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DIFERENTES SISTEMAS DE EXPRESSAO

Bacterial promoter _
e,  fHCZ

Bactérias - Escherichia coli
Vantagens: L
. Facilidade de crescimento '
. Purificacao (secrecao, fusionadas)
. Varias cepas com o genoétipo
conhecido
. Varios plasmideos comercialmente
disponiveis
. Menor custo

ITranstarm into £, col

Cullure calls

Desvantagens:
. Sem modificacoes pods-traducao
(ex: glicosilagoes)

Purified protein




Bacterial promoter
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Leveduras - Saccharomyces cerevisiae

Vantagens:
. Algumas modificacoes pds-traducao

Desvantagens:
. Maior custo
. Modificagoes nao desejaveis

Culturas de células de mamifero e inseto (Baculovirus)

Vantagens:
. Modificacoes poés- traducao

Desvantagens:
. Crescimento lento
. Custo mais elevado



INSUMOS BIOLOGICAMENTE ATIVOS

PRODUTO SISTEMA DE EXPRESSAO
Imunomoduladores

Interferon-a E. coli e levedura

Interferon-3 E. coli e levedura

Interferon-y E. coli, levedura e cultura de células

Fatores de Crescimento

TGF-a
TGF-f

Hormonios

Hormonio de crescimento humano
Insulina
Proinsulina

Proteinas do Sangue

Albumina
Fator VI
Fator VI

Vacinas
Hepatite B

E. coli e levedura
Levedura

E. coli, levedura e cultura de células
E. coli e levedura
E. coli e levedura

E. coli, levedura e cultura de células
Levedura e cultura de células (baculovirus)
Cultura de células (mamiferos e baculovirus)

Levedura




ANIMAIS
TRANSGENICOS
+
CLONAGENS

(producao no leite)

Vantagens:

. Modificacoes pos-
traducao

. Producao diaria e
purificacao simples

Desvantagens:
. Pesquisas de custo
muito elevado

B-Lactoglobulin ——

i=]g
% ‘\1I
promoter u 1
DNA is injected U

into pronucleus. /

nto foster mother.

ansgenic progeny ans identified by PCH.

Ewprassion of gena of interast is
restricted to mammary lissue.

J l Obtain milk from transgenic animals.

| - Product of gene of interest
e is secreted into milk.

J l Fractionate milk proteins.

!
J

Pure product of ;gena of interast




CLONAGEM DE ANIMAIS

HOW DOLLY WAS CREATED

Donor call Meanwhile, an unfertilized
egg cell is taken frnm a
A= . . Scottish Blackface
' : { y ewe. The nucleus
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= Fused cell
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TRACY — alfa-l-antitripsina (fibrose cistica e efizema)

POLLY — fator IX (cascata de coagulacao)



APLICACAO DA BIOLOGIA
MOLECULAR NO
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS



- Até o inicio do século XX:

- Vacinas bacterianas:
Exemplos: febre tifoide (Salmonella typhi)
tuberculose (BCG - Mycobacterium bovis)
coqueluche (Bordetella pertussis)

- Vacinas virais:
(células de embriao de galinha e cultura de tecidos)
Exemplos: febre amarela
poliomelite
sarampo



VACINAS DISPONIVEIS COMERCIALMENTE
ATE HOJE

(A maioria obtida empiricamente)

- Microorganismos inativados ou mortos
- Microorganismos vivos atenuados

= Vacinas de subunidades



VACINAS INATIVADAS

- Tratamento por calor ou quimico
- Maior custo e com riscos de efeitos adversos
- Resposta imune humoral

VACINAS ATENUADAS

- Passagens consecutivas in vitro do tipo selvagem
- Custo menor

- Risco de reversao para a forma patogénica

- Resposta imune humoral e celular



VACINAS DE SUBUNIDADES

- Fragcoes acelulares purificadas do patégeno
Proteinas (toxinas detoxificadas quimicamente)
Polissacarideos (capsula de Neisseria meningitides)

- Sem riscos de patogenicidade
- Custo mais elevado

- Resposta imune humoral



AVANCOS DA BIOLOGIA MOLECULAR,
BIOLOGIA CELULAR E IMUNOLOGIA

(Abordagens mais racionais)

- Processo de interacao patégeno-hospedeiro

- Tecnologia do DNA recombinante
(clonagem, PCR, mutagénese sitio dirigida e sequenciamento)

- Genoma e Proteoma



VACINAS DE
SUBUNIDADES



TECNOLOGIA DO DNA RECOMBINANTE

Otimizacao da expressao:

- Promotores
- Proteinas de fusao
- Preferéncia de codons (gene sintético)



Hepatite B

- Antigeno HBs purificado a partir de plasma humano (alto risco)

- Gene foi clonado em um plasmideo e expresso em levedura
(Saccharomyces cerevisae)

- Sem riscos e eficiente

- Importancia: Primeira vacina de subunidade (1981)
Primeira vacina recombinante (1986)
Primeira vacina de prevencao ao cancer
(carcinoma hepatocelular)



