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Lima, M.R Avaliagao da seguranga e da imunogenicidade da vacina
candidata para o controle da tuberculose pVAX-hsp65 administrada por
eletroporagdo em macacos cynomolgus (Macaca fascicularis). Rio de
Janeiro, 2012. Tese [Doutorado em Pesquisa Clinica em Doencas Infecciosas]
- Instituto de Pesquisa Evandro Chagas.

RESUMO

A tuberculose € uma doenca infecciosa crénica causada pelo Mycobacterium
tuberculosis e foi declarada emergéncia em saude publica mundial pela
Organizacdo Mundial de Saude. A tuberculose persiste como um problema de
saude mundial, em parte, porque os individuos infectados, muitas vezes, nao
aderem ao longo tratamento de forma devida. A ampla vacinagdo com a BCG
reduziu a ocorréncia das formas mais graves de tuberculose em criangas,
porém, a forma adulta pulmonar é responsavel pela principal causa de morte
no mundo. A validagdo de novas vacinas para utilizagdo na clinica humana,
passa pela necessidade de se testa-las, ainda em fase pré-clinica, em modelo
animal que desenvolva e reproduza de forma semelhante a doenga humana.
Avaliamos, neste estudo, os aspectos referentes a seguranga do método de
eletroporagao e a imunogenicidade da vacina pVAX-hsp65, administrada em 3
doses com intervalo de 1 més cada, em macacos cynomolgus. Foram
realizadas analises clinicas, hemograma, teste de funcéo renal, hepatica, além
da avaliagdo das subpopulagbes celulares (TCD4, TCD8, NK, linfécitos B,
células dendriticas mieldide e plasmacitéide), marcador de ativacéo celular
(HLA-DR e CDG69), granulos citotéxicos (granzima B/perforina), citocinas (IFN-y,
TNF-a, IL-12, IL-10, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6), marcadores de proliferagao (Ki-67) e
ligados a apoptose (BcL-2). A vacina se mostrou segura, sem causar efeitos
adversos relacionados ao local da inoculagao, ndo induziu disfungdo hepatica
ou renal nem alteragbes hematologicas. A vacinagao n&o induziu conversao ao
teste tuberculinico. Observamos um aumento de células T CD4" de memodria
central, o que caracteriza ativacido celular. A inducado preferencial de células
dendriticas com perfil plasmacitéide foi evidenciada de forma transitéria. O

perfil de citocinas gerado apos a vacinagao foi preferencialmente induzido pela
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expressao de IFN-y em células NK e uma tendéncia ao aumento em linfécitos T
CD4 e CDS8, o que levaria ao controle da erplicacdo bacteriana pela presenca
de resposta inflamatéria do tipo Th1. O controle desta resposta pode também
estar sendo realizada pela exuberante resposta de TNF-a e IL-6 que modularia
a formacdo do granuloma e contencdo da micobatéria. Assim, nossos
resultados apontam para a formacdo de uma resposta protetora periférica

induzida pela vacina pVAX-hsp65 em macacos cynomolgus.

Palavras-chave: vacina, tuberculose, macacos cynomolgus, pVAX-hsp65,

eletroporagao, imunogenicidade.



Lima, MR Evaluation of safety and immunogenicity of the
vaccine candidate for tuberculosis control pVAX-hsp65 administered by
electroporation in cynomolgus monkeys (Macaca fascicularis). Rio de
Janeiro, 2012. Doctor [Sciense thesis in Clinic research in Infectious] — Instituto
de Pesquisa Evandro Chagas.

ABSTRACT

Tuberculosis is a chronic infectious disease caused by Mycobacterium
tuberculosis and was declared a public health emergency by World Health
Organization. Tuberculosis remains a worldwide health problem, partly because
infected individuals often refuse the long- treatment. Widespread vaccination
with BCG reduced the occurrence of severe forms of tuberculosis in children;
however, pulmonary tuberculosis in adult is the main cause of death
worldwide. To validate new vaccines for clinical use in human, preclinical tests
in animal model to reproduce human disease is necessary. Our mean goal was
to evaluated, the safety and immunogenicity of a new vaccine pVAX-hsp65,
administrated by electroporation in cynomolgus monkeys in three doses with
one month apart. Clinical analyzes were performed: Red and white blood cells
count, renal and liver functional test, evaluation of lymphocyte subsets (CD4,
CD8, NK, B lymphocytes, and myeloid and plasmacytoide dendritic cells),
markers for cell activation (HLA-DR and CD69), activation of cytotoxic granules
(granzyme B / perforin), cytokines (IFN-y, TNF-o, I1L-12, IL-10, IL-2, II-4, IL-5
and IL-6), proliferation (Ki-67) and anti-apoptosis (BCL-2) markers. The vaccine
proved to be safe, with no adverse effects related to the inoculation site and did
not induce liver or kidney dysfunction or hematological changes. The
vaccination did not convert the tuberculin skin test. We observed an
enhancement of central memory TCD4 lymphocytes which indicates cell
activation. The preferential induction of plasmacytoide dendritic cells was
transient. The profile of cytokines generated after vaccination was preferentially
induced by IFN-y expression in NK cells, showing a tendency to increase in
TCD4" and CD8" cells, which would lead to control of bacterial growth by
induction of a protective Th1 response. The robust immune response observed
may either be controlled by secretion of TNF-a and IL-6 that are able to

modulate the granuloma maturation and mycobacteria elimination. Thus, our



results indicates that the pVAX-hsp65 vaccination, was able to induce a

peripheral protective immune respose in cynomolgus monkeys.

Key-words: vaccine, tuberculosis, DNA-hsp65, cynomolgus monkey,
eletroporation, immunogenicity.
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1-Introducdo




1- INTRODUGAO

1.1- A TUBERCULOSE COMO UM PROBLEMA DE SAUDE

PUBLICA

A tuberculose (TB) é uma doenga infecciosa crbnica causada pelo
Mycobacterium tuberculosis. A doenga foi declarada emergéncia em saude
publica mundial pela Organizagao Mundial de Saude (WHO/OMS), na qual
prevé que um bilhdo de individuos serao infectados, com 35 milhdes de mortes
causadas por TB até 2020. A TB persiste como um problema de saude
mundial, em parte, porque os individuos infectados, muitas vezes, ndao aderem
ao longo tratamento de forma devida. Isto é particularmente verdadeiro em
paises em desenvolvimento, onde ocorrem mais de 95% das infecgdes. A néo
adesao ao tratamento tem contribuido para a pandemia em vigor, aumentando
a probabilidade de transmisséo e sustentando o desenvolvimento de cepas de
M. tuberculosis multi-droga resistentes (MDR) a rifampicina e a isoniazida,
medicamentos de primeira linha contra a TB. Desde a descoberta das cepas
MDR-TB na década de 1990, o padrao de resisténcia da TB tem evoluido, e,

com isso, cepas resistentes a ambos os farmacos, tanto de primeira quanto de



segunda linha, foram identificadas (WHO, 2008). O primeiro quimioterapico
para o controle da TB foi introduzido entre os anos de 1940 e 1950 na forma de
acido para-aminosalicilico, estreptomicina e antibiéticos orais, como a
isoniazida e a rifampicina, que ainda permanecem o0s principais agentes
usados para o tratamento da TB. Individuos com TB latente e TB ativa podem
em sua maioria serem efetivamente tratados, no entanto, o bacilo pode adquirir
resisténcia as drogas, sendo assim, necessaria a combinagdo de regimes
quimioterapicos.

Segundo a OMS, 32% da populagdo mundial esta infectada com o M.
tuberculosis e, portanto, com maior risco de adoecer por reativacio e, também,
por infeccdo exdégena. Entre os anos de 1850 e 1950, um bilhdo de pessoas
faleceram em decorréncia da TB. Somente no ano de 1996, mais pessoas
morreram vitimadas pela TB do que em qualquer ano da historia mundial
(WHO, 2005). De acordo com OMS, 1,7 milhdo de homens, mulheres e
criangas morreram em decorréncia da doenca em 2009, com mais de 9,4
milhdes de novos casos registrados (WHO, 2010). Esta epidemia global
continua a devastar populagdes pobres e marginalizadas em todo o mundo,
sendo a segunda doenga infecciosa com mais vitimas fatais, perdendo apenas
para a HIV/Aids. A TB ocorre mais frequentemente na adolescéncia e na idade
adulta (15-49 anos), afetando os segmentos mais produtivos da sociedade,
induzindo a um 6nus substancial sobre as economias nacionais (Moradi et. al.,
2012).

A meta estratégica na redugao da transmisséo, morbidade e mortalidade
da TB (a0 mesmo tempo minimizando o risco do desenvolvimento de

resisténcia aos medicamentos) fazem parte de um esforco geral para a



reducdo da morbidade e mortalidade relacionadas ao HIV. Para se alcancgar
estas metas, sao necessarios esforgos para a implementagao de intervengdes
de eficacia comprovada, pesquisas para determinar como programar estas
intervengdes e monitorar o seu impacto, bem como a elaboragdo de novas
intervengdes, incluindo as especificas no controle da tuberculose (por ex:
vacinas mais eficazes, melhores métodos de diagnéstico, de abordagens, de
prevencao e tratamento). Ha uma preocupagao crescente em relagdo ao uso
de organismos vivos em individuos imunocomprometidos, fato especialmente
agravante na co-infecgao TB-HIV. Com isso, o descobrimento de novas drogas
e de vacinas candidatas contra TB deverdo ser uma das preocupacgoes
prioritarias dos programas de HIV/Aids (WHO, 2002).

Na tentativa de desenvolver uma vacina, Albert Calmette e Camille
Guérin atenuaram isolados de M. bovis, obtendo, entre os anos de 1906 e
1919, o Bacille Calmette Guerin (BCG), através de passagens sucessivas em
meios de cultura. A vacina BCG foi testada pela primeira vez em humanos em
1921 e a primeira imunizacdo em massa foi realizada em individuos com
resultados negativos ao teste PPD (derivado protéico purificado de M.
tuberculosis) na Polénia em 1948. Apds a Segunda Guerra Mundial o uso da
BCG foi amplamente divulgado em varios paises, estimulado pela UNICEF,
Scandinavian Red Cross Societies e OMS (Palmer et al., 1958, Ten Dam,
1984).

A vacina BCG tem feito parte do programa da OMS de expanséo da
imunizagao infantil desde 1974, sendo administrada logo apds o nascimento,
em paises com alta carga de incidéncia de casos da doenga (WHO, 2004). A

BCG permanece como a unica vacina licenciada contra a TB, sendo a mais



antiga vacina em uso, porém sua eficacia € incerta. Depois de varios estudos,
verificou-se que a sua eficacia variava de zero a 80% entre as diferentes
populagdes do mundo submetidas a vacinagado (Rodrigues et al., 1993). Varias
razdes tém sido propostas para explicar e entender estas diferencas
observadas. Elas poderiam estar relacionadas com: a variabilidade genética
entre as diferentes cepas; a delecdo de genes essenciais para a formacao da
imunidade protetora; a viruléncia do bacilo da TB em diversas regides;
diferencas genéticas e nutricionais das populagdes infectadas; baixa resposta
das células TCD8 apesar de uma boa resposta de células TCD4; exposicado as
micobactérias ambientais atipicas; infecgdes crénicas por helmintos interferindo
na resposta imunoldgica; a variagdo nos métodos de imunizagao; e,
possivelmente, com o emprego de diversas metodologias para coleta dos
dados e analise dos resultados (Frappier et al., 1971, Ten Dam, 1984;
Rodrigues et al., 1993; Rowland & McShane, 2011).

A ampla vacinacdo com a BCG reduziu a ocorréncia das formas mais
graves de TB, isto é, a TB meningea e formas disseminadas da TB em
criancas (OMS, 2004). Porém, a forma adulta pulmonar é responsavel pela
principal causa de morte de TB no mundo (Rodrigues et al., 1993). N&o
obstante, o uso da BCG resulta na conversao ao teste de reacdo intradérmica
com PPD em muitas pessoas. A duracao desta hipersensibilidade é variavel e
diminui com o tempo. Em alguns programas de vacinagdo, o teste PPD
negativo € um indicador de revacinagdo com a BCG, porém, ha uma pobre
correlacao entre a conversao ao teste e a protecdo imune ao M. tuberculosis, e

também, ndo ha evidéncia de que a diminuicdo da sensibilidade ao teste PPD



esteja associado com diminuicdo da resposta imune do hospedeiro (WHO,
1995; Rodrigues et. al., 2005; Roth et. al., 2010).

A vacina BCG tem sido bem tolerada com histéricos de seguranca de
mais de 80 anos e com estimativa de mais de 100 milhdes de doses
administradas a cada ano. As complicagdes com a vacinagao com a BCG sao
extremamente raras. Reagdes locais (ulceragdes graves e linfadenite regional)
ocorrem numa propor¢cao de menos de 1/mil individuos e a doencga fatal
causada pela BCG acomete menos de 2/1 milhdo de vacinados (WHO, 2004).
A maioria das complicagdes ocorre em individuos imunocomprometidos, sendo
a imunizacao, com a BCG, contra indicada pela OMS em pessoas infectadas
com o HIV (Hesseling et. al, 2007).

A vacina BCG provoca primo-infeccdo artificial, ocasionada por bacilos
nao-virulentos, com o objetivo de que esta infecgao artificial contribua para
aumentar a resisténcia do individuo em face de uma infecgao ulterior, causada
por bacilos virulentos. A vacina BCG brasileira é reconhecida como de alta
qualidade pelos laboratérios internacionais. No Brasil, seu uso demonstrou a
eficiéncia da vacinagdo, com o minimo de reag¢des indesejaveis, s6 raramente
induzindo complicacbes sistémicas e fatais que, quando ocorrem, quase
sempre estdo associadas com imunossupressao. As contra-indicagdes do uso
desta vacina sao: imunodeficiéncia congénita ou adquirida; neoplasias
malignas; individuos em tratamento com corticosteréides em dose elevada ou
submetidos a outras terapias imunodepressoras (quimioterapia antineoplasica,
radioterapia, etc.), e gravidas (WHO, 2008).

Uma série de dados mostra ainda que: (i) o BCG viavel foi detectado em

pacientes infectados pelo HIV; (i) o uso desta vacina impede o emprego



subsequente de testes de sensibilidade cutanea para detectar a tuberculose-
infeccao, interferindo com uma importante ferramenta de diagndéstico em alguns
paises; (iii) em contraste com o BCG viavel, o BCG morto ou antigenos
purificados conferem pouca protecdo imunolégica mesmo quando inoculados
em altas concentragdes ou juntamente com adjuvantes (OMS, 1995). Por
esses motivos tem-se evitado em diversas partes do mundo a utilizacdo do
BCG como vacina, neste sentido, uma série de pesquisas estdo em
desenvolvimento para se encontrar uma vacina substituta. Considera-se que a
vacina ideal deva possuir um elevado efeito protetor contra TB e com menor
variagao de eficacia, superando esta e outras deficiéncias anteriormente

descritas acerca da vacina BCG.

1.2 - RESPOSTA IMUNE AO Mycobacterium tuberculosis

O M. tuberculosis € um bacilo intracelular aerdbico e tem tropismo pelo
tecido pulmonar devido ao aporte de oxigénio. Assim, o bacilo penetra no
organismo através das vias respiratérias e dissemina-se pelos 6rgaos linfaticos
ou pelo sangue. A primeira defesa contra o M. tuberculosis é a fagocitose
realizada pelos macroéfagos alveolares, células com potencialidade microbicida
capazes de destruir a maioria das bactérias patogénicas. Entretanto, os bacilos
possuem habilidade de persistir e de se replicar em microambientes hostis.
Uma das estratégias do bacilo inclui a inibicdo da fusdo do endosomo ao

lisossomo, inibindo a acidificagcdo (Schlesinger, 1993). A ingestdo da



micobactéria induz rapida resposta inflamatoria que resulta no acimulo de uma
variedade de células e, com o tempo, a formagao de granulomas. A infeccao é
contida com sucesso, podendo eventualmente calcificar. Contudo, se a
resposta imune nao for adequada, o granuloma aumenta em tamanho e
celularidade. Eventualmente, a célula infectada morre por hipdxia levando a
necrose, € a persisténcia causa destruicdo tecidual com formacgao de
cavidades no parénquima pulmonar, gerando os sintomas de TB (Riley et al,
1959; Dannenberg & Rook; 1998; Cooper, 2009).

A maioria dos individuos desenvolve uma infecgao latente, resultando na
contencao do bacilo em um ambiente de hipdxia, a qual pode ser reativada em
qualquer periodo da vida, principalmente, sob condicdes de estresse ou
imunossupressado. Os individuos com infecgao ativa, ao tossir ou espirrar,
eliminam os bacilos, que por sua vez, podem permanecer por algum tempo no
ambiente, por serem resistentes a dissecacao, possibilitando a transmissao da
doenca a outro individuo. Entretanto, o estabelecimento da infecgcao depende
ainda do numero de bacilos inalados, da duragdao da exposi¢cdo ao bacilo, da
viruléncia da cepa, além das condigdes imunolégicas e caracteristicas
genéticas do individuo exposto (Willians, 2006)

Componentes da parece celular das micobactérias, como
lipoarabinomanana (LAM), glicolipideo fendlico (PGL-l) e proteinas de choque
término, como a hsp65, também atuam na inibicdo dos macrofagos. Estes
componentes, além de inibirem a agao dos radicais intermediarios de oxigénio
(RQOI), (Cham et al., 1991), diminuem a produgédo de citocinas inflamatérias
(Silva et al., 1993), induzindo a liberagdo de fatores imunossupressores da

resposta imune, como o TGF- e a IL-10 (Bermudez, 1993).



