diametro
(nm) I
100 == .
Lipossomos
|
Emulsoes ISCOMs
10 = Particulas
virais
Nanoparticulas
0 L

FIG. 24.12 As nanoparticulas podem ser de diferentes tama-
nhos e isso influencia muito a natureza das respostas imunes
as vacinas.

E importante notar, porém, que o tamanho das particulas
¢ essencial. Assim, os adjuvantes convencionais de aluminio
empregam microparticulas (com 2 a 8 um de tamanho) e pro-
movem respostas Th2. Contudo, se forem reduzidos a nano-
particulas (com 200 a 1.500 nm), favorecem respostas Th1.
Os adjuvantes de nanoparticulas sdo muito promissores nas
vacinas de nova geragdo. Esses adjuvantes podem ser feitos com
diversos compostos, como poliaminodacidos, polissacarideos,
poliestireno e polimeros biodegradaveis, além de elementos
ndo degradaveis, como ouro, prata, ferro e silica. Os adjuvantes
de nanoparticulas podem ser projetados para apresentar uma
mistura de antigenos e moléculas coestimuladoras em sua
superficie para otimizar a resposta imune.

As nanoparticulas apresentam propriedades imunoldgicas
especiais que podem ser manipuladas pela alteragdo de seu
tamanho, formato, carga e hidrofobicidade. Essas nanopar-
ticulas podem ser revestidas com combinagoes de antigenos,
citocinas, moléculas de adesdo, imunomoduladores e ligantes
coestimuladores e, na verdade, podem ser especificamente pro-
jetadas para gerar processos protetores essenciais. Ao associar
antigenos a receptores de reconhecimento de padrao, como
receptores do tipo NOD (NLRs) e TLRs, as nanoparticulas
podem desencadear respostas de linfécitos citot6xicos a anti-
genos que normalmente ndo o fazem. A administra¢do intra-
dérmica e a intramuscular podem induzir respostas imunes
potentes, enquanto a administragao intravenosa pode induzir
tolerancia.

As particulas semelhantes a virus (VLPs, do inglés virus-like
particles) sdo nanoparticulas com 20 a 100 nm de tamanho. As
VLPs podem ser criadas com subunidades de proteinas virais,
formando, assim, um capsideo viral. Ou também podem ser
totalmente sintéticas, produzidas com subunidades projetadas
com cuidado. As VLPs, embora semelhantes a virus, ndo contém
material genético e ndo podem se replicar; assim, sao muito
mais seguras do que as vacinas virais convencionais. Outras
moléculas podem ser incorporadas nas VLPs, como ligantes de
TLR ou outras moléculas que tém células como seus alvos. As
VLPs e as demais nanoparticulas sdo pequenas o suficiente para
penetrarem as barreiras teciduais, trafegarem até os linfonodos
drenantes e serem incorporadas por células apresentadoras
de antigeno. Especialmente quando conjugadas a moléculas
especificas direcionadas a células, as nanoparticulas sao muito
mais eficazes do que as microparticulas em sua incorporagao
por células do sistema imune. As nanoparticulas promovem a
ativacao de DC e a apresentag¢ao de antigenos em MHC de classe
I e classe II. Por isso, podem estimular linfécitos T CD4" e CD8".

Adjuvantes Imunoestimuladores

Os adjuvantes imunoestimuladores promovem a produgao de
citocinas. Muitos desses adjuvantes sao produtos microbianos
complexos projetados para terem como alvo receptores de reco-
nhecimento de padrao (PRRs). Consequentemente, ativam
células dendriticas e macréfagos e estimulam a produgao de
citocinas importantes, como IL-1 e IL-12. Essas citocinas, por
sua vez, promovem respostas mediadas por linfocitos T auxilia-
res e direcionam as respostas imunes adaptativas. Dependendo
do produto microbiano especifico, podem aumentar as res-
postas Th1 ou Th2. Ligantes de TLR, sozinhos, normalmente
nao sao adjuvantes eficazes, pois induzem inflamagao excessiva.
De fato, a maior dificuldade encontrada no desenvolvimento de

ISBN: 978-85-352-9204-6; PII: B978-85-352-9204-6.00024-7; Autor: TIZARDBRAZIL92046; Documento ID: 00024; Capitulo ID: c0120

C0120.indd 272

@

p0435

0440

p0445

st0110
0450

06/03/19 3:05 PM



p0455

®

CAPITULO 24 Vacinas e Sua Producao

adjuvantes é estimular a imunidade adaptativa sem provocar
imunidade inata excessiva.

