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Titulo: Vacina de DNA neutralizado com lipideo cationico

Desde 1990 tém se realizado estudos sobre a vacina de DNA. Diferente das
vacinas mais comuns que contém o microrganismo atenuado ou inativado, a vacina de
DNA fornece a informacgdo genética de antigenos do microrganismo de interesse. Desta
forma, o proprio individuo produz os antigenos induzindo uma resposta imune contra esse
antigeno e, consequentemente, contra o microrganismo. Como ndo contém o
microrganismo, a vacina de DNA apresenta vantagens em relacdo as outras por apresentar
menos riscos de infec¢do, de reagdo pods-vacinal e de inativacdo da vacina por
armazenamento em temperatura inadequada. Diversas formas de entrega do DNA ao
organismo do individuo vém sendo estudadas — inoculag@o de células transfectadas in vitro,
vetores virais ou bacterianos ou mesmo plasmideos — buscando-se uma imuniza¢do mais
eficaz.

Em parceria com pesquisadores do Instituto de Fisica da UFRGS, o presente
projeto investiga a utilizacdo de um lipideo carregado positivamente para neutralizar o
DNA (molécula com carga negativa), auxiliando e ampliando a sua passagem pelas
barreiras celulares e nucleares. Neste projeto, o antigeno “modelo” codificado pelo DNA ¢é
a GFP (Green Fluorescent Protein — proteina fluorescente verde), origindria da dgua-viva
Aequorea victoria.. O gene estd inserido em um DNA circular, denominado plasmideo, que
pode ser multiplicado em bactérias. Para realizacdo do trabalho, foi produzida grande
quantidade de plasmideos contendo o gene da GFP através de clonagem em bactérias de
laboratério. Células de uma linhagem in vitro foram cultivadas e transfectadas com o

plasmideo, passando a produzir a proteina fluorescente verde de forma permanente apds



tratamento especifico, e seu extrato foi utilizado para obtenc¢do do antigeno. Desta forma,
foi possivel padronizar um teste para deteccio de anticorpos para GFP (ELISA).
Paralelamente, camundongos foram inoculados com diferentes formas de DNA (circular e
linear) associado ao lipideo cationico, a fim de avaliar a capacidade do complexo em
induzir a formacdo de anticorpos. A presenca de anticorpos para GFP no sangue dos
camundongos, apds a aplicacdo da vacina de DNA, demonstrard a eficacia do lipideo como
entregador eficiente da vacina de DNA. Além do sangue, foram coletados diversos 6rgaos
dos camundongos para a extragdo de DNA que serd submetido a qPCR, ou Real Time PCR,
que permite quantificar, e ndo s6 detectar a auséncia ou presenca de DNA em cada amostra

possibilitando, assim, determinar a biodistribui¢c@o e captura do DNA no organismo.