A interagcdo do patégeno com células dendriticas (DC) e macréfagos é
dada inicialmente por uma via inata de reconhecimento, incluindo membros da
familia de receptores Toll (TLR) (Trinchieri & Sher, 2007), DC-sign, receptores
de manose, receptores scavenger (Ernst, 1998), receptores para a porgcao Fc
de imunoglobulinas, de complemento (CR3) (Schlesinger et.al, 1993), de
proteinas surfactantes e CD14. Este é o primeiro passo do encontro da
micobactéria com o sistema imune e sua invasao nas células-alvo. A ligagao ao
receptor de manose também tem sido sugerida como uma possivel rota
"segura" de entrada para as micobactérias, facilitando sua sobrevivéncia
intracelular (Dheda et. al, 2010).

Os macréfagos infectados com o M. tuberculosis, preferencialmente,
secretam citocinas pré-inflamatérias, incluindo TNF-a, IL-1 e IL-6 (Hickman et
al. 2002; Dheda et. al, 2010). Estes macréfagos também secretam
quimiocinas, como IL-8, RANTES e MCP-1 (revisado por Peters e Ernst, 2003)
que ajudam no recrutamento de linfécitos para o sitio de infeccdo e,
consequentemente, a formagao de granuloma, levando assim, a contengéo das
micobactérias. Além disso, macrofagos infectados podem secretar IL-10, ao
invés de IL-12, o que poderia atuar na supressao das respostas do tipo Th1
(Hickman et al, 2002). A IL-10 também pode inibir a expressdo de moléculas do
Complexo de Histocompatibilidade Principal Il (MHC-II) na superficie da célula,
0 que, por sua vez, dificulta a respostas de células T CD4 (Belkaid & Tarbell,
2009). A reduzida capacidade dessas células na sinalizagdo e ativagdo das
células T, combinado com o recrutamento de células para a formacdo do
granuloma, pode ajudar na persisténcia das micobactérias dentro do

hospedeiro. Contudo, sabe-se que a estimulacdo de macréfagos por outros



componentes da resposta imune, tais como IFN-y ou TNF-o, pode melhorar
sua atividade microbicida e esta associada com a redugao da secrecao de IL-
10 (Mora & von Andrian, 2006).

A ativacdo de TLR-2 ou TLR-4 induz a produgdo inicial de IL-12,
moléculas co-estimulatorias (CD80 e CD86) e TNF-a, estimulando os
diferentes subtipos de fagocitos (Cooper et al, 1997, Verreck et al., 2009). A
citocina IL-12, subsequentemente, leva a produgcdo de IFN-y pelas células
natural killer (NK) na fase inicial da resposta imune (Janeway & Medzhitov,
2002), e tem um papel chave levando a ativacao, diferenciagdo e expansao de
células Th1 especificas, que s&o as principais fontes de IFN-y durante a
resposta imune adaptativa (Abbas et al., 1996; Cooper, 2009).

Os macréfagos tém multiplos papéis na TB, incluindo processamento e
apresentacao de antigenos, e também, agindo como células efetoras. Entre as
principais fungbes da agao antimicrobiana dos macrofagos estdo produgao de
enzimas lisossomais, a geragao de ROI, a producdo de intermediarios de
nitrogénio (RNI) e a apoptose. A produgdo de ROI tem importante papel
durante a infecgao inicial. Contudo, o M. tuberculosis desenvolveu estratégias
para escapar dos mecanismos por morte oxidativa, como a producao de
catalases e superdxido dismutase que degradam os ROI (Cole et al., 1998;
Purdy, 2011).

Outro tipo celular de grande importancia para a defesa contra o M.
tuberculosis sdo as DC, pois participam da geragédo primaria de resposta por
células T contra infecgdo micobacteriana (Zhou & Tedder, 1996; Langenkamp
et al., 2000). Elas se originam na medula éssea derivada de precursores tanto

mieldide quanto linféides. As DC sao uma populagao presente na maioria dos
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tecidos, como traquéia, pele e intestino, onde sua fungdo é a absorgdo de
antigenos e, apdés migracao para os linfonodos de drenagem, a apresentacao
do antigeno processado. Possuem a capacidade de absorver os antigenos por
algumas rotas, estas incluem a endocitose por clatrina, cavéolas,
micropinocitose ou fagocitose, dependendo do estagio de maturacéo da célula.
Altos niveis de expressao do MHC de classe Il e de uma série de moléculas co-
estimulatdrias, que incluem CD80, CD86 e CD40, contribuem para a eficiéncia
das DC como células apresentadoras de antigenos (Banchereau & Steinman,
1998; Harding & Boom, 2010).

As DC infectadas tém habilidade aumentada em ativar células T CD4"
naive contra antigenos internalizados. A expressao de moléculas de MHC de
classe | € também aumentada apods a infeccdo com BCG ou M. tuberculosis
(Liu et al., 2000), sugerindo que as DC também tém papel na ativagdo de
células T CD8" contra antigenos peptidicos micobacterianos. Este achado
confirma que as DC sdo as principais células apresentadoras de antigeno
(APC) para a geracdo de resposta especifica de células T CD8" contra
antigenos micobacterianos, e estas células sdo ageis na lise de macrofagos
infectados, contribuindo para o controle da infec¢do (Neumann et al., 2000,
Winau et al., 2006).

A resposta imune inata, mediada por DC contra antigenos
micobacterianos auxiliam na polarizagao e diferenciagao de células T para os
fendtipos Th1 ou Th2. Isto estd ligado a capacidade das DC em produzir
citocinas como a IL-12 que aumenta a secregao de IFN-y por células NK e

linfécitos T(Demangel & Britton, 2000; Lande et al, 2003).

11



A resposta especifica contra o M. tuberculosis envolve cédulas T CD4" e
CD8" (Serbina & Flynn, 2001; Serbina et al., 2001, Saunders et al., 2002), bem
como células descritas como nao convencionais (células Tyd e TCD1 restritas).
Uma segunda via de reconhecimento das fracbes antigénicas do M.
tuberculosis é realizada através dos receptores ligados ao MHC Il por células T
CD4". Estas células tém como funcéo efetora primaria a produgéo de IFN-y e
outras citocinas pro-inflamatorias capazes de ativar macréfagos (Caruso et al.,
1999; Boom et al., 2003). As células T CD4" desempenham um papel
importante no auxilio as células B e T CD8". E descrido que o IFN-y é essencial
para a protecdo contra o bacilo (Flynn et al., 1993), sendo produzido por
células T CD4", T CD8" e células NK (Fenton et al., 1997). A importancia do
IFN-y € demonstrada pela alta suscetibilidade a infeccdo micobacteriana
observada em pacientes com deficiéncia de receptores para IFN-y (Altare et al.,
1998). O principal papel do IFN-y e outras citocinas do tipo Th1 & a resposta
anti-micobacteriana pela ativacdo de macréfagos e propriedade de
recrutamento celular (De Libero et al., 1988, Howard & Zwilling, 1998; Cooper,
2009).

As células T CD8" reconhecem peptideos micobacterianos apresentados
através de MHC | e o envolvimento destas células na protegdo imune contra a
TB € conhecido ha algum tempo (Orme et al.,, 1996, Tan et al., 1997,
Lewinsohn et al.,, 1998). Estas células possuem fungdo citotoxica sobre
macrofagos infectados, controlando, dessa forma, a infec¢do através da
liberagdo de granulos de perforinas e granzimas e pelo receptor de morte
celular Fas-L (Oddo et al.,1998, Boom et al., 2003). Além disso, estas células

possuem a capacidade de secretar citocinas, como IFN-y e IL-4, importantes na
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regulacéo do balango entre as células Th1 e Th2 nos pulmdes de pacientes
com TB pulmonar (Stenger et al., 1998; Kauffman, 2006; Cooper 2009).

Outra citocina também importante € o TNF-a, produzida inicialmente por
macrofagos em resposta ao estimulo de TLR, mas que também pode ser
produzida por células T, B e NK (Flynn et al., 1993, Ehlers, 2003). O TNF-a
estimula a expressao de moléculas de adesao, quimiocinas e seus receptores,
bem como participa da formacdo de granulomas nos tecido infectados. Esta
citocina também esta envolvida na resposta imunopatologica, sendo o principal
fator de destruicdo do tecido pulmonar (Prabha et al., 2003).

A citocina IL-10 € habil em diminuir a atividade de células T CD4 e T
CD8". Além disso, a presenca de IL-10 induz a uma diminuicdo das vias de
apresentacao de antigenos, com regulagdo negativa da expressdo de
moléculas co-estimulatérias, expressas em monécitos e macréfagos (De la
Barrera et al., 2004). Sendo assim, a secreg¢ao de citocinas antiinflamatérias
como a IL-10 por DC e macréfagos € responsavel pela infeccao e pela
auséncia de sinais transmitidos por TLR 2 (Jang et al., 2004).

A destruigao tecidual na TB ndo é gerada unicamente pela atividade do
bacilo. A natureza imunopatolégica € um ponto crucial no entendimento tanto
da sobrevivéncia do hospedeiro quanto da bactéria. O estudo da resposta
celular a infeccdo pelo M. tuberculosis € de grande importancia para o
desenvolvimento de uma nova vacina. A elucidacdo da interacido hospedeiro-
patdgeno durante a doenga € um processo determinante no desenvolvimento
de novas opgbes de tratamento antimicobacteriano. A descoberta de novas

estratégias para inibir a patogénese da micobactéria e promover o aumento da
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resposta do hospedeiro contra esse microrganismo é fundamental para diminuir

a crise global da TB.

1.3 - ESTRATEGIAS PARA O DESEVOLVIMENTO DE VACINAS CONTRA A

TUBERCULOSE

Um esforgo amparado pela OMS chamado Global Plan to Stop TB visa
promover o desenvolvimento e adogao de novos testes de diagnéstico para a
TB, criacdo de medicamentos e novas vacinas para alcancar a meta de
eliminar a doenga em longo prazo. Esta eliminagao é definida como menos de
um caso de TB por milhdo de individuos (GPS-TB 2011-15). Porém, grandes
desafios se colocam no caminho desse objetivo, mas o progresso esta sendo
feito. Antes do ano 2000 poucos trabalhos estavam sendo realizados visando o
desenvolvimento de novas vacinas contra a TB, no entanto, varias estdo sendo
desenvolvidas, onde atualmente, dez vacinas estdo em ensaios clinicos
(Kaufmann, 2011) (tabela 1).

A pesquisa para o desenvolvimento de uma nova vacina que tenha uma
eficacia modesta, porém mais eficaz do que a atual BCG contra a TB pulmonar
no adulto, devera reduzir significativamente tanto o impacto da saude quanto
0s encargos econdmicos da doenga (Kaufmann, 2011).

Embora o objetivo de introduzir uma nova vacina para TB seja
improvavel de acontecer nos proximos cinco anos, ha razdo para se ter

otimismo em relagdo ao eventual sucesso das pesquisas. O fato é que, a
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resposta imune orquestrada contra o M. tuberculosis, em pessoas saudaveis,
protege aproximadamente 90% dos individuos infectadas com o bacilo,
demonstrando que essa resposta € suficiente para conter a infecgdo. O
completo entendimento desta resposta pode auxiliar na construcdo de uma
nova vacina. Estes individuos desenvolvem uma infecgao latente caracterizada
pelo teste positivo ao PPD, mas sem a progressao da doencga ativa (Dye et. al.,
1999; Pawlowski et. al., 2012). Contudo, tanto a reativacao da infeccao latente
quanto a reinfecgdo com o M. tuberculosis, apés o sucesso de um tratamento,
sugere que a resposta imune ao patdégeno € complexa e que vacinas contra a
TB devam ser desenvolvidas para as diferentes populacdes considerando o
background genético dos individuos.

As pesquisas em TB na década de 90 foram dirigidas pela revolugao
genbmica e pelos avangos na area da imunologia. O principal progresso no
entendimento da patogénese das micobactérias foi através do sequenciamento
completo do genoma da M. tuberculosis H37Rv por Cole et al. (1998) e do
desenvolvimento de ferramentas para delecdo e troca de genes entre
micobactérias (Glickman & Jacobs, 2001). Paralelamente, a tecnologia de
genes knockout foi fundamental para o discernimento da resposta imune
adaptativa na modulagao da resposta a TB (Kaufmann, 2001). Estes avancgos
tém tido impactos diretos no desenvolvimento de novas vacinas.

A partir de dados com experimentacdo animal, as vacinas tém tido
eficacia em induzir a ativagédo de células T multifuncionais, ou seja, células que
podem responder as antigenos especificos através da produgdo concomitante
de varios tipos de citocinas (por exemplo, IFN-y, IL -2 e TNF-a). Embora o

papel da imunidade da mucosa na prevencao da infecgdo pulmonar ainda é
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controverso, varias vacinas tém por objetivo induzir respostas locais apds a
administragcdo por via aerossol. Portanto, o desenvolvimento de uma nova
vacina tem o objetivo de induzir uma potente resposta Th1 com produgao de
IFN-y dentro de um contexto de células T multifuncionais, e com uma
especificidade dirigida a antigenos com alta capacidade imunogénica (Lambert
2010).

Como as vacinas precisam ser desenvolvidas para recém-nascidos,
adolescentes e adultos, cada um destes grupos requer consideragdes
especificas relacionadas com a maturidade do sistema imunoldgico, e
imunidade pré-existente a antigenos micobacterianos (aumentando apos a
vacinagao primaria com BCG), incluindo aquela que foi conferida pelas mées
aos recém-nascidos. Os ensaios para avaliar a protecao e eficacia de vacinas
contra a infeccdo por M. tuberculosis sdo caros e exigem um aprimorado
levantamento clinico em areas de alta endemicidade do bacilo. Alteragdes do
estado imunoldgico do individuo podem afetar a seguranga da vacinagédo, a
protecdo induzida pela vacina e a possibilidade de avaliar, posteriormente, a
imunidade conferida pela imunizagdo. Como as areas de alta incidéncia de TB,
na maioria das vezes, sdo também areas com altas taxas de infecgéo pelo HIV-
1 (Mansoor et al., 2009), a co-infeccao pelo HIV deve ser considerada na
escolha de futuras campanhas de vacinagao. Da mesma forma, a co-infecgao
por helmintos, que estimulam a liberagdo de citocinas do tipo Th2, pode ser
considerada como um grande obstaculo, pois altera o status imunolégico do
individuo e a sua resposta frente as vacinas contra TB (Tristao-Sa et. al., 2002;

Elias et. al., 2008).
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Uma nova vacina contra TB pode ser profilatica e/ou terapéutica. A
vacina profilatica seria ideal pela seguranca pré ou pds-exposicao ao M.
tuberculosis e efetiva na prevencao da doenca primaria, na infecgao latente e
reativagcdo da infeccao latente. A vacina terapéutica seria considerada eficaz
em diminuir o curso da infeccdo ou aumentar a resposta a quimioterapia.
(Rowland s McShane, 2010).

Diversas estratégias tém sido utilizadas para a obtencdo de novas
vacinas contra a TB. Dentre elas, podemos citar o desenvolvimento de vacinas
baseadas em microrganismos modificados carreando antigenos autélogos ou
heterélogos, de subunidade baseada em antigenos recombinantes ou
purificados, e as vacinas de DNA. Algumas vacinas candidatas sdo baseadas

tanto na melhoria da BCG, através da adicdo de genes relevantes, ou na

atenuacao de M. tuberculosis, através da eliminagdao de viruléncia ou outros

genes essenciais.

Tabela 1: Vacinas candidatas para o controle da Tuberculose em Fase Clinica

Vacinas

Descrigao

Status

Vacinas candidatas a substituirem o BCG ou como Priming

rBCG30 (UCLA, Aeras)

BCG recombinante que expressa o AgBsB

Fase | completa

rBC GAUreC:Hly; VPM-1002 (Max Planck Institute, VPM) BCG recombinante que perfura o endossomo Fase I/l
BCG recombinante que perfura o endossomo e expressa os antigenos

AERAS-422 rBCG (Agras) AgB5A, AgB5B e Rv3407 Fasel

Vacinas candidatas com Boost

MT2 +AS01 (GSK, Aeras) Proteina de fusdo, Mtb 39 + Mth 32, com adjuvante AS01 Fase Il

WMVABSA (Oxford, Emergent Biosolutions, Wellcome Trust, Areas) Vetor Vaccinia expressando AgdsA Fase lIB

AERAS-402/Ad35 (Crucell, Aeras) Vetor Adenovirus expressando Ag85A, 858, e 104 Fase 1B

Ad AgB5A (McMaster University) Wetor Adenovirus expressando AgB5A Faszel

Hybrid-1 +1C31 (Staten Serum Institut, Intercell) Prateina recambinante de fusdo AgdbB+ESAT-6 com adjuvante IC31 Fasel/ll

Hybrid-1 + CAF01 (Staten Serum Institut) Proteina recombinante de fusdo AgB5B+ESAT-6 com adjuvante CAF01 Fasel

Hybrid-4/AERAS-404 +1C31 (Staten Serum Institut, Sanofi-Pasteur,

Intercell, Aeras) Proteina recombinante de fusdo AgB5B+TB10.4 com adjuvante IC31 Fasel
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1.3.1 — Vacinas candidatas para o controle da tuberculose

1.3.1.1 Vacinas com micobactéria viva atenuada

A justificativa para o desenvolvimento de vacinas vivas micobaterianas
atenuadas é baseada na eficacia ja conhecida conferida pela BCG contra as
formas graves da doenga. Como a BCG induz prote¢do duradoura contra a TB
em algumas regides, este fato pode ser plausivel para reforcar esta protecéo
com modificagdes na vacina ja existente. Algumas destas vacinas, ditas como
recombinantes, ja estdo em fase clinica e super expressam antigenos
imunodominantes. Estas vacinas visam melhorar a indugcdo da resposta de
células TCD8 especificas. Uma abordagem alternativa € a utilizagdo de M.
tuberculosis vivo atenuado, uma vez que o perfil antigénico é diferente da BCG
(Rowland & McShane, 2011).