Coqueluche (B. pertussis)

- Vacina inativada: muitos efeitos adversos (febre, convulsoes
prolongadas)

- Vacina acelular: toxina PT, fimbrias e hemaglutinina
filamentosa

. Toxina PT: detoxificada por mutagénese sitio dirigida
(sitio ativo da enzima)

Oligo binds to ssDMNA Polymerization Replication in cell

Oligo —= &5y

Mutant

sila




Helicobacter pylori:
- Identificacao do patégeno - 1984
- Sequenciamento do genoma completo - 1997

- Diversos antigenos ja estao sendo testados em varias
abordagens vacinais (ensaios clinicos)

- Vacinas baseadas no patégeno inteiro - alto risco de
desenvolvimento de carcinoma



— Lipi

Haemophilus influenzae

- Primeiro genoma

completo de um organismo
de vida livre
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PLANTAS TRANSGENICAS

Vantagens:
. Modificagcoes pos- traducao
. Producao barata
. Administracao oral

Desvantagens:
. Dose inexata

Exemplos:
. Subunidade toxinas
(CTB ou LTB)

. HbsAg

Batata, banana, feijao, etc



VACINAS VIVAS



INATIVACAO DE GENES REGULADORES
(Exemplo: Sistema de dois componentes)

Periplasmic space

Cytoplasm

“+PhoB Response
regulator {active)
- @ v

Fhi EHI—"F
"'Q'-.,r egulator {ina tl'u'

lr-—1|-,,r1F|..-1rr cl mambrana

Chuter membrane



MICROORGANISMOS ATENUADOS
CARREADORES DE ANTIGENOS HETEROLOGOS

BACTERIAS - Salmonella:

- Resposta imune sistémica e de
mucosa

Mucosal Bacterium M cell Secretory IgA Lumen
cell 7 (slgA)

- S. typhi e S. typhimurium

= . , . .
- Expressao de diversos antigenos ki
de bactérias, virus e parasitas

Systemic

response Migrate to
other mucosal
membranes




VIRUS

- Retrovirus
(céls em divisao, integrado)

- Adenovirus
(céls ndo em divisao,
nao integrado)

- Poxvirus

- Flavivirus

Vaccinia

= Virus de DNA

- Diversos antigenos de virus,
parasitas e bactérias

Vaccinia R - s
P estriction sites

prﬂfﬂi}l:;" "“

Plasmid, origin
of replication

Foreign gene

.\

Vaccinia

Pmmote

fr

Recombination
plagmid

Transfection

& * -
Antibiotic ~
resistance marker

Tissue culture cells
Homologous recombination

BUDR selection

Infection

TK™ recombinant virus




VACINAS DE DNA

N

PATOGENO

(1992 - 1993)

GENE
(plasmideo) ‘

RESPOSTA IMUNE

HOSPEDEIRO

!

PROTEINA

QF
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Recombinante
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VACINAS DE ACIDOS NUCLEICOS

DNA:

- Estabilidade

- Resposta imune de amplo espectro (humoral e celular)

- Resposta imune de longa duracgao

- Possibilidade de utilizacao de varios genes simultaneamente
- Busca de candidatos a vacinas (rapidez)

- Efeito adjuvante (motivos CpG)

- Sem risco infeccioso

- Facil preparo, menor custo



BACTERIAS CARREADORAS DE
VACINAS DE DNA

DMNA vaccine delivery by bacterial carriers

Muclaus

Bacteria carrying DNA vaccine Epithelial cell/macrophage




ENSAIOS CLINICOS

Vaccine Objective Proteins Encoded by Vaccine Genes Immune Results So Far
Hepatitis B prevention Hepatitis B surface antigen Humoral and cellular responses

Herpes simplex prevention Herpes glycoprotein Immune analyses in progress

HIV prevention Envelope and regulatory proteins; Cellular responses (ultimately, all the
or core proteins and enzymes genes will probably be tested in one vaccine)
involved in HIV replication

Influenza prevention Hemagglutinin Immune analyses in progress (trial has ended)
Malaria prevention Circumsporozoite protein Cellular responses
HIV therapy Envelope and regulatory proteins; Humoral responses in first trial in list

or tat, nef and regulatory proteins (which has ended); cellular responses in other trial

HIV therapy Envelope, regulatory and core Vaccine was combined with aggressive drug
proteins and enzymes involved therapy (HAART); immune analyses in progress
in HIV replication

Therapy for adenocarcinomas Carcinoembryonic antigen (CEA) Cellular responses
of the breast and colon

Therapy for cutaneous T cell T cell receptor Immune analyses in progress (trial has ended)
lymphoma (CTCL)
Therapy for prostate cancer Prostate-specific Immune analyses in progress

membrane antigen




TERAPIA GENICA

Plasmideos e Virus

Exemplos:
- Cancer
- Fibrose cistica

- Distrofia Muscular de Duchenne



In vivo e Ex vivo

EXVIVO
VECTORS HUMAN CELLS

~

THERAPEUTIC GENE

ALTERED CELLS

\