O RNA de fita dupla (dsRNA) é o ligante de TLR3, e 0 dsRNA
sintético (por exemplo, polilC) é um adjuvante eficaz. Os ligantes
de TLR4, como o lipopolissacarideo bacteriano (ou derivados),
sdo hd muito tempo conhecidos por sua atividade adjuvante.
Sua toxicidade, porém, limita seu uso. Os lipopolissacarideos
aumentam a producdo de anticorpos se administrados ao mes-
mo tempo que o antigeno. Nao atuam sobre a resposta imune
celular, mas podem romper a tolerancia de linfécitos T e apresen-
tam atividade imunoestimuladora geral. Corinebactérias anae-
rébias inativadas, principalmente Propionibacterium acnes, tém
efeito semelhante. Utilizadas como adjuvantes, essas bactérias
estimulam a atividade antibacteriana e antitumoral. A flagelina
bacteriana, ligante de TLR5, é um adjuvante que promove res-
postas mistas Th1 e Th2. O ligante de TLR7 e TLR8 é o RNA
de fita simples. Infelizmente, o RNA de fita simples se degrada
logo e, portanto, nao pode ser empregado. Alguns ligantes sinté-
ticos, como imidazoquinolinas e alguns analogos de guanosina
e adenosina, podem ser bons adjuvantes. Os oligonucleotideos
CpG ndo metilados que se ligam a TLRY sao adjuvantes imu-
noestimuladores potentes para respostas Th1. Existem vérias
classes de oligonucleotideos CpG, cada um com efeitos imunoes-
timuladores ligeiramente diferentes. Na pratica, verificou-se que
multiplos estimulos inatos podem ser mais eficazes do que um
unico estimulo e que combinagdes de adjuvantes com multiplos
mecanismos de acdo parecem ser mais eficazes.

Adjuvantes Combinados

Adjuvantes bastante eficazes podem ser construidos pela com-
binag¢dao de um adjuvante de depésito ou particulado com um
agente imunoestimulador. Um adjuvante de depésito de base
oleosa, por exemplo, pode ser misturado a Mycobacterium
tuberculosis inativada e incorporada a emulsdo de dgua em dleo.
A mistura é chamada de adjuvante completo de Freund (FCA).
O FCA forma um depdsito e os bacilos apresentam muramil
dipeptideo (N-acetilmuramil-alanil-d-isoglutamina), uma
molécula que ativa macréfagos e células dendriticas por meio
de NOD2. O FCA funciona melhor quando administrado por
via subcutinea ou intradérmica e quando a dose de antigeno
¢ relativamente baixa. O FCA favorece a producao de IgG em
relagao a IgM. Inibe a indugao de tolerancia, favorece as reagoes
de hipersensibilidade tardia, acelera a rejeicao de enxertos e
promove a resisténcia a tumores. O FCA pode ser utilizado na
indug¢do experimental de doengas autoimunes, como a encefali-
te alérgica experimental e a tireoidite (Capitulo 37). Além disso,
estimula a ativagao de células M 1, promovendo suas atividades
fagociticas e citotoxicas.

O uso de adjuvantes de base oleosa em animais destinados ao
consumo humano é problematico, pois o 6leo pode prejudicar a
carne. O uso do FCA é inaceitdvel em bovinos, ndo apenas por
causa do 6leo mineral, mas também porque as micobactérias
podem induzir resultado positivo no teste cuténeo de tubercu-
lina. O FCA ¢ altamente t6xico em caes e gatos.
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