Uma das estratégias para melhorar a eficacia da vacina € a expressao
de antigenos, geralmente imunodominantes, do préprio bacilo da TB para a
clonagem do BCG, utilizando a engenharia genética. A capacidade de
manipular geneticamente a BCG tem permitido o desenvolvimento de linhagens
recombinantes que podem ser mais eficazes do que as cepas existentes, e
varias estratégias para o desenvolvimento de novas cepas tém sido estudadas
nos ultimos anos.

Horwitz et al. produziram uma cepa BCG (rBCG30) que super expressa
o antigeno 85B, uma proteina altamente imunogénica, que, em modelos
murinos e cobaios, se mostrou melhor na prote¢cdo quando comparada a BCG

convencional (Horwitz et. al., 2000; Horwitz et. al., 2003). O Ag85B é uma
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proteina secretada pelo M. tuberculosis e pela BCG. Esta possui atividade de
micolil-transferase, requerida para a sintese da parece celular das
micobactérias (Horwitz et al., 2003). Estudos com o BCG expressando o Ag85B
demonstraram a indugdo de uma resposta protetora em animais quando
desafiados, por via aerosol, com M. tuberculosis (Horwitz et al., 2000, 2005). Ja
em fase clinica |, a rBCG30 foi bem tolerada e com uma boa segurang¢a quando
comparada a BGC convencional. Houve proliferacdo de células T especificas
para o Ag85B e aumento de IFN-y nos voluntarios estudados (Hoft et. al.,
2008).

A vacina BCG recombinante AERAS-422 combina duas estratégias
importantes através da expressédo de perfringolisina O, uma citolisina que €&
capaz de fazer com que a micobactéria escape do endossomo, e a super
expressdo de antigenos imunodominantes de M. tuberculosis como 85A, 85B e
Rv3407 (Sun et. al., 2009). Esta BCG recombinante foi segura em
camundongos imunodeficientes e a vacinagdo em camundongos C57BL/6
demonstrou aumento da resposta imune e uma alta sobrevida nos animais
desafiados com M. tuberculosis, quando comparados com a vacinagao com a
BCG parenteral. A fase clinica | em humanos saudaveis é o préximo objetivo
do estudo nos EUA (www.aeras.org/portfolio).

Outra estratégia foi realizada pelo grupo do Dr. Kaufmann, onde
produziram uma cepa de BCG recombinante (rBCGA4ureC:hly+) que tem duas
caracteristicas principais: 1) capacidade de secretar listeriolisina, uma citolisina
da bactéria Listeria monocytogenes que forma poros na membrana dos
fagossomos; 2) nado tem capacidade de bloquear a acidificagcdo dos

fagossomos, como resultado da delegdo do gene da urease (Hess et. al., 1998;
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Grode et. al.,, 2002). Esta vacina mostrou-se mais eficaz do que a BCG em
um modelo murino (Grode et. al., 2005), ressaltando o potencial de uma
estratégia que visa inibir a evasdo da micobactéria do sistema imune. A fase
clinica |, onde se avalia a seguranga e imunogenicidade, com esta abordagem
vacinal, ja foi concluida e a préxima etapa esta em curso em estudo na Africa
do Sul. Disponivel nos links: http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01113281 e

http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00749034

1.3.1.2 Vacinas de subunidades

A possibilidade de se utilizar fragdes purificadas de antigenos sintéticos,
no lugar de microrganismos atenuados, tem contribuido para aumentar a
estabilidade e seguranca das vacinas. Entretanto, este aumento da segurancga
vem acompanhado de uma diminuicdo da capacidade do imunégeno de
estimular a resposta imune efetiva. Uma alternativa para minimizar tal problema
seria a utilizacdo de adjuvantes (Bomford, 1989).

A identificagao e caracterizacao do filtrado de cultura de M. tuberculosis
no inicio dos anos 90 e da constatacdo de que alguns desses antigenos sao
altamente imunogénicos, foi fundamental para a testagem de vacinas baseadas
em proteinas. A justificativa parao desenvolvimento de umavacina de
subunidade para a TB é a indugdo de uma resposta do tipo Th1 contra
antigenos que sao secretados pela micobactéria nas etapas iniciais da
infeccao, resultando numa rapida e eficaz mobilizagao de células T no local,
podendo, com isso, conter a infecgao e reduzir o risco do desenvolvimento da

tuberculose ativa. Os trabalhos iniciais de Pal & Horwitz (1992) mostraram que
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era possivel induzir, em camundongos, uma resposta antigeno-especifica que
poderia controlar parcialmente o crescimento da bactéria in vivo. Esses
achados foram melhorados ap6s a conclusdo da sequéncia do genoma do M.
tuberculosis, com a identificagdo de mais antigenos imunogénicos (Cole et al.,
1998).

Na ultima década, varios destes antigenos foram identificados. Entre os
mais importantes estdo os antigenos ESAT-6 e CFP10, que sdo codificados
pela regido RD1, além dos antigenos 85B e MPT64 (Delogu & Fadda, 2009).
Estas vacinas sdo designadas, muitas vezes, para impulsionar a resposta
induzida pela BCG, primariamente, possibilitando respostas especificas ao
M.tuberculosis. Todas as atuais vacinas candidatas protegeram camundongos
€ cobaios quando comparados com a BCG. Varias tém se mostrado também
serem protetoras em primatas ndo humanos (Langermans et. al., 2005; Verreck
et. al., 2009).

Para aumentar a capacidade de produgdo em larga escala de multiplos
antigenos imunodominantes, diferentes vetores estdo sendo testados, como os
vetores virais poxvirus, adenovirus e o virus modificado vaccinia Ankara
(MVA). A vacina MVA85A é uma vacina de subunidade com vetor viral MVA
carreando o antigeno micobacteriano 85A (Mcshane et. al., 2001). Esta vacina
tem sido avaliada em fase clinica | em adultos saudaveis na Inglaterra desde
2002, incluindo individuos vacinados com a BCG e aqueles com tuberculose
latente (Mcshane et. al., 2004; Sander et. al., 2009). Estes dados prévios
levaram a vacina a fase clinica |l em populacdo da Africa do Sul, Gambia e

Senegal, demonstrando sua seguranga na administragdo em populagdes de
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alto risco, como adultos infectados com o HIV, coinfectados TB/HIV e criangas
(Brookes et. al., 2008; Scriba et. al., 2010).

Outra vacina de subunidade que utiliza um vetor viral (adenovirus tipo
35- Ad35 nao replicante) é a AERAS-402. Esta vacina é capaz de expressar
uma proteina de fusdo com os antigenos 85A, 85B e TB10.4. A vacina AERAS-
402 foi capaz de induzir protegdo em camundongos desafiados com M.
tuberculosis, através da producao de células TCD4 e TCD8 produtoras de IFN-
Y, imunizados tanto por via intramuscular quanto por via intranasal (Radosevic
et. al., 2007). Durante o ensaio clinico de fase |, a vacina AERAS-402 induziu
células TCD4 multifuncionais e produgdo de IFN-y por células TCD8 em
resposta ao estimulo com os antigenos vacinais (Abel et. al., 2010). Esta
vacina esta atualmente em fase clinica Il, sendo testada em adultos vacinados
com BCG, HIV positivos e criancas. Informacdes disponiveis no link abaixo:
http://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT01017536

A vacina Ad5Ag85A consiste em expressar o Ag85A em adenovirus do
tipo 5 néo replicante. Foi demonstrado em modelo murino e cobaios que a
administragcao da vacina Ad5Ag85A por via intranasal, mas nao intramuscular,
foi capaz de proteger melhor estes animais do que a BCG, e ainda, sua
capacidade protetora foi aumentada quando administrada apés uma prévia
imunizagdo com a BCG (Wang et. al., 2004; Xing et. al., 2009). Esta vacina
esta em fase clinica |, no entanto, a utilizacdo de Ad5 como vetor esta sendo
amplamente questionado (Lasaro et. al., 2009). Este fato incide devido a um
estudo para uma nova vacina contra HIV utilizando Ad5 como vetor, sugerindo
uma tendéncia de aumento da infeccdo com o HIV em individuos com

anticorpos circulantes anti-Ad5 antes da vacinagao (Buchbinder et. al., 2008).

22



Além da utilizagdo de vetores vivos, as vacinas de subunidade podem
ser desenvolvidas com adicdo de adjuvantes, aumentando, assim, a reposta
imune celular. A vacina M72 consiste na formulacdo de uma poliproteina do M.
tuberculosis 72-KDa (fusdo de duas proteinas: Mtb32 e Mtb39) com o
adjuvante ASO2A (Skeiky et. al., 2004). A M72, administrada apds vacinacao
com a BCG, demonstrou ser eficaz no aumento da sobrevida de cobaios e
primatas ndo-humanos (Brandt et. al., 2004; Reed et. al., 2009). A vacinagao
foi bem tolerada em fase clinica | em individuos adultos saudaveis, induzindo
uma resposta antigeno-especifica de células TCD4 com a producgao de IFN-y e
IL-2 (Von Eschen et. al., 2009).

Igualmente em fase clinica | esta a vacina Hybrid-1 baseada na fus&o de
proteinas imunodominates como o Ag85B e ESAT-6 (Weinrich Olsen et. al.,
2001). A vacinagdo com Hybrid-1 e o adjuvante IC31 evidenciou uma resposta
protetora contra o desafio com o M. tuberculosis em camundongos e cobaios,
tanto neonatos quanto em animais adultos (Kamath et al. , 2008). A primeira
avaliacdo em ensaio clinico de fase | em adultos saudaveis foi associada a
sensibilidade local transitoria e resposta de células T antigeno-especificas. A
resposta de células T foi mantida por pelo menos dois anos (Van Dissel et. al.,
2010). A vacina Hybrid 1 também foi formulada com um novo adjuvante CAF01
(formulac&o de adjuvante catibnico), resultando em uma resposta duravel, com
formacéao de células Th1 multifuncionais e prote¢cao contra o M. tuberculosis em

camundongos (Kamath et. al, 2009).
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1.3.1.3 Vacinas de DNA

A vacina de DNA consiste de um plasmideo bacteriano, isto é, um
pequeno DNA circular capaz de se replicar em bactérias, contendo sequéncias
que codificam uma proteina antigénica e servindo como vetor para a mesma.
Os plasmideos utilizados como vacina de DNA possuem ainda outras
sequéncias, necessarias para a selegao e replicagdo em bactérias, além de
sequéncias especificas que permitem a expressdao génica em células
procarioticas e eucariéticas (Lima et al., 2001).

A imunizacao génica emergiu ha mais de dez anos atras, como uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de novas vacinas contra
diversos agentes infecciosos. Comparada com as vacinas de subunidade, a
producao e purificacdo de vacinas de DNA em geral possuem um custo menor.
As vacinas de DNA sao também simples no seu desenvolvimento e, por estas
razoes, tém sido utilizadas como modelo para teste de atividade protetora e
imununogenicidade aos antigenos de M. tuberculosis. Os antigenos que estéao
sendo testados sao, principalmente, as proteinas imunogénicas como ESAT-6,
MPT64, Ag85A/B, e MPT83, porém, outros antigenos tém promovido
resultados significantes como HSP-65 (Silva & Lowrie, 1994; Tascon et. al.,
1996; Silva, 1999) e KATG (Li et. al., 1999). A vacinagdo em camundongos
com vacina de DNA promoveu aumento significante da resposta imune
mediada por células com um mais amplo repertorio de células T quando
comparadas com vacinas de subunidade (Denis et. al., 1998). A vacinagao com
DNA forneceu protecdo mesmo em camundongos com deficiéncia de células

TCD4 (Derrick et. al., 2004), sugerindo a possibilidade de imunizagédo em
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individuos infectados com HIV, que possuem maior risco de desenvolver a TB
ativa.

O principal obstaculo das vacinas de DNA esta em face da sua baixa
imunogenicidade gerada em modelo animal maior, como primatas n&o-
humanos (Ulmer et. al., 2006), provavelmente, resultado da baixa transfeccao
dos plasmideos in vivo. Para tentar resolver esse problema, o uso da
eletroporacao in vivo tem sido introduzido nos testes em animais e humanos
(van Drunen Littel-van den Hurk & Hannaman, 2010; Sardesai & Weiner, 201),
além de formulagcdes como o seu encapsulamento em microesferas poliméricas
biodegradaveis. Os resultados demonstraram que o DNA pode ser
encapsulado nas microesferas de acido poli-latico e glicélico (PLGA) sem o
comprometimento da sua funcionalidade. Os estudos in vitro demonstraram
que células fagocitarias capturam as microesferas de PLGA, que por sua vez
liberam o DNA encapsulado, o qual dirige a sintese da proteina antigénica,
aumentando, assim, a imunogenicidade das vacinas de DNA (Lima, 2001; Lima

et. al., 2003).

1.3.1.4 Vacina DNA-heat shock protein 65kDa (DNA-hsp65)

As proteinas de choque térmico (HSP) sdo moléculas com alto grau de
conservagao entre as espécies, desempenhando importantes fungdes
biolégicas tais como dobramento e translocagcdo de proteinas, além da
montagem de complexos protéicos, sendo por isto, chamadas de chaperonas.

A sintese de HSP é aumentada para proteger células procariotas e eucariotas

25



de possiveis danos durante periodos de estresse causados por infecgoes,
inflamacdes ou eventos similares (Zugel & Kaufmann, 1999). A HSP esta entre
os antigenos que mais frequentemente séo reconhecidos na resposta imune a
patdgenos intracelulares, incluindo as micobactérias, refletindo uma particular
habilidade deste antigeno em se associar ao MHC (Kaufmann, 1990). Além
disso, essas proteinas tém sido descritas como fator de viruléncia de diversos
microrganismos (Lewthawaite et. al., 1998). Diferentes epitopos das moléculas
da HSP foram descritos em M. tuberculosis e M. leprae (Mustafa et. al., 1996,
1999), porém a proteina HSP65 € um antigeno imunodominante (Kaufmann et.
al, 1987)

O passo inicial no processo de vacinagao com esta formulagao foi dado
utilizando um vetor retroviral que carreava o gene que codifica o antigeno
hsp65 de M. leprae. Células da linhagem tumoral J774 foram produzidas
através da transferéncia de macréfagos de camundongos BALB/c, e estas
células apresentadoras de antigeno produzem endogenamente HSP65 em
forma estavel (J774-hsp65). Foi demonstrado que o antigeno micobacteriano
HSPG65 foi apresentado na superficie de células transfectadas J774-hsp65 em
associacdo com moléculas de MHC de classe | e Il para o reconhecimento
especifico por células T dos trés tipos principais, CD4, CD8 e TCR v/5 (Silva et
al., 1993, Silva et al., 1992). Quando camundongos BALB/c foram submetidos
a uma série de injegdes intraperitoneais ou intravenosas (ip ou iv
respectivamente) de células transfectadas (J774-hsp65), eles adquiriram um
alto grau de protegdo contra subsequente desafio ip ou iv de infecgdo com
cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv, e o numero de bactérias declinou

exponencialmente depois de cinco semanas em 0Orgaos internos,
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principalmente no figado, comparados com animais controle. Injecdo da
proteina pura com adjuvante nao foi eficiente (Silva & Lowrie, 1994, Siva et al.,
1994).

A andlise da resposta imune ao DNA expressando HSP65, por ELISA e
RT-PCR em tecidos, e antigenos estimulando células T, evidenciou uma
resposta predominantemente do tipo Th1 (IFN-y abundante e niveis minimos de
IL-4). Células TCD8" citoliticas (CTL) responderam a peptideos com epitopos
de hsp65 apresentados por MHC de classe | (Lowrie et al., 1995; Silva et al.,
1996; Lowrie et al.,1997a; Lowrie et al., 1997b; Lowrie et al.,, 1997c). A
frequéncia de células T CD4" e CD8" e o nivel de protecdo declinou oito meses
depois da transferéncia de células J774-hsp65 ou imunizacdo mediada por
lipossomos com a proteina HSPG5, porém, foi sustentada ou aumentada
durante este periodo depois da imunizagdo com DNA-hsp65 (Silva et al., 1996;
Lowrie et al., 1997a; Bonato et al., 1998; Lowrie et al., 1998; Silva et al., 1999).

A surpreendente diferenga entre a resposta imune a vacinagdo com
DNA e a resposta ao BCG ou infecgdo por M. tuberculosis, é que a vacina de
DNA induziu quase que totalmente a protecéo por resposta de citocinas do tipo
Th1, e a infeccdo micobacteriana elicitou um componente principal de células
ndo citotoxicas, com resposta baseadas em citocinas do tipo Th2 (Silva et al.,
1996, Bonato et al., 1998, Silva et al., 1999).

A fim de melhorar a capacidade imunogénica da formulagao, utilizou-se
como estratégia a combinacdo de adjuvantes com propriedades
imunoestimulantes e carreadoras, empregando a tecnologia de
microencapsulagéo. Foi elaborada uma nova formulagdo contendo a vacina de

DNA-hsp65 e um composto imunoestimulante, o dimicolato de trealose (DMT),
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ambos encapsulados em microesferas biodegradaveis (Lima et. al., 2001). Esta
formulacdo composta por microesferas contando DMT e DNA-hsp65 foi capaz
de estimular a resposta imune protetora apds uma unica administragao,
enquanto que a injegao intramuscular do DNA nu requer trés doses para
conferir a mesma protegdao. Esta vacina baseada em microesferas permitiu
ainda a reducado da dose de plasmideo em dez vezes quando comparada
aquela com DNA nu (Lima et al, 2003).

Os estudos com a utilizacdo da vacina DNA-hsp65, em animais
previamente infectados com o M. tuberculosis virulento, ndo sé previne o
desenvolvimento da doenga como também elimina a infecgdo. Este fato torna-
se realmente relevante quando se considera que cerca de dois bilhdes de
pessoas ja estdo infectadas pelo bacilo da TB. Além disso, a vacina se mostrou
com propriedade de cura mesmo quando administrada em estados mais
avangados da doenca ou apds sua disseminagdo por todo o organismo do
animal, pois permitiu uma mudanga profunda na resposta imunoldgica,
passando do padrao de Th2 para o Th1, criando condicbes para a cura da
doenca, mesmo sem a administracdo de quimioterapicos antimicobacterianos
(Bonato et.al., 1998; Lowrie et. al, 1999).

Mais recentemente, foi demonstrada que a combinagcao de microesferas
mais microesferas carreando a proteina HSP65, em protocolo heterélogo
prime-boost, foi habil em gerar resposta imune protetora e de longa duragao
(Ruberti et. al., 2004). Além disso, houve a protegdo contra a TB, em
camundongos, através da administragao intranasal da vacina DNA-hsp65 com

lipossomos catidnicos (Rosada et. al., 2008; Souza et. al., 2008).
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Atualmente, a utilizagcdo da vacina de DNA, que codifica a proteina
HSP65, foi considerada habil em estimular células B e proteger camundongos
desafiados com o M. tuberculosis, demonstrando a participacao efetiva destas
células na apresentacao de antigenos e na ativagao de células TCD8 (Almeida
et. al, 2011).

Os beneficios praticos e estratégicos resultantes do desenvolvimento de
vacinas génicas sado inumeros e absolutamente desejaveis no contexto dos
problemas de saude publica, principalmente, em paises em desenvolvimento.
O impacto sobre o controle das doencas infecciosas que podem ser prevenidas
por imunizagdo génica sera, provavelmente, uma das aquisicbes mais
importantes advindas do dominio desta nova tecnologia (Rodrigues Junior et.

al, 2004).

1.4 — O USO DA ELETROPORAGAO EM VACINAS

Um dos métodos aplicados recentemente em vacinas € a eletroporagao,
um método tradicionalmente utilizado para aumentar a eficiéncia da
transfecgcdo de células in vitro, tem sido agora estudado para induzir a
absorgao e a expressao das vacinas compostas por plasmideos in vivo (Widera
et al., 2000; Prud’homme et al., 2007) e, em conseguinte, induzir uma resposta
imunoldgica de longa durag&o, como visto em tumores induzidos em modelo
animal (Ugen et al., 2006). A aplicagdo de pulsos elétricos de baixa tensdo no

tecido muscular pode aumentar a permeabilidade celular e facilitar a captagao
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dos nucleotideos para dentro das células (Mathiesen,1999; Widera et al.,
2000).

Recentemente, a eletroporagado tem sido aplicada em vacinas de DNA
para o estudo de HIV-1 em primatas ndo-humanos, obtendo-se resultados
animadores (Otten et al, 2004 e 2006; Luckay et al., 2007; Rosati et al., 2008;
Simon et al., 2008). Em 2004, Otten et al. evidenciaram o aumento da
producao de anticorpos contra as proteinas Gag e Env, além do aumento da
resposta mediada por células em macacos rhesus imunizados com uma vacina
de DNA contra o HIV, utilizando a eletroporacdo, demonstrando a utilidade
deste método para uso em animais maiores. Estudo realizado por Luckay et al.
(2007) demonstrou que a combinagcdo de dois métodos vacinais, pela via
intramuscular e por eletroporacéo, induziram uma resposta imune mais rapida
e especifica em rhesus, observando aumento de 10 a 40 vezes na resposta
HIV-especifica comparados aos animais que receberam uma dose cinco vezes
maior da vacina sem a utilizacdo de eletroporacdo. Da mesma forma, Hirao et
al. (2008) demonstraram que, ap6s uma unica imunizagdo da vacina
pGag4Y/pEY2E1-B por eletroporagdo em macacos rhesus, os niveis de IFN-y
foram semelhantes ao observado apds trés imunizagdes da mesma vacina por
via intramuscular. Segundo Rosati et al. (2008), a imunizagdo com o plasmideo
MCP3-p37gag por eletroporagdo em macacos rhesus levou a expansao de
células de memoria central e efetora TCD4 e TCD8 antigeno especificas,
indicando que a eletroporagdo aumenta a imunogenicidade de vacinas de DNA,
sendo um método importante para melhorar a eficacia destas vacinas.

Contudo, estudos em primatas ndo-humanos envolvendo esta via de

administragdo para uma nova construgdo vacinal para o controle da TB s&o
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escassos. Li et al. (2006), apontam que a imunizagdo de macacos rhesus com
a vacina DNA-Ag85A ou DNA-ESAT-6 aumentou a produgao de anticorpos
especificos, tanto por via intramuscular quanto por eletroporag¢ao, no entanto, a
imunizagao por eletroporagdo empregou uma menor concentragao de DNA.
Niveis de anticorpos diferentes foram encontrados apds o reforgo com
as proteinas Ag85A ou ESAT-6, onde no grupo que nao recebeu eletroporagéo
houve um aumento de 3 a 4 vezes nos niveis de anticorpos especificos,
enquanto que no grupo que recebeu eletroporagcédo houve um aumento de 7 a 8
vezes, indicando que a eletroporacao, além de utilizar concentragdes inferiores
de DNA, pode possuir um efeito adicional sobre a resposta imune, atuando
como adjuvante pelo recrutamento de células mononucleares para o sitio de

imunizagao, como ja visto anteriormente por Gronevik et al. (2003).

1.5 - IMPORTANCIA DO ESTUDO DOS EVENTOS ADVERSOS NO
DESENVOLVIMENTO DE VACINAS

Os eventos adversos que podem ser imputados as vacinagbes sao
apenas uma fragdo dos eventos que realmente ocorrem apds as vacinagoes.
Muitos desses eventos sdo doencgas intercorrentes que ocorrem em associagao
temporal com a vacinagdo. O aumento da frequéncia ou intensidade habitual
destes eventos deve-se levar a uma apurada investigacdo. Os eventos
adversos podem ser os esperados, tendo em vista a natureza e as
caracteristicas do imunobiolégico, bem como o conhecimento ja disponivel pela

experiéncia acumulada, ou inesperados. Entre os eventos esperados, podemos
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ter eventos relativamente triviais, como febre, dor e edema local, ou eventos
mais graves, como convulsées febris, episddio hipoténico-hiporresponsivo,

choque anafilatico entre outros (Ministério da Saude — MS/Brasil, 2008).

Por estes motivos, busca-se obter vacinas cada vez mais eficazes e
menos reatogénicas. Vale ressaltar que o desenvolvimento de uma nova
vacina é extremamente laborioso, objetivando o maior grau possivel de
protecdo (eficacia) com o menor numero possivel de eventos adversos
(inocuidade). Este processo costuma levar oito anos ou mais, para cumprir as

trés fases recomendadas pela OMS, como se pode ver na figura 1.

Ensaios
pré-clinicos

- Animais de 10 a 100 100 a 300 1.000 ou mais
b laboratdrio voluntarios voluntarios voluntarios saos
Ensaios de Determinacio ﬂz_lt';%;g ddee Verificacao de
Objetivo seguranca e de seguranca e efeitos efetividade e monitoracio
atividade biclogica e dosificacio secundarios das reacdes adversas

Figura 1: Ministério da Saude — Brasil 2008. Manual de vigilancia epidemiolégica de eventos
adversos poés-vacinagao.

Para assegurar a seguranga e a auséncia de eventos adversos
decorrentes da vacinagao, € indispensavel uma criteriosa avaliagao clinica e
laboratorial em ensaios pré-clinicos e clinicos, para a busca rigorosa do
diagndstico etiolodgico, com a finalidade de que o evento adverso, a sequela ou
mesmo o 6bito ndo sejam atribuidos a vacina, sem fundamentacao cientifica.

O 6rgao governamental dos EUA Food and Drug Administration (FDA)
faz consideragdes para o desenvolvimento de estudos relativos a seguranga e
imunogenicidade na formulagcdo de vacinas preventivas e terapéuticas e de
estudos concernentes a toxicidade, tanto local quando sistémica provocada por

vacinas de DNA plasmidial. Estas diretrizes estdo dispostas em manuais e
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dentre as consideragdes apontadas em ensaios pré-clinicos estio:
monitoramento do bem-estar animal; avaliagcbes de exames de patologia clinica
(hematolégicos, parametros bioquimicos e testes de coagulagdo) e
histopatologia, englobando tanto analises macro quanto microscopica dos
tecidos (Center for Biologics Evaluation and Research — CBER, 2006 e 2007;
Chang et. al., 2007). Além disso, o MS/Brasil (2008) lista as lesdes locais e
regionais mais frequentes relacionadas a vacinagdo com a BCG, e estas
servem como parametros para comparagao com novas vacinas candidatas ao
controle da TB. Dentre as lesdes que devem ser observadas estido: ulcera com
didmetro maior que 1cm; abscessos subcuténeo; linfadenopatia regional
supurada; cicatriz queldide e reacao lupdide.

De um modo geral, as vacinas figuram entre os produtos biolégicos mais
seguros para o uso humano, proporcionando beneficios indiscutiveis a saude
publica. No entanto, como qualquer outro produto farmacéutico, elas nao estao
isentas de risco. Por tanto, estudos pré-clinicos e clinicos que visam assegurar
a seguranga de uma nova vacina vem de encontro a permitir que os beneficios
alcangcados com a utilizagdo das mesmas sejam sempre superiores 0s seus

possiveis riscos.
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1.6- ESTUDOS PRE-CLINICOS E IMUNOLOGICOS PARA
DESENVOLVIMENTOS DE VACINAS CONTRA TUBERCULOSE EM
MODELO ANIMAL

Estudos pré-clinicos de vacinas candidatas sdo amplamente baseados
na experimentagdo em modelos animais. Embora existam modelos adequados
para avaliar a seguranga e imunogenicidade de novas vacinas, o principal
desafio é estimar a capacidade de proteg¢ao das vacinas candidatas. A primeira
abordagem é selecionar candidatos para o desafio em modelos murino, em
seguida, os cobaios desafiados através de via de aerosole, finalmente,
efetuar os estudos de desafio em primatas ndo humanos (McMurray, 1994;
Walsh et. al, 1996). A principio, € no ultimo modelo que se espera uma melhor
reflexdo em relagdo de como a vacina candidata agiria no humano em relagéo
a imunogenicidade e a suscetibilidade a doenga. No entanto, quantidades
limitadas de primatas ndo humanos estdo disponiveis para os estudos, além
disso, a diversidade genética e as questdes éticas podem dificultar.

O trabalho pioneiro que definiu o padrdo da doenga em camundongos
foi realizado por Browning & Gulbransen (1926), porém somente na década de
40, quando a primeira quimioterapia para TB estava em desenvolvimento, os
pesquisadores perceberam a importancia deste modelo, principalmente quanto
ao custo e quanto a importancia na avaliagdo de drogas (McKee et al., 1949;
Raleigh & Youmans, 1949). Durante as trés ultimas décadas, importantes
informagdes sobre modelos murinos tornaram-se disponiveis, 0 que ajudou a
construir o conceito de imunidade adquirida na TB (Mackaness,1968; Orme et

al., 1993). Portanto, é reconhecida uma série de vantagens na utilizagcdo de
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camundongos para TB, tal como a maioria dos humanos, estes animais sao
capazes de gerar uma forte resposta imunolégica ao M. tuberculosis, e
geralmente, séo resistentes as baixas doses do indculo, podendo conter a
infeccdo sem o desenvolvimento da doenca. E um modelo extremamente
atrativo por varios razdes, incluindo; o baixo custo comparado a outros animais;
a contencdo e o manuseio relativamente facil; a disponibilidade na obtencao de
reagentes; a reprodugao da infecgao; e a susceptibilidade através de animais
isogénicos e geneticamente modificados (Cooper et al., 1993). Contudo, dados
na literatura descrevem diferencas nos aspectos da infeccao nestes animais
que ndo se assemelham a doenga humana, incluindo a reativagao espontanea
(Grupta & Katoch, 2005), além do fato de tais animais nao exibirem a reagao
granulomatosa, tipica nos pulmoes, representando desvantagem como modelo
animal para a TB (Rhoades et al. 1997).

Tanto cobaios quanto coelhos tém sido usados na pesquisa em TB, ja
que estes animais mimetizam algumas caracteristicas da doenga humana,
incluindo granulomas pulmonares (que estdo mais associados a patologia da
TB em humanos) e a formagao de cavidades (revisto por McMurray, 2001). O
mais completo estudo em TB utilizando o coelho como modelo experimental foi
realizado por Lurie (1932) e Lurie & Dannenberg (1965), e para estes estudos,
foi desenvolvido uma linhagem isogénica resistente e uma suscetivel a TB. Os
coelhos resistentes desenvolveram cavitacdo, enquanto o0s animais
susceptiveis desenvolveram TB disseminada, assim como o encontrado em
seres humanos imunocompetentes e imunocomprometidos, respectivamente.
Deste modo, esta espécie animal proporciona um excelente modelo para o

estudo da TB, uma vez que apresenta um aspecto da doenca semelhante a
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doenga humana (Canetti, 1955; Dannenberg, 1998). Porém, o estudo da
resposta imune nestes animais ¢é dificultado por n&do haver reagentes
apropriados, e pela dificuldade em obter animais isogénicos, estes estado
indisponiveis para as pesquisas na atualidade (Gupta & Katoch, 2005).
Primatas n&o-humanos, principalmente aqueles do género Macaca,
possuem muitas vantagens no seu uso como modelo experimental na
avaliagao da TB, pela similaridade com humanos (revisto por McMurray, 2000),
e estdo sendo utilizados como modelos para testar eficacia de varios protétipos
vacinais. E sugerido que estes animais sejam os mais susceptiveis a TB entre
0s animais em cativeiro, sendo a doenga rara entre primatas ndo-humanos
selvagens. A mortalidade varia até mais de 10% ao ano e parece ser
particularmente mais devastadora entre espécies do Velho Mundo,
comparados com as do Novo Mundo (O'Reilly & Daborn, 1995). Um estudo
realizado por Walsh et al. (1996) reportou que macacos cynomolgus (Macaca
fascicularis) sdo mais resistente a infec¢ao pelo M. tuberculosis comparado aos
macacos rhesus (Macaca mulatta). Neste estudo, foi observado que os
cynomolgus desenvolveram uma doenga crdnica, progressiva e/ou
granulomatosa, quando infectados com 10 a 100 bacilos pela via intratraqueal;
enquanto que os rhesus desafiados com uma menor dose sucumbem a doenca
aproximadamente de 6 a 12 semanas apoés a infeccdo. Da mesma forma,
Capuano et al. (2003) utilizando baixas doses da cepa virulenta Erdman de M.
tuberculosis, observaram que em cynomolgus a infeccdo cronica ativa estava
presente em 50-60%, e cerca de 40% n&o apresentaram progressao da
doenca, concluindo que baixa dose infectante € capaz de induzir todas as

formas clinicas da TB, como as descritas no homem; pois o0s animais
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apresentaram doencga fulminante, doenca crénica ou a TB latente. Estudos
subsequentes reforcaram a idéia de que os macacos cynomolgus sao modelos
apropriados para o estudo da infeccdo e reativacdo por M. tuberculosis
(Langermanas et al., 2001; Fuller et al., 2003, Kita et al. 2005).

A avaliacdo de novas vacinas para utilizagdo na clinica humana, passa
pela necessidade de se testa-las ainda em fase pré-clinica, em modelo animal
que desenvolva e reproduza a doeng¢a humana em questdo. Embora tenhamos
tido progressos significativos no sentido de uma melhor compreensao do
mecanismo profilatico das vacinas de DNA, a elucidacdo dos eventos adversos
e da imunogenicidade subjacentes a imunizacdo com vacina de DNA por
eletroporagao em primatas ndao-humanos ainda nao foi estudada. Neste estudo,
foram avaliados aspectos referentes a seguranga do método de eletroporagao
e a imunogenicidade da vacina pVax-hsp65 em macacos cynomolgus,
elucidando a forma como este protétipo vacinal atua neste modelo animal.
Deste modo, a explanagcao destes aspectos é muito importante para a
compreensao desta nova estratégia vacinal em animais filogeneticamente

proximos ao homem.
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2 - OBJETIVOS

Avaliar em primatas ndo-humanos (macacos cynomolgus) a seguranga € a
imunogenicidade do protoétipo vacinal contendo pVAX-hsp65 empregando como

sistema de liberacao a eletroporagéao .

Os objetivos especificos foram:

1- Avaliar os eventos adversos apds a vacinacdo com pVAX-hsp65 por
eletroporagdo em macacos cynomolgus;

2- Avaliar se a vacinagao com pVAX-hsp65 por eletroporagdo em macacos
cynomolgus induz convers&o ao teste tuberculinico;

3- Avaliar a indugao da resposta imune celular através da expressao de
marcadores de ativacido celular e de memoria, induzidas em macacos
cynomolgus vacinados com pVAX-hsp65 por eletroporagao;

4- Avaliar a indugéo de citocinas do tipo Th1 (IL-12, IFN-y, TNF-a, IL-2 e IL-
6) e Th2 (IL-10, IL-4 e IL-5) induzidas em macacos cynomolgus

vacinados com pVAX-hsp65 por eletroporagao.
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3- MATERIAIS E METODOS

3.1- SELECAO DOS ANIMAIS

Foram disponibilizados 21 primatas ndao-humanos machos da espécie
Macaca fascicularis (macacos cynomolgus) sendo considerados adultos
jovens, pelo Servico de Primatologia do Centro de Criagdo de Animais de
Laboratdério (Cecal), Fiocruz.

Para a selegdo dos animais foram realizados exames clinicos (dados
morfométricos, peso e idade) e laboratoriais (hematolégicos, bioquimicos,
parasitologicos e sorologicos) e teste cutaneo a tuberculina.

Os exames soroldgicos para diversas doengas infecto-parasitarias tais
como CMV (citomegalovirus), rubéola, toxoplasmose, hepatite B e doenga de
Chagas, foram realizados pela técnica de ELISA. Valores dos cutoffs para IgM
e IgG especificos para CMV, rubéola e toxoplasmose, foram considerados
positivos =26 unidades arbitrarias (UA) por mL e resultados negativos menores
que 4UA/mL. Para a doenca de Chagas, foram utilizados testes de ELISA,
onde os resultados foram considerados positivos quando os valores do cutoff
foram >0,190, considerando-se zona cinza valores entre 0,190 e 0,229; e por

imunofulorescencia indireta (IFl), para anticorpos IgG anti-Trypanosoma cruzi.
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Testes para hepatite B foram realizados por ELISA e foram considerados
positivos os valores de cutoff superiores a 0,068 para HBsAg e 0,290 para anti-
HBS. A presenca de fator anti-nuclear (FAN) foi também identificado nos
animais. Estes exames foram realizados no Setor de Imunodiagnéstico do Ipec-
Fiocruz, utilizando-se kits comerciais para uso humano.

Os exames laboratoriais foram realizados no Laboratério de Patologia
Clinica e Laboratério de Parasitologia do IPEC-Fiocruz, como descritos no item
3.7. O teste tuberculinico foi realizado como descrito no item 3.9.

Ao final destes testes, todos os animais mostraram-se negativos ao teste
tuberculinico e a sorologia, com excegao para IgG para CMV. A escolha para o
os 12 animais incluidos foi feito pelos exames laboratoriais e pelo peso. A
tabela 2 apresenta os resultados dos exames sorolégicos e as setas indicam os
animais selecionados para o estudo.

Este estudo faz parte do projeto “Imunogenicidade e efeitos colaterais da
vacina DNA-hsp65 em primatas ndo humanos (Macaca fascicularis)”, no qual
foi encaminhado para avaliagdo e licenciamento da Comiss&o de Etica no Uso

de Animais (CEUA-Fiocruz), obtendo a licenga sob o protocolo: P0184-03.
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Tabela 2: Triagem sorologica dos macacos cynomolgus disponibilizados pelo Cecal, 12 destes animais foram selecionados para o projeto.

CMV IgG CMV IgM RUB IgG RUB IgM Toxo IgG Toxo IgM Chagas EIE =~ Chagas IFI HBsAg anti-HBs

wmass 7052 SUNTI pos= SUNTI pes SN poss UM poss 8 LA poss UMMl Co- 00 o co0
*pP7 (+)9 (-) 0,06 )0 nr )0 nr (-) 0,054 ) (110,020 (- 0,116
»M7 (+)6 (-) 0,07 (-)0 nr (-)0 (-)0,07 (-) 0,077 () (-)0,017  (-)0,110
*J1 (+)6 (-) 0,06 ()0 nr ()0 nr (-) 0,087 ) (-)0,020 (- 0,121
*M5 Indeterm.5 (- 0,03 ()0 nr ()0 nr (-) 0,053 ) (-)0,013 (0,111
P3 (+)12 (-) 0,04 (-) 0 nr (-)0 nr (-) 0,125 ) (-)0,017  (-)0,103
*09 (+) 14 (-) 0,04 (-)0 nr ()0 nr (-) 0,081 ) (-)0,013  (-)0,153
Q3 (-) <4 nr (-)0 nr ()0 nr (-) 0,065 ) (-)0,019 (=) 0,117
»Q9 (+) 11 (-) 0,05 (-)0 nr ()0 nr (-) 0,140 ) (-)0,014 (-) 0,086
*M1 (=4 nr ()0 nr ()0 nr (-) 0,051 ) (-)0,018 (- 0,124
01 (-) 0,66 (-)0,118 (-)0 (-) 0,08 (+) 15,63 (-) 0,030 (-) 0,041 () (-)0,041 ()0
*N3 (+)7 (-) 0,07 ()0 nr ()0 (-) 0,07 (-) 0,085 ) (-)0,015 (-)0,123
L7 (-) 0,28 (-) 0,129 (-)0 (-) 0,09 (+) 93,57 (-) 0,169 (-) 0,046 ) (10,033 (0
J3 (-) 0 (-) 0,121 (-)0 (-) 0,09 (+) 2,676 (-) 0,102 (-) 0,043 ) (-)0,029 ()0
»L9 (+)13 (-) 0,06 ()0 nr ()0 nr (-) 0,072 ) (-)0,017 (-} 0,141
13 (+)8 (-) 0,04 (-)0 nr (-)0 nr (-) 0,057 () (-)0,031  (-)0,119
D1 (+)12 (-) 0,07 (-)0 nr ()0 nr (-) 0,043 ) (-)0,022 (-) 0,089
*H3 (+)17 (-) 0,05 ()0 nr (-)3 (-) 0,08 (-) 0,047 ) (-)0,020 (-)0,118
1 (+)12 (-) 0,05 (-)0 nr (+)= 300 (-)0,21 (-) 0,064 () (-)0,020 (-)0,111
12 (+)8 (-) 0,04 (-)0 nr (-)0 nr (-) 0,074 ) (-)0,019  (-)0,121
* P11 (+)7 (-) 0,04 ()0 nr ()0 (-) 0,08 (-) 0,02 ) (-)0,022  (-) 0,075
* p5 (+) 10 (-) 0,09 ()0 nr (-)0 (-)0,12 (-) 0,052 ) nr nr

(+) positivo; {-) negativo; nr- ndo realizado; CMV - Citomegalovirus; RUB - Rubéola; Toxo - Toxoplasmose; HBEsAg - antigeno de superficie do virus da
Hepatite B; anticorpo anti-HBs; EIE - ensaio imunoenzimatico; IF| - imunofluorescéncia indireta; CO — Cutoff valores acima representam resultados positivos;
ZC — zona cinza.



3.2. AVALIACOES PRE-VACINAIS

Doze macacos cynomolgus machos foram selecionados do Centro de
criacdo de animais de laboratério - Cecal/Fiocruz com idade em anos de
10,0+2,7 e com peso de 6,9+0,59Kg. Estes animais foram avaliados por 36
meses para serem determinados os valores de normalidade para a maioria dos
parametros apontados neste estudo. No total, seis exames clinicos e

laboratoriais completos foram realizados neste periodo.

3.3. EXAMES PRE-VACINAIS

Os animais foram acompanhados quanto ao desenvolvimento corporal
através de diferentes afericbes, como peso, comprimento do corpo,
comprimento de cauda e perimetro toracico. Além disso, foram realizadas
avaliagdes coproparasitologicas periodicamente para o acompanhamento dos
principais parasitos intestinais e a eficacia do tratamento antiparasitario
empregado.

Os macacos cynomolgus foram acompanhados quanto aos exames
hematoldgicos e bioquimicos antes do esquema vacinal (tabelas 5 e 6), e
estes, foram realizados juntamente com as analises imunolégicas. Como o
hemograma varia de acordo com as condigdes ambientais, a alimentagao e,

principalmente, o estresse, a cada avaliagao imunolégica, novos hemogramas
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completos eram realizados, para se obter o estado de saude dos animais no

momento das analises.

Tabela 5: Valores hematolégicos pré-vacinais dos macacos cynomolgus que serao

utilizados como base para as comparagdes pds-vacinais.

Cynomolgus (n=15)

Média + SD Intervalo
Hemacias (x10mm3®) 6,33 + 0,52 5,25 - 7,24
Hemoglobina (g/dL) 12,05 + 0,80 9,8-12,9
Hematocrito (%) 42,33 + 2,69 34,7 -45,6
Plaquetas (x10*’mm® 401,93 + 108,46 267 - 685
VGM (fL) 67,07 + 4,42 61,9-76
HGM (pg) 19,09 £ 1,12 17,5 - 20,6
CHGM (%) 28,48 + 0,75 26,9 - 30,4
Leucometria (x10°/mm?®) 10,54 + 3,16 59-17,1

VGM= HGM=

concentracao de hemoglobina globular média.

volume globular médio; hemoglobina globular média; CHGM,

Tabela 6: Valores bioquimicos pré-vacinais dos macacos cynomolgus que serao

utilizados como base para as analises pds-vacinais.

Cynomolgus (n=15)

Média * SD Intervalo

Albumina (mg/dL) 3,27 £ 0,27 2,60 - 3,52
Creatinina (mg/dL) 1,06 £ 0,26 0,78 -1,57
Glicose (mg/dL) 66,41+ 16,18 33,42 - 94,92
Proteina (g/dL) 7,46 £ 0,42 6,98 - 8,20
Uréia (mg/dL) 23,16 £ 7,7 14,00 — 41,93
Triglicerideos (mg/dL) 4790 + 17,83 19,97 — 74,52
Colesterol (mg/dL) 134,55 + 28,80 75,00 - 185,13
Bilirrubina total (mg/dL) 0,27 + 0.05 0,19-0,40
Bilirrubina direta (mg/dL) 0,06 + 0,10 0,01-0,42
AST (UI/L) 29,92 + 9,81 11,01 - 43,86
ALT (UI/L) 37,43 +7,03 26,67 - 49,21

AST= aspartato amino transferase; ALT= alanino aminotransferase.
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3.4 — ALOJAMENTO DOS ANIMAIS

Os animais selecionados foram retirados da colénia do Servico de
criacdo de primatas ndo humanos do Centro de criagdo de animais de
laboratdrio - Cecal, Fiocruz, e alojados em gaiolas individuais para o regime de
quarentena em contéiner de experimentagcdo (figura 2). Neste ambiente, a
iluminagao (regularidade de luz de 12 em 12 horas) e temperatura (20 a 25°C),
foram controladas diariamente, permitindo assim, que os animais tivessem
conforto térmico e estabilidade luminosa, evitando possiveis interferéncias nos
resultados devido ao stress.

A higienizacéao, limpeza, alimentagao, vistoria do contéiner e contengao
fisica e quimica dos animais foi rigorosamente controlada, assim como a
entrada e manipulagao dos animais pelos médicos veterinarios responsaveis.

A alimentacdo dos animais foi adotada de acordo com a espécie, e
previamente estabelecida pelos médicos veterinarios e bidlogos do Cecal. A
dieta foi composta de uma ragao seca (ragao peletizada propria para primatas
nao-humanos Nuvital®) e de uma racdo in natura constituida de frutas (laranja,
banana, melancia, mamao, abacaxi, macga, etc.), lequmes (abobara, berinjela,
chuchu, batata doce, cenoura, beterraba, jild, etc.) e verduras (couve, bertalha,
vagem, agrido, etc.). Ovos cozidos e sementes de girassol foram oferecidos
duas vezes por semana e agua foi fornecida ad libitum.

Toda e qualquer alteracdo no andamento normal do contéiner foi
registrado em livro, juntamente com o detalhamento da alteragéo contendo a

data, a hora do acontecimento bem como a assinatura dos veterinarios. Os
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animais possuiam fichas de registros individuais para toda avaliagéo clinica e
imunoldgica, além do controle na quantidade de sangue retirado para cada

procedimento.

Y

Figura 2: Imagem do contéiner de experimentacdo (vista de fora), onde os animais

foram alojados durante o estudo.

3.5. PROCEDIMENTO DE CONTENGAO DOS ANIMAIS

A contencao foi realizada em todo procedimento no qual houvesse a

manipulagdo direta do animal como: realizacdo do teste tuberculinico,

pesagem, coleta de sangue, analise clinica completa, com afericdo de
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temperatura, frequéncias cardiaca e respiratéria, ausculta pulmonar, palpacdes
e exame de mucosas aparentes.

A contencao fisica foi realizada através de um dispositivo que limita os
movimentos dos animais (squeeze back), permitindo a administracao de drogas
para contencdo quimica. A contencao quimica foi feita com a administracao de
10mg/Kg de cloridrato de quetamina (Vetanarcol®), por via intramuscular. Em
seguida, os animais, eram entdo, monitorados quanto a frequéncia de
batimentos cardiacos (estetoscépio convencional) e respiratérios (pela
observacdo da expansao toracica em um minuto, contando o numero de

inspiracdes), e presenca de reflexos.

3.5.1 - Obtengao de amostras de sangue

A coleta de sangue foi realizada através da pung¢ao da veia femoral com
uso de agulhas (0,25 x 0,07cm) e tubos vacutainer com anticoagulante para as
analises hematoldgicas e imunolédgicas e tubos sem anticoagulante para a
utilizacdo do soro nas analises bioquimica e soroldgica. Os soros foram

devidamente armazenados em freezer a -70°C para posteriores pesquisas.
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3.6 - ESQUEMA VACINAL

Doze macacos cynomolgus foram imunizados por via intramuscular em
ambos o0s musculos quadriceps (direito e esquerdo) pela técnica de
eletroporagao (Somiari et al., 2000). Para tal, foi utilizado o equipamento da
Inovio Biomedical Co (San Diego/CA - USA), ajustado conforme os seguintes
parametros: Time=60; Ntrain=1; Nsequence=2; Volt=200. Os animais foram
quimicamente contidos como descrito no item 3.5.

Para o estudo, os animais foram divididos em dois grupos: oito (P5, N3,
P7, M7, P11, H3, M1, L9) imunizados com o plasmideo pVAX-hsp65 nu
(1000ng) e quatro (J1, Q9, M5, O9) receberam o plasmideo pVAX “vazio”
(denominados de grupo controle) (figura 3). Os animais receberam 3 doses da

vacina com intervalo de 30 dias entre as imunizagdes (figura 4).
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Figura 3: Etapas da vacinagdo com pVAX-hsp65 em macacos cynomolgus. (A) aparelho que

emite os impulsos elétricos e a pistola de vacinagdo. (B) agulhas para injegéo intramuscular
anterior ao estimulo elétrico. (C) animal sob efeitos de farmaco dissociativo e tricotomia ampla

do local de aplicagdo (musculos quadriceps direito e esquerdo).
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Figura 4 - Delineamento experimental. Na parte superior da figura estdo representados a

cinética e os grupos experimentais. Na parte inferior estdo descrito os experimentos realizados.
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3.7- EXAMES HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS POS-VACINAL

Estes exames foram realizados para a completa avaliagdo do estado clinico
dos animais e para averiguar possiveis efeitos adversos a vacinagdo. Dentre
eles foram realizados: quantificagdo de leucécitos totais, analise do eritrograma
e bioquimica para a identificagcao de testes de fungéo renal (niveis séricos de
ureia e creatinina), perfil lipidico (triglicerideo e colesterol), glicose sérica e
teste de fungdo hepatica (bilirrubina total, proteina total, albumina, aspartato
aminotransferase - AST e alanina aminotransferase - ALT). Os exames foram
realizados seguindo protocolo do Laboratério de Patologia Clinica do Ipec-
Fiocruz. Os niveis de normalidade para este grupo de animais foram

determinados pelas analises pré-vacinais.
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3.8 — AVALIACAO DOS POSSIVEIS EVENTOS ADVERSOS

Os animais foram avaliados quanto a possiveis eventos adversos
decorrente da imunizagdo com a vacina pVax-hsp65 por eletroporacdo. O
acompanhamento veterinario foi realizado diariamente para identificar
quaisquer efeitos inesperados decorrentes do processo de vacinagao. Para a
avaliagcao dos eventos adversos locais, foram observadas possiveis lesdes: a)
equimoses; b) hematomas; c) ulceras; d) abscessos; e) linfadenopatia regional
supurada e f) cicatriz queldide.

Para a avaliacdo de possiveis eventos adversos sistémicos foram
avaliados: a) perda de peso; b) febre >40,0°C (>48h de duragao); c) taquicardia
ou bradicardia, através das afericbes das frequéncias cardiacas; d) dispnéia,
através das afericdes das frequéncias respiratorias; e) vomitos; f) ictericia
(bilirrubinas >1.5 X o valor normal); g) disfungéo hepatica (elevagao de AST e
ALT 3 X normal); h) disfungédo renal (elevagao de uréia e creatinina 1,5 x o
normal, sem histéria de doencga renal prévia) e i) trombocitopenia (plaquetas

<100,000/pL).
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3.9 — TESTE TUBERCULINICO

O teste foi realizado usando 0,1mL de tuberculina de mamiferos
(Synbiotics, San Diego, California, EUA) por via intradérmica na palpebra, com
o animal previamente anestesiado com cloridrato de quetamina (10mg/Kg
peso). A reagao palpebral foi mensurada em 48 e 72h utilizando o score padrao
que varia de 0 a 5. Neste sistema de avaliagdo, no grau zero tem-se a reagéo
negativa, sem que haja modificagbes do perfil da epiderme; grau 1: presenca
de equimose; grau 2: com eritema sem inchacgo local; grau 3: com eritema e
minimo inchago ou ligeiro inchago sem eritema; grau 4: com inchago bem
marcado causando fechamento do olho e varios graus de eritema; grau 5: com
inchaco, necrose e oclusdo total do olho (Richter, 1984). A presenca de score
de grau 3 ou superior é considerado positivo para o teste tuberculinico. O

exame foi realizado antes e 2 meses apos o término do esquema vacinal.
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310 - AVALIAGAO DAS ALTERAGOES NOS MARCADORES DE

SUPERFICIE CELULAR INDUZIDAS PELA VACINAGCAO COM PVAX-HSP65

3.10.1 - Avaliagao do perfil de linfécitos, células natural killer

O fendtipo de superficie celular foi realizado em amostras de sangue
total em EDTA. As células foram marcadas com anticorpos para antigeno
humanos que apresentavam comprovada reagao cruzada com antigenos de
macacos cynomolgus (tabela 3), através da pesquisa realizada no Nonhuman

Primate Reagent Resource, disponivel no link:

http://nhpreagents.bidmc.harvard.edu/nhp/default.aspx.

Os anticorpos estavam marcados com os fluorocromos: PE, FITC,

PercP, PercPCy5.5, APC, Alexa 700 e ECD.

Para cada perfil celular uma determinada composi¢ao de anticorpos foi
utilizada, onde cerca de 30uL foi adicionado a 85uL de sangue total,
homogeneizado em vortex por 10 segundos. A incubacao foi feita por 30min
em temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Foi adicionada em seguida 4mL
de solucdo de Facslyse® (BD Biosciences) diluida 1:10 em agua destilada,
homogeneizado em vortex. Seguiu-se uma incubagdo por 15 minutos em
temperatura ambiente e ao abrigo de luz. Os tubos foram centrifugados por 5
minutos a 4000g, removendo em seguida o sobrenadante, lavando
posteriormente com 4mL de PBS refrigerado. Uma nova centrifugacéo foi

realizada por 5 min a 4000g, desprezando o sobrenadante e, em seguida,
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300uL de PBS/Formalina 2% foi adicionada. O material foi mantido a 4°C, ao

abrigo de luz, até a leitura no citometro de fluxo CyAn ADP (DakoCytomation).

Para determinacao do perfil de linfocitos T foram utilizadas as seguintes

combinacdes de anticorpos: células TCD4 (CD3*/CD4"), TCD8 (CD3*/CD8"),

células B (CD3/CD20%), além da avaliagéo de células NK (CD3/CD8*/CD16%).

Tabela 3: Anticorpos monoclonais utilizados e seus clones

Anticorpos Clone Fabricante

CD3 SP34 BD PHARMIGEN
CD4 L200 BD PHARMIGEN
CD8 SK1 BD PHARMIGEN
CD14 M5E2 BD PHARMIGEN
CD16 3G8 BD PHARMIGEN
CD20 2H7 BD PHARMIGEN
CD28 CD28.2 BD PHARMIGEN
CD11c S-HCL-3 BD PHARMIGEN
CD69 FN50 BD PHARMIGEN
CD95 DX2 BD PHARMIGEN
CD123 7G3 BD PHARMIGEN
HLA-DR L243 BD PHARMIGEN
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3.10.2 - Avaliacao do perfil de marcadores de meméria central e memoéria

efetora

O protocolo utilizado no item 3.10.1 foi empregado para a determinacao
de células TCD4 (CD3*/CD4"), TCD8 (CD3*/CD8"), de memoria central
(CD28%/CD95"), e de memoria efetora (CD28/CD95%), como descrito

previamente para primatas ndo humanos por Jankovic et al. (2003).

3.10.3 - Avaliacao do perfil de células dendriticas mieldides e

plasmocitéides

O protocolo utilizado no item 3.10.1 foi empregado para a determinacao
do perfil de células dendriticas. As células dentriticas (DC) foram
caracterizadas utilizando-se um “pool de anticorpos” com o mesmo fluorocromo
(Linhagem negativa — Lin") com a seguinte combinagdo: CD3/CD14/CD16
/CD20°, excluindo assim a possibilidade de marcagao por outro tipo celular.
Para a identificagcao de DC, foi utilizada a marcagao de Lin", HLA-DR, CD11c e
CD123. As DC foram subdivididas nos dois tipos: as mieléide - MDC (Lin", HLA-

DR*/CD11¢*/CD123") e plasmocitéide - PDC (HLA-DR*/CD11¢/CD123").
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3.11 - ISOLAMENTO DE CELULAS MONONUCLEARES DE SANGUE

PERIFERICO

Células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram isoladas a
partir de amostras de sangue heparinizado e separadas por gradiente de
densidade em Histopaque®-1077 (Sigma) diluido previamente a 90% em
tampao salina fosfato (PBS) estéril. As CMSP foram ressuspendidas em meio
RPMI (Invitrogen) e suplementado com soro fetal bovino (Sigma) a 10%, 10mM
HEPES (Mediatech, Inc.; Herndon, VA), 1% L-glutamina (Invitrogen), 50U/mL
de penicilina e 50 pg/mL de estreptomicina (Invitrogen). As CMSP foram
contadas em microscopio Optico e sua quantidade ajustada de acordo com o

experimento para marcadores intracelulares.

3.12 — AVALIACAO DE MARCADORES INTRACELULARES

Para a avaliagcédo da ativacao celular induzida pela vacinacido com pVax-
hsp65 foram utilizados estimulos nao especificos com moléculas co-
estimulatdrias (CD49d e CD28) e especificos com peptideos da HSP65. Assim,
as moléculas co-estimulatorias CD49d (10ug/mL) e CD28 (10ug/mL) foram
adicionadas aos tubos de citometria para sensibilizacdo por 1 hora a 37°C em
ambiente de 5% de CO;, com inclinagédo de 5° (Gauduin et al, 2004). Os tubos

foram lavados duas vezes com PBS estéril em temperatura ambiente.
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Ap6s esta etapa, foram adicionadas 1,0 x 10° células/tubo em 1mL de
meio RPMI, contendo 10ug/mL de pool de peptideos cobrindo toda a proteina
HSP65 ou SEB/A (0,1ug/mL) ou meio sozinho (controle da reagéo). As células
foram novamente incubadas por 6h (37°C a 5% de CO,). Nesta etapa, foram
removidos 200uL do sobrenadante que foram utilizados para a dosagem de
citocinas Th1 e Th2 como descrito posteriormente no item 3.9. As amostras
foram mantidas em freezer -70°C até o uso.

Duzentos uL de RPMI foi reposto em cada tubo e foi adicionado 1uL de
brefeldina por tubo e incubados por até 10h. Ao final da incubagao, os tubos
foram centrifugados por 5min a 400g em temperatura ambiente e em seguida
lavados com 1mL de PBS.

A marcacao de antigenos de superficie foi realizada pela adigao de 30uL
do mix de anticorpos a cada tubo, que foram incubados por 30min a 4°C. Em
seguida, os tubos foram lavados com 1mL de PBS e centrifugados por 5min a
400g em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado. Foram
acrescentados 150uL da solugdo de Cytofix™ (BD Biosciences) por tubo e
incubados por 20min a 4°C. Em seguida, os tubos foram lavados com 1mL de
PermWash™ (BD Biosciences) e centrifugados por 5min a 400g em
temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e 30uL do mix de
anticorpos para marcagao intracelular foram adicionados e incubados durante
30min a 4°C (tabela 4). Em seguida os tubos foram lavados com 1mL de
PermWash e centrifugados por 5min a 400g em temperatura ambiente. Apds a
lavagem com PermWash, foram adicionados 100uL de Cytofix por tubo e
incubados por 20min a 4°C. Apds a incubacao, os tubos receberam 700uL de

PBS para leitura final em citometro de fluxo CyAn ADP (DakoCytomation). O
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material foi mantido a 4°C, ao abrigo de luz, até a leitura. A avaliacdo de

marcadores intracelulares foi realizada a cada 60 dias.

Tabela 4: Anticorpos monoclonais utilizados e seus clones

Anticorpos Clone Fabricante

CD3 SP34 BD PHARMIGEN
CD4 L200 BD PHARMIGEN
CD8 SK1 BD PHARMIGEN
CD14 M5E2 BD PHARMIGEN
CD16 3G8 COULTER
CD20 B9E9 COULTER
CD69 FN50 BD PHARMIGEN
TNF-a Mab 11 BD PHARMIGEN
IL-10 JES3-9D7 CATALG

BCL-2 100 BD PHARMIGEN
IFN-y 4S.B3 BD PHARMIGEN
Granzima B GB12 CATALG
Perforina Biotinilada MABTECH

Ki-67 B56 BD PHARMIGEN
IL-12 Biotinilada MABTECH
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Para estas analises buscou-se a determinagdo em células

mononucleares do sangue periférico de marcadores tais como:

a) Marcador de ativacédo celular CD69 em células TCD4 (CD3/CD4%),

TCD8 (CD3*/CD8") e células B (CD3/CD20");

b) Expresséo de granzima B e perforina em células TCD8 (CD3*/CD8")

e NK (CD3/CD8"/CD16");

c) Expressao de citocinas intracelulares como IFN-y em células TCD4
(CD3*/CD4%), TCD8 (CD3*/CD8") e NK (CD37/CD8'/CD16"); TNF-a
em células TCD4 (CD3'/CD4"), TCD8 (CD3'/CD8"), NK (CD3"
/CD8*/CD16%) e células B (CD37/CD20%); IL-10 em células TCD4
(CD3*/CD4%), TCD8 (CD3*/CD8") e IL-12 em mondcitos (CD3

/CD14%);

d) Expressdo da molécula Ki67 em células TCD4 (CD3*/CD4"), TCD8

(CD3*/CD8") e células B (CD3/CD20");

e) Expressdo da molécula BcL2 em TCD4 (CD3*/CD4"), TCD8

(CD3*/CD8").
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3.13 — CONCENTRACAO DE CITOCINAS DO TIPO TH1 E TH2 NOS

SOBRENADANTES DE CULTURAS

As amostras de sobrenadantes congeladas, como descritos no item 3.8,
nos varios periodos do esquema de vacinacgao (dia zero, 2, 4 e 6 meses apoés a
primeira dose da vacina) foram utilizadas para a determinagdo de citocinas
através do kit Non-human Primate Th1/Th2 Cytokine Kit (BD Pharmigen), que
quantifica a concentracéo de IFN-y, TNF-q, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6.

Para cada ponto do esquema vacinal foram utilizados sobrenadantes
provenientes de cultivo celular com pool de peptideo de HSP65, SEB/A e meio
RPMI, sendo os dois ultimos controles da reacdo. As amostras obtidas foram
descongeladas e centrifugadas a 5000g por 5min a 4°C para a coleta de
sobrenadante livre de células. Foram adicionados 18uL da suspensido das
microesferas a cada 25uL da amostra a ser avaliada ou a 25uL de cada
concentracido da curva padrdao. As amostras foram entdo incubadas por 3h em
temperatura ambiente ao abrigo de luz. Apds a incubagéo, as amostras foram
lavadas, centrifugadas e os sobrenadantes descartados. Foram adicionados
100uL de tampé&o de lavagem em cada tubo para a realizagdo da leitura em
citbmetro de fluxo CyAn ADP (DakoCytomation).

Os resultados foram expressos em pg/mL a partir da curva padrao para
cada citocina. A concentracdo final das citocinas para o estimulo especifico
com o pool de peptideos de HSP65 foi obtida apds a subtracdo dos valores
encontrados no tubo controle, contendo somente o meio de cultura. As

amostras estimuladas com SEB/A foram utilizadas como controle positivo do
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estimulo. Somente foram considerados o0s experimentos em que havia

estimulacao positiva com SEB/A.

3.14 - ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas comparando as médias de
cada experimento entre os grupos vacinados e controle em cada tempo do
protocolo de vacinagao pelo teste de Mann Whitney (ndo pareado), e também
foram comparadas as médias de cada experimento entre cada tempo do
protocolo de vacinagédo e os animais antes da vacinagao (dia zero) através do
teste de Wilcoxon (teste pareado). Consideramos como valor de significancia
estatistica valores de p<0,05. As analises foram realizadas utilizando programa

grafico Prism 5.0 (Graph-Pad, San Diego, CA).
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4-Resultados
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4 - RESULTADOS

4.1 — ANALISE CLINICA POS-VACINAL

4.1.1 Avaliagao das alteragcoes hematologicas

A mensuragao da contagem de glébulos brancos totais e vermelhos foi
determinada mensalmente. Os animais nado apresentaram alteracdes nestes
parametros apos a vacinacao, por até 6 meses, demonstrando que a vacina
nao provoca alteragées nas contagens de leucdcitos totais e hemacias (tabela
7). Observamos que houve um aumento do valor do hematdcrito somente no 6°
més/pds-vacinagdo (p.v.) que foi evidenciado somente no grupo vacinado
(44,0+2,5%), este aumento foi significante quando a analise foi realizada em
relacdo ao dia zero da vacinagdo (42,0£1,8%; p= 0,016), contudo, ndo foi
observada diferenga entre os grupos vacinados e controle no mesmo més
(41,61£3,3%). Este aumento estava relacionado ao aumento do VGM neste
periodo da avaliagdo no grupo vacinado (66,5+3,9fl) em relagcéo ao dia zero da
vacinagao (62,7+4,0fl; p=0,008), mas ndo em relagdo aos animais do grupo
controle neste mesmo periodo (65+4,71l; figura 5). Outro dado observado foi a
diminuicdo das médias na contagem plaquetaria, comparando o dia zero

(475+12,4 x10°/mm®) aos 4 e 5 meses/p.v. (375+59 x10°/mm?>; 386+11,2
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x10¥mm?3, respectivamente, p=0,008 para ambas as andlises) (figura 6). Da

mesma forma, ndao houve diferenca entre os grupos controle e vacinado nos

respectivos meses. Nao evidenciamos alteragdes nos valores de hemoglobina,

CHGM e HGM (figura 6).
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Figura 5: Cinética da avaliagdo dos parametros hematolégicos dos macacos cynomolgus
vacinados com pVAX-hsp65 (n=8, azul) e animais controle (n=4, vermelho). Os pontos
representam a média e o desvio padrao para cada tempo pds-vacinagdo. A faixa amarela
representa os valores de normalidade para estes animais, segundo avaliagdes pré-clinicas.
*Alteragdo significante da média encontrada no grupo vacinado quando comparado ao mesmo

grupo no tempo zero (p<0,05 - Wilcoxon Test). VGM= volume globular médio.
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Figura 6: Cinética da avaliagdo dos parametros hematolégicos dos macacos cynomolgus
vacinadas com pVAX-hsp65 (n=8, azul) e animais controle (n=4, vermelho). Os pontos
representam a média e o desvio padrao para cada tempo pds-vacinagido. A faixa amarela
representa os valores de normalidade para estes animais, segundo avaliagdes pré-clinicas.
*Alteracao significante da média encontrada no grupo vacinado quando comparado ao mesmo
grupo no tempo zero (P<0,05 - Wilcoxon Test). HGM= hemoglobina globular média; CHGM,
concentracdo de hemoglobina globular média.
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Tabela 7: Cinética da avaliacéo dos pardmetros hematoldgicos dos macacos cynomolgus vacinadas com pVax-hsp65 (n=8) e animais controle (n=4).

Tempo 0 1 Més 2 Meses 3 Meses 4 Meses 5 Meses 6 Meses

Vacinado Controle  Vacinade Controle Vacinado Controle Vacinado Controle Vacinado Controle  Vacinado Controle Vacinado  Controle
Hemacias(x10%ml) 6706 65:02 65:06 6303 64+06 6203 66:06 64205 66+05 65203 66+06 6503 66+06 64207
Hematocrito(%)  42,0:18 40731 408215 391212 40121 388216  #17+19 403206 42115 408+16 422+16 408:08  440+25* 41633
Hemoglobina(g/dl) 12,3:05 119207 121204 118205  120:06 115207  119:04 116203 12103 119:04 12105 125+11 124206 119:08
VGMI 627+40 62344 62741 62445 62442 62148 638237 63255  638:35 629x45 639:37 62643 66,5+3,9* 65247
CHGM(%) 292+05 294+10 207«05 30112  206:06 298«15 28707 288:11  288:04 292410 28805 294+11 283205 286:06
HGM(pag) 183211 18312 18712 188211 185212 208+55 183212 182+12  198:37 184213  183x10 18412 189212 18712
Leuchcitos(x10%m) 114244 79224 10325 75208 12+30 64225 118225 81221 82+19  78:24 113242 T1+13 131247 93236
Plaguetas(x109ml) 475+124 378287 418285 35147 416:80  332z42 42494 358£26 37559*  303x40 386x112* 32917 42888  316x43

VGM: Volume Globular Médio; CHGM: concentrag&o de hemoglobina globular média; HGM:hemoglobina globular média .

*Estatisticamente significante com P<0,05 (Wilcoxon Test) — comparagéo com o tempo zero.
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4.1.2- Perfil bioquimico sérico

4.1.2.1 Testes de funcao renal

Foram utilizadas as mensuragdes dos niveis séricos de uréia e
creatinina para verificar o funcionamento renal dos animais apds o esquema de
vacinagado (tabela 8). Nado houve mudangas substanciais nas dosagens de
creatinina ao longo dos seis meses de experimento. No entanto, podemos
observar um aumento dos niveis de uréia no grupo de animais vacinados com
pVAX-hsp65 quando comparamos o dia zero (21,4+4,3 mg/dL) com os periodo
compreendidos entre os 3°, 4 e 5 meses p.v. (35,246,0; 31,6+7,7 e 37,2+8,6
mg/dL, respectivamente, p=0,014; 0,021 e 0,008, respectivamente) (figura 7).
Contudo, nédo houve diferenca estatistica entre os grupos vacinados e controles
nos meses p.v. especificados acima. Apesar de termos evidenciado uma
elevacdo nos valores de uréia em todos os animais, estes valores estavam

dentro da faixa limite encontrada nas analises pré-vacinais.
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Figura 7: Cinética da avaliagdo dos parametros de creatinina e uréia dos macacos cynomolgus
vacinadas com pVAX-hsp65 (n=8, azul) e animais controle (n=4, vermelho). Os pontos
representam a média e o desvio padrao para cada tempo pds-vacinagdo. A faixa amarela
representa os valores de normalidade para estes animais, segundo avaliagdes pré-clinicas.
*Alteragao significante da média encontrada no grupo vacinado quando comparado ao mesmo

grupo no dia zero (p<0,05 (Wilcoxon Test).

4.1.2.2  Perfil lipidico e glicose sérica

Para a analise do perfil lipidico foram mensurados os valores de
triglicerideos e colesterol, além disso, analise dos valores de glicose sérica foi
realizada mensalmente (tabela 8). Nao foram encontradas alteragdes nestes
parametros durante o periodo estudado, revelando que a vacina pVAX-hsp65
nao influencia no perfil lipidico nem na concentragcdo de glicose sérica no

periodo estudado (figura 8).
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Figura 8: Cinética da avaliagdo da glicose sérica perfil e lipidico (triglicerideos e colesterol) dos
macacos cynomolgus vacinadas com pVAX-hsp65 (n=8, azul) e animais controle (n=4,
vermelho). Os pontos representam a média e o desvio padrao para cada tempo pds-vacinagao.
Nao foi encontrada alteragéo significante das médias nos grupos estudados. A faixa amarela

representa os valores de normalidade para estes animais, segundo avaliagbes pré-clinicas.

4.1.2.3 Testes de funcao hepatica

Foram realizados testes bioquimicos para fornecer informagdes sobre a
funcdo hepatica dos animais apds a vacinacdo. Dentre os parametros

utilizados, foram mensurados os niveis séricos de bilirrubina total, proteina
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Unidade

total, albumina e das enzimas hepaticas AST e ALT. Nao houve mudancas
substanciais nas dosagens de bilirrubina total, proteina total e albumina ao
longo dos seis meses de experimento (tabela 8 e figura 9). Por outro lado, os
niveis da enzima AST foram significativamente diminuidos nos animais
vacinados com pVAX-hsp65, quando comparamos o dia zero (32,9£10 Ul/mL)
aos 2" e 4" meses/p.v. (23,1+7,8 e 23,4+6,3 Ul/mL, respectivamente; p=0,04 e
p=0,008, respectivamente), mas dentro da faixa de normalidade para
cynomolgus. Da mesma forma, os niveis de ALT mostraram diminui¢do quando
os valores do dia zero (37,1£8,1 Ul/mL) foram comparados aos valores
observados do 1° ao 3" meses/p.v. (29,4%4,6; 29,6+4,6; 30,9+4,4 Ul/mL,
respectivamente, p=0,02 para todas as comparagdes) (figura 10). Como
observado anteriormente, ndo evidenciamos diferenga estatistica entre o grupo

vacinado e o grupo controle quando comparados nos tempos acima descritos.
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Figura 9: Cinética da avaliagao dos parametros que avaliam a fungédo hepatica nos macacos
cynomolgus vacinadas com pVAX-hsp65 (n=8, azul) e animais controle (n=4, vermelho). Os
pontos representam a média e o desvio padrdo para cada tempo pds-vacinagcido. A faixa
amarela representa os valores de normalidade para estes animais, segundo avaliagdes pré-

clinicas.
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Figura 10: Cinética da avaliagdo dos parametros que avaliam a fun¢do hepatica nos macacos
cynomolgus vacinadas com pVAX-hsp65 (n=8, azul) e animais controle (n=4, vermelho). Os
pontos representam a média e o desvio padrdo para cada tempo pds-vacinacdo. A faixa
amarela representa os valores de normalidade para estes animais, segundo avaliagdes pré-
clinicas. *Alteracao significante da média encontrada no grupo vacinado quando comparado ao
mesmo grupo no tempo zero (P<0,05 (Wilcoxon Test). AST= aspartato amino transferase;

ALT= alanino aminotransferase.
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Tabela 8: Cinética da avaliagéo dos pardmetros bioguimicos dos macacos cynomolgus vacinadas com pVax-hsp65 (n=8) e animais controle (n=4).

Tempo 0 1 més 2 meses 3 meses 4 meses 5 meses G meses

Vacinado  Controle Vacinado Controle Vacinado Controle Vacinado Controle Vacinado  Controle Vacinado  Controle Vacinado  Controle
Uréia 214243 18570 266:44 230:63 257+52 253:107 352460 312+117 MG, 7F 260:69 37,2486 20540 26,0+87  182+15
Creatinina 12+035  1,0:019 11034 100,08 12030 1,0£019 11026 092015 13042 112019 1,1:038 10010 13038 11031
Glicose 717+142 B05:221  5B6:70 617+139  B850+173 760:173 711486 682+105 84 9+149 750200 8162157 715:207 840£136 795+169
Triglicerideos  149+1125 912357 97+561 51195 125:853 B7+334 139517 1242414 13921022 82+345 125+1015 64+107 194+1278  110+39.5
Colesterol 1162302 1252184 1242308 1302202  127+327 131:239  128£313 1322286 1202238 1312224  132:266 143:205  145:324  148:351
_Elrli::Ji[;L:hina 018:003 020£004 018:004 022+066  015+003 018:002 016+003 017+006 0,18+003 020£002 019:006 020:005 015:006 020003
Proteina Total 732057  7.3:074 73:041  70£037 74+035 73026 72+037 71:013 75:042 742040 74060 752037 7.8:048 742045
Albumina 31032 33019 33029 340:012  32+028 34008 31022 33015 33026 34015 34+037 36013 34+038 342045
AST 329+10,7 40,080 320+75 36559 23,1+7,8* 31583 264+41 36063 23446,3* 320:90 254087 20774 279+109 35587
ALT 37181 36754 204+46% 34,068 29,6+4,6* 33,069 30,9+44% 327+17 334469 37587 331224 35053 342+49 39786

Uréia, creatinina, glicose, triglicerideos, colesterol, bilirrubina e proteinas totais: mg/dL_; AST — Aspartato aminotransferase e ALT — Alanino aminotransferase :-mul/mL

* Andlises estatisticamente significativa com p<0,05 (Wilcoxon Test) — comparagio com o dia zero.
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4.2 - AVALIACAO DOS EVENTOS ADVERSOS

Todos os animais apresentavam um bom estado fisico geral quando do
inicio de nosso estudo, e assim, mantiveram-se durante todo o periodo.
Apresentavam apetite normal, bom estado nutricional e de hidratagao.

Os animais foram pesados a cada analise clinica completa, onde foram
mensuradas também, as frequéncias cardiaca e respiratéria, além da
temperatura corporal. As primeiras 48h pdés-vacinagao foram essenciais para
evidenciarmos qualquer alteragcdo. A vacina pVAX-hsp65 nao provocou
voémitos, convulsdes, febre, nem qualquer outro sinal que poderia estar
relacionado a dor como: automutilagdo, perda de apetite e apatia.

Nao foi possivel evidenciar quaisquer alteragdes no local de aplicagao
da vacina como equimoses, hematomas, Ulceras, abscessos, linfadenopatia
regional supurada e cicatriz queléide. Do mesmo modo, nao foram encontradas
alteragbes sistémicas evidentes através dos exames clinicos complementares

como os dados hematoldgicos e bioquimicos (visto no item 4.1).

4.3- TESTE TUBERCULINICO

O teste tuberculinico foi realizado dois meses apds o término do
esquema vacinal. A vacinagdo com pVAX-hsp65 por eletroporacdo em
macacos cynomolgus nao resultou em conversao ao teste de intradermoreacao

com a tuberculina de mamiferos. As leituras foram realizadas 48 e 72h apds a
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intraderrmorreagao. Apos 48h todos os animais mostraram reagcdo negativa,
apesar de 2 (25%) apresentarem reagao de grau 2. Apds 72h os resultados
permaneceram negativos com 5 (62,5%) animais apresentando grau zero de
reacao e trés (37.5%) animais mostraram grau 1 de reagdo com presenga de

equimose (tabela 9).

Tabela 9. Avaliacido da reacado de intradermorreagcao a tuberculina de mamiferos em
macacos cynomolgus vacinados com pVAX-hsp56 por eletroporagao

Grau 0 Grau 1 Grau 2 Grau 23
Macacos Reacio
cynomolgus Refgéo Negativa Posig;iva
N (AJ) N ((%)
Leitura 48h 4 (50) 2 (25) 2 (25) 0 (0)
Grupo
Vacinado
(n=8) Leitura 72h 5 (62,5) 3(355) 0(0)  0(0)
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4.4 - AVALIAGAO DE MARCADORES DE SUPERFICIE CELULAR

4.4.1 - Avaliagao do perfil de linfécitos e células natural killer periféricos

induzidos pela vacinagao com pVAX-hsp65 por eletroporagao

As analises do percentual de células TCD4 e TCD8, linfocitos B e NK
foram realizadas na regiao R1. As células NK foram identificadas em regido
negativa para CD3, sendo caracterizadas populagbes de NK como CD3"
CD8'CD16". Os linfécitos B foram identificados pela marcacdo de CD3'CD20"
dentro da populagéo de linfécitos (figura 11).

Quanto ao perfil de linfécitos TCD4 nao foi observado alteragbes ao
longo do esquema vacinal. A média de linfécitos T CD4 no periodo anterior a
vacinagao foi de 36,63+19,48% (n=12). Como alguns animais apresentavam
valores abaixo da média antes da vacinacdo, fomos acompanhando o perfil
destas células ao longo do experimento e nao observamos mudancgas
significantes. Quando a média do percentual de linfécitos TCD4 foi comparada
entre o dia zero (32,8+-8,9%) do grupo vacinado e os valores do 1 e 4’
(29,316,6% e 27,4+7,4%) meses/p.v., observamos um ligeiro decréscimo
nestas células periféricas (p=0,02 e 0,008, respectivamente) (figura 12). Nao
foram encontradas diferencas estatisticas em relagao aos valores absolutos de
linfécitos TCD4 (tabela 10).

Em relagao ao perfil de linfocitos TCD8 observamos que estas células
eram mais frequentes que os linfécitos TCD4, tendo valores médios de
44,519,9% (n=12) no dia zero de vacinagdo. Quando comparamos os valores

médios de entre o dia zero do grupo vacinado (45,9+11,0%) ao 4’ més/p.v
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(50,619,7%) encontramos diferenga estatisticamente significativa (p=0,04)
(figura 12). Nao foram encontradas diferengas estatisticas em relagédo aos

valores absolutos de linfécitos TCD8 (tabela 10).
Nenhuma alteragao foi identificada no perfil de linfocitos B e células NK

durante o esquema vacinal, tanto de valores percentuais quando de valores

absolutos (figura 13).
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Figura 11: Painel da anadlise de citometria de fluxo. Figuras representativas da avaliagdo de
células TCD4 (CD3+/CD4+), TCD8 (CD3+CD8+), linfécitos B (CD3-CD20+) e de células natural
killer (CD3-CD16+CD8+). Cerca de 20mil células foram lidas na regiao R1.
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Figura 12: Cinética da avaliagdo de células TCD4 e TCD8 em valores percentuais (graficos
superiores) e valores absolutos (graficos inferiores). Animais do grupo controle (n=4, branco) e
animais vacinados (n=8, preto). A linha horizontal pontilhada representa a média de todos os
animais no tempo zero. *Alteragao significante da média encontrada no grupo vacinado quando

comparado ao mesmo grupo no tempo zero (P<0,05 Wilcoxon Test).
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Figura 13: Cinética da avaliagdo de linfécitos B e NK em valores percentuais (graficos
superiores) e valores absolutos (graficos inferiores). Animais controle (n=4, branco) e animais
vacinados (n=8, preto). A linha horizontal representa a média de cada grupo. A linha horizontal
pontilhada representa a média de todos animais no tempo zero. A linha horizontal pontilhada

representa a média de todos os animais no tempo zero.
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Tabela 10: Cinética da avaliacdo dos valores percentuais e absolutos de células TCD4, TCDS, linfocitos B e células Natural killer dos macacos
cynomolgus vacinados com pVAX-hsp65 (n=8) e animais controle (n=4).

Tempo 0 1 més 2 meses J meses 4 meses 5 meses
Controle  Vacinado Controle  Vacinado  Controle Vacinado  Controle  Vacinado — Controle  Vadinado Controle  Vacinado
TCD4  443:99 3284849 339£39 29,346 6 376485 300102 33,6258 291269 347319 27 447 4* 362«67  30,0x100
TCDg  418:7 8 4594110 37 4451 380+8 8 43,0498 50 4+8 2 41 110 464407 44 24115 50,649,7* 45 6+9 1 477499
: LinfB 112535 105263 11,533 13,845,0 94+35 95439 11,0647 11,0245 115463  100+44 92435 11,244.8
NK 439+112 4103£2027 399+149 3994207 15394139 4494171 50 7131 ITAHIVE B1E121 513182 B5T7+7 3  451+188
TCD4 194649128 143747415 13854207 2 93714636 143445041 15W+6467 154145478 136827328 151644642 11014650 143446837 1524+099 6
TCDE& 189429905 1980+9126 150049072 12709+9918 1589+3052 2493+1034 17671357 22171276 1884£5305 2006+1058 173125603 2368+1240
mm*

LinfB

HK

026,3x393,6 461,8£3421

28154244 1 327 94292 0

47992191,7 378.2+128

251541599 207 4+1555

387, 52236.2 461 2£267,3

316 6+297 2 334 742647

539523048 479242754 513 2£2753 3837295

370, 24131 4 27834228 6 255 3+1021 252621451

369622025 533623182

296 5+128 6 361,9+348 8

* Andlises estatisticamente significativa com p<0,05 (Wilcoxon Test) — comparagdao com o dia zero.

Linf B — Linfocitos B; NK — células natural killer.
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4.4.2 - Avaliagao de marcadores de células de meméria central e efetoras

Foram analisadas as subpopulagdes de células TCD4 e TCD8 de
memoria central, definidas como CD3+/CD4+ ou TCD3+/CD8+ e
CD28+/CD95+ e de memodria efetora, definidas como CD3+/CD4+ ou
TCD3+/CD8+ e CD28-/CD95+ (figura 14). A vacina pVAX-hsp65 foi capaz de
induzir um aumento significativo na subpopulagcdo de linfécitos TCD4 de
memoria central (34,1+159% vs 49+12.1%, p=0.008) no 1° més/p.v.,
retornando aos valores normais a partir do 2’ més/p.v. Nao houve diferenca
entre os valores absolutos nesta populagao (figura 15). Observamos que houve
uma tendéncia (p=0,07) a diminuigdo da subpopulacédo de linfécitos TCD4 de
memoéria efetora neste mesmo periodo (36,8+20,1% vs 23,31£11,4%; figura 15).
Nenhuma outra alteragdo foi evidenciada durante o esquema vacinal em
relacdo as células TCD4 e que as células de memodria central e efetora
estavam em equilibrio durante todo o periodo de vacinacao.

Nao observamos alteragdes no perfil de linfécitos TCD8+ de memoria
central e efetora durante o esquema vacinal, com leve tendéncia a aumento no
6'més/p.v. em células de memoria central (figura 16). Nao houve diferenca
entre os valores absolutos nesta populacdo quando comparados com os
valores no tempo zero, porém, houve um aumento significativo no numero
absoluto destas células quando comparamos o grupo vacinado apés a 12 dose
da vacina com o 6° més (248+129mm?® vs 748+675mm°>, com p=0,04) (figura

16).
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Figura 14: Painel da analise de citometria de fluxo. Figuras representativas da avaliagéo de
células TCD4 (CD3+/CD4+) e TCD8 (CD3+/CD8+) de memodria central (CD28+CD95+) e

memoria efetora (CD28-CD95+). Cerca de 20mil células foram lidas na regido R1.
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Unidade

Figura 15: Cinética da avaliagédo de linfécitos TCD4 de memédria central e memoéria efetora em

valores percentuais (graficos superiores) e valores absolutos (graficos inferiores). Animais

controle (n=4, branco) e animais vacinados (n=8, preto). A linha horizontal pontilhada

representa a média de todos os animais no tempo zero. *Alteragdo significante da média

encontrada no grupo vacinado quando comparado ao mesmo grupo no tempo zero (P<0,05

Wilcoxon Test).
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Figura 16: Cinética da avaliagéo de linfocitos TCD8 de memoria central e memoria efetora em
valores percentuais (graficos superiores) e valores absolutos (graficos inferiores). Animais
controle (n=4, branco) e animais vacinados (n=8, preto). A linha horizontal pontilhada
representa a média de todos os animais no tempo zero. *Alteragdo significante da média
encontrada no grupo vacinado quando comparado ao mesmo grupo no tempo zero (P<0,05

Wilcoxon Test).
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Tabela 11: Cinética da avaliagdo dos valores percentuais e absolutos de células TCD4, TCD8 de memoria central (MC) e memoria efetora
(ME) em macacos cynomolgus vacinados com pVAX-hsp65 (n=8) e animais controle (n=4).

Tempo 0 1 més 7 meses 3 meses 4 meses f meses

Confrole  Vacinado Controle  Vacinado Confrole  Vacinado Confrole  Vacinado Controle  Vacinado Controle  Vacinado

TCD4 MC 35822540 341121584 418657 215 49,69+12,08* 386124374 37 3120 067 340721208 381321276 379321422 400328717 4215211 427221042

. TCD4 ME 23216210356 36822014 24851004 233421143 307528917 403211376 307722014 33921344 307521762 334823884 296721211 334021407

TCDE MC 2B88+8228 24821231 22 85:7 277 725B:8834  2332:4 187 2008:8 103 182827 740 17527781 1602:0454 12082314 344520584 315721552

TCDE ME 8012+10,08 891721503 8005+1340 B3 E721240 B4B0:70547228+1201  B2:1804 60 725+1045 701921383 7488:0102 G&B1#1277 SR4+1877

TCD4 MC 731324281 433321815 583522133 424621998 55792220 55082167  5537£2857 50932333  ST1B2227 412222379 624223587 642724737

TCD4 ME 853 2:421 4 BO3B25628 330741213 2732343 45042241 6905z46138 40341008 523524011 425721654 461723158 40121588 55452435
mm®

TCDE MC 53362345 41551726 342511213 248821286 37532119 450822005 289121359 325921154 283721054 307221395 58822386 748426755

TCDE ME 114848529 14398018 808521821 89028588 103322391 1868#8753 10002832 161521138 134825001 154428873 921 9+2868 141928845

* Andlises estatisticamente significativa com p<0,05 (Wilcoxon Test) — comparagao com o dia zero.

MC — células de memoria central; ME — células de memoria efetora.
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4.4.3 - Avaliacao de marcador de ativagao celular HLA-DR

O marcador de ativagao celular HLA-DR foi avaliado em linfocitos T CD4
e linfécitos B. A expressdo de HLA-DR em células TCD4 aumentou no grupo
vacinado quando comparamos o dia zero ao 2° més/pv (4,2112,34% e
5,79+2,69%, respectivamente, com p=0,02). Da mesma forma, podemos
encontrar diferengas estatisticamente significantes nos valores absolutos das
células TCD4 expressando HLA-DR quando comparamos o dia zero ao 2°
més/pv (70,99177% e 97,66+77%, respectivamente, com p=0,05). Nao foi
possivel encontrar alteragées no percentual e numero absoluto de linfocitos B

expressando HLA-DR (figura17) (tabela 12).
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Figura 17: Cinética da avaliagdo de linfocitos TCD4 e linfocitos B expressando a molécula

HLA-DR em valores percentuais (graficos superiores) e valores absolutos (graficos inferiores).

Animais controle (n=4, branco) e animais vacinados (n=8, preto). A linha horizontal pontilhada

representa a média de todos os animais no tempo zero. *Alteragdo significante da média

encontrada no grupo vacinado quando comparado ao mesmo grupo no tempo zero (P<0,05

Wilcoxon Test).
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4.4.4 - Avaliacao de células dendriticas mieloide e plasmocitoide

As células dentriticas (DC) foram caracterizadas por Lin" (CD3/CD14"
/CD167/CD20°) HLA-DR, CD11c e CD123. As DC foram subdivididas nos dois
tipos: as mieldide - mDC (Lin, HLA-DR*/CD11¢*/CD123") e plasmocitéide -
pDC (Lin", HLA-DR*/CD11¢/CD123") (figura18). Ndo encontramos diferengas
no percentual e numero absoluto das células mDC, porém, houve um aumento
do percentual de células pDC quando comparamos o dia zero aos 2° e 3°
meses/p.v (0,5610,27%; 0,5910,29%; 1,68%1,79%, respectivamente com
p=0,02 e p=0,008). Do mesmo modo, podemos observar um aumento do
numero absoluto de células pDC do dia zero para o 3° més/p.v (31,12£15,9% e

61,21£24%, respectivamente com p=0.02).
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Figura 18: Painel da andlise de citometria de fluxo. Figuras representativas da avaliacdo de
células mDC (Lin", HLA-DR'/CD11¢*/CD123") e pDC (HLA-DR*/CD11¢/CD123").
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Figura 19: Cinética da avaliagdo de células dendriticas mieloides e plasmocitoides em valores
percentuais (graficos superiores) e valores absolutos (graficos inferiores). Animais controle
(n=4, branco) e animais vacinados (n=8, preto). A linha horizontal pontilhada representa a
média de todos os animais no tempo zero. *Alteragdo significante da média encontrada no

grupo vacinado quando comparado ao mesmo grupo no tempo zero (P<0,05 Wilcoxon Test).
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Tabela 12: Cinética da avaliagcdo dos valores percentuais e absolutos de células TCD4 e linfétitos B expressand HLA-DR e de células
dendriticas pieloides (mDC) e plasmocitoide (pDC) em macacos cynomolgus vacinados com pVAX-hsp65 (n=8) e animais controle (n=4).

TempoQ 1 més 2 meses 3 meses 4 meses § meses
Confrole  Vacinado Controle  Vacinado Controle Vacinado Controle  Vacinado Controle  Vacinado Controle  Vacinado
TCO4HLA-DR 6732285 42122 34 368:270 2 B0 570 7,23+315 5,79+2 69 687:2 64 4567281 6262240 4543391 6512307 4 50:258
. CO20MHLADR 6732285 10142508 104:242 1282485 9,0+3 36 9,124375 11,0424 B3 1124 51 11535632 10082440 524+351 11 22+4 81
mDC [CO11c+) 2892391 1432253 275370 1272217 1,791 80 1,021,02 12021 57 1,593 41 0842056 0732119 185221 1 202202
pOC (CD123+) 0502031 05620 27 0,80:028 0872023 0,51£0,15 0,59+0,29* 0,780 15 1,681,779 0170075 0282010 0582012 079037
TCO4HLA-DR 137 4287 708877 538547 228420 114 3281 97 6677 15,3274 6538+56 84 55237 586172 1075284 7779284
. CO20HLA-DR 4138245 53 24:59 503826 469122 34 5328 40,75+23 70,28:54 5982458 7105259 4354249 389930 69 .42+62
mm

mDC (CO11c+) 12822181 77 860121 15152222 81,03=117 10812151 84,0320 6628408 6359+17 27 D610 4839:87 2205225 25 42:48

pOC (CD123+) 25882857 311221585 388121052 33 3627 628 245321132 38 28+1819 440163 64,21+24,8* 9602392 13034736 77832313 1566210

* Analises estatisticamente significativa com p<0,05 (Wilcoxon Test) — comparag&o com o dia zero.
mDC — células dendriticas mieldides; pDC — células dendriticas mieldides.
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4.5- AVALIACAO DE MARCADORES INTRACELULARES

A analise de marcadores intracelulares foi realizada no dia zero, e apods
02,4’ e 6 meses/p.v. devido ao volume de sangue periférico necessario para
0 experimento, 0 que poderia acarretar alteracbes hematoldgicas nos animais.
As células periféricas foram estimuladas com um conjunto de peptideos de
HSP65 e os resultados estdo expressos em relagdo a subtragdo dos valores
basais das culturas celulares sem o estimulo especifico. A analise esta

representada pelas figuras 20 e 21 e os dados percentuais na tabela 13.
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Regiao para analise de marcadores intracelulares

Analise da expresséo de CD69
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Figura 20: Painel da analise de citometria de fluxo. Figuras representativas da avaliagdo de

células TCD4, TCD8 e linfécitos B expressando o marcador CD69 e avaliagdo de células TCD8

e NK expressando granzimaB/perforina. Os painéis representam a analise de controle negativo
(RPMI), estimulo especifico com a HSP-65 e controle positivo (SEB/A). Cerca de 100mil células

foram lidas na regido R1.
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Figura 21: Painel da analise de citometria de fluxo. Figuras representativas da avaliagéo de

células TCD4, TCD8 e NK expressando a citocina IFN-y; avaliagdo de células TCD8 e TCD4 e

NK expressando a citocina TNF-a. e a expresséo da citocina IL-12 em mondcitos.Os painéis

representam a analise de controle negativo (RPMI), estimulo especifico com a HSP-65 e

controle positivo (SEB/A). Cerca de 100mil células foram lidas na regido R1.
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4.5.1 — Avaliagao de marcador de ativagao celular CD69.

O marcador de ativagao celular CD69 foi avaliado em linfécitos T CD4,
CD8 e B estimulados com o pool de peptideos da HSP65. A expressao de
CD69 estava ligeiramente aumentada nos linfécitos TCD4" e B no 4 més/p.v.,
mas sem diferenga estatistica (p>0,05). Apesar disso, 5 dos 8 animais
vacinados apresentaram niveis elevados de células T CD4" expressando este
marcador de ativacdo celular. Em células TCD8" e B, respectivamente 2 e 4
dos 8 animais expressaram CD69", sem diferenca estatistica entre os grupos
vacinados e nao vacinados. Um animal do grupo vacinado com pVAX-hsp65
(animal M1) apresentou os maiores niveis desta molécula tanto em células

TCD4*, TCD8" e B e outro animal (P7) em células TCD4" e B (figura 22).
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Figura 22: Avaliagdo do marcador de ativagéo celular CD69 em linfécitos TCD4, TCD8 e B. Os
valores percentuais dos animais que expressaram esta molécula acima de 4% foram
representados e seus valores reais ao lado. Animais controle (n=4, branco) e animais
vacinados (n=8, preto). A linha horizontal representa a média de cada grupo e a linha horizontal

pontilhada representa a média de todos os animais no tempo zero.
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4.5.2 — Avaliagao da producao de granulos de granzima B e perforina

A producdo de granulos de granzima B e perforina foi observada em
linfocitos TCD8" e células NK (CD3'CD8'CD16%). Ndo houve aumento na
producao destes granulos em linfocitos TCD8, apds estimulagédo in vitro com
HSP65 em nenhum dos tempos analisados. No entanto, observamos um ligeiro
aumento, sem diferenca estatistica, na expressdo dessas moléculas em células

NK, especialmente nos 2" e 6" meses/p.v. (p> 0,05) (figura 23).
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Figura 23: Avaliagdo da dupla marcacdo de granzima B/perforina em linfécitos TCD8 e células
NK. Animais controle (n=4, branco) e animais vacinados (n=8, preto). A linha horizontal
representa a média de cada grupo e a linha horizontal pontilhada representa a média de todos

0s animais no tempo zero.
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4.5.3 - Avaliacao da cinética do perfil de citocinas intracelulares por
citometria de fluxo em macacos cynomolgus vacinados com pVax-hsp65

por eletroporacao.

A expressao das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-12 e IL-10 foi avaliada por
citometria de fluxo. Para tanto, quatro analises foram realizadas: uma antes da
vacinagdo (dia 0), uma apds a segunda dose (2" mes) e duas apos a terceira
dose da vacina (4 e 6’ meses/p.v).

A expressao de IFN-y foi analisada em linfocitos TCD4, TCD8 e células
NK. Quando comparamos as meédias da producédo de IFN-y pelas células T
CD4" ndo evidenciamos diferenga entre os animais vacinados com pVAX
hsp65 e os animais do grupo controle nos diferentes tempos. No entanto,
houve uma tendéncia de aumento na expressédo desta citocina no grupo
experimental quando comparado ao controle nos 2° e 4 meses/p.v. (p = 0,06).
Estes resultados mostram uma tendéncia a produgédo de IFN-y especifica para
HSP65 em linfocitos T CDA4.

Em relacdo a expressao desta citocina em linfocitos TCD8", ndo houve
aumento da expressao de IFN-y quando estimulados pelo antigeno HSP65 (p >
0,05) em nenhum dos tempos analisados. No entanto, foi observado um
aumento significativo na producéo desta citocina em células NK no 6" més/p.v.
(dia zero= 0,17+0,26% vs 0,7510,79%; p = 0,04), mas nao nos demais tempos

avaliados (figura 24).
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Figura 24: Avaliacdo da expresséao da citocina IFN-y em células TCD4, TCD8 e NK. Os valores
percentuais dos animais que expressaram esta molécula acima de 2% (TCD4 e TCD8) e 4%
(NK) foram representados e seus valores reais ao lado. Animais controle (n=4, branco) e
animais vacinados (n=8, preto). A linha horizontal pontilhada representa a média de todos os
animais no tempo zero. *Alteragao significante da média encontrada no grupo vacinado quando

comparado ao mesmo grupo no tempo zero (P<0,05 Wilcoxon Test).
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Da mesma forma que IFN-y, a expressdo de TNF-a foi avaliada em
linfécitos TCD4, TCD8 e células NK, bem como em linfécitos B. Ao analisar a
expressdo de TNF-o em linfocitos TCD4, observou-se um aumento apds o 2°
més/p.v. (0,0191£0,35% vs 0,33+0,53%; p=0,03). Este aumento foi mais
acentuado apds o0 4 més/p.v., correspondendo ao periodo apos a terceira dose
da vacina (0,019+0,35% vs 0,4810,54%; p = 0,03). Apesar de nao evidenciada
diferenca estatistica para o 6° més/p.v., 4 dos 8 animais expressavam TNF-a
especifico para HSP65 em linfocitos TCD4.

Em relagdo aos linfocitos TCD8, ndo houve diferenga estatistica, no
entanto houve uma tendéncia ao aumento no grupo experimental em relagéo
ao tempo zero no 6 més/p.v (p = 0,06), sendo, esta citocina, expressa em 5
dos 8 animais vacinados. Ao avaliar a expressao desta citocina em células NK,
observou-se um aumento significativo somente no 6" més/p.v (0,001+0,003%

vs 2,15+2,27%; p = 0,03) (figura 25).
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Figura 25: Avaliagdo da expressao da citocina TNF-a. em células TCD4, TCD8 e NK. Animais
controle (n=4, branco) e animais vacinados (n=8, preto). a linha horizontal pontilhada
representa a média de todos os animais no tempo zero. *Alteragdo significante da média
encontrada no grupo vacinado quando comparado ao mesmo grupo no tempo zero (P<0,05

Wilcoxon Test).
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A expressdo de IL-12 foi observada em mondcitos (CD14%) e néo
apresentou nenhuma diferenca estatistica em todos os tempos observados (p >
0,05), apesar de termos 5 a 6 animais expressando esta citocina durante a
vacinacgao (figura 26). A expressao de IL-10 foi avaliada em linfécitos TCD4,
TCDS8 e células NK, onde nao foi possivel observar mudancgas significativas em
ambas as populagdes celulares em todos os tempos estudados (p> 0,05)

(figura26).
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Figura 26: Avaliagdo da expressao das citocinas IL-12 em mondcitos e IL-10 em células TCD4
e TCD8. Animais controle (n=4, branco) e animais vacinados (n=8, preto). Os valores
percentuais dos animais que expressaram |L-12 acima de 8% foram representados e seus
valores reais ao lado. A linha horizontal pontilhada representa a média de todos os animais no

tempo zero.
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4.5.4 Avaliagcao da expressao do marcador ki67, indicador de proliferagao

celular.

A identificagdo de células em estagio de diferenciacao foi determinado
em linfocitos TCD4, TCD8 e linfécitos B apds estimulo com os peptideos de
HSP65. Em relagcdo aos linfécitos TCD4 ndo foi evidenciada nenhuma
alteragao ao longo do esquema vacinal, com tendéncia (p=0,06) a diminuigédo
identificada no 6 més/p.v. (0,30+0,39%) quando os niveis do dia zero
(0,861£0,61%). As células TCD8+ apresentaram ligeira diminuicdo em sua
atividade proliferativa no 4 més/p.v. (0,21+£0,27%) em relagédo ao dia zero
(0,6410,42%, p=0,03). Um aumento na expressao de Ki67 foi observado nas
células B quando grupo controle (0,24+0,48%) e vacinado (2,40+2,18%) foram

analisados (p=0,03) no 4" més/p.v. (figura 27).
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Figura 27: Avaliacdo da expressado de KI-67 em células TCD4, TCD8 e linfécitos B. Animais
controle (n=4, branco) e animais vacinados (n=8, preto). A linha horizontal representa a média
de cada grupo. A linha horizontal pontilhada representa a média de todos os animais no tempo
zero. *Alteragao significante da média encontrada no grupo vacinado quando comparado ao
mesmo grupo no tempo zero (P<0,05 Wilcoxon Test). **Alteragdo significante da média

encontrada entre o grupo controle e vacinado (P<0,05 Mann-Whitney Test).
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4.5.5 Avaliagao da expressao do marcador antiapoptético Bcl-2.

A avaliacdo do marcador antiapoptético foi realizada em células TCD4 e
TCD8 com estimulo especifico da proteina HSP-65 (tabela 13). Nao foram
encontradas alteragbes nos percentuais de células TCD4 expressando esta
molécula ao longo do periodo estudado No entanto, houve um aumento
significativo da expressao desta molécula em células TD8 quando comparamos
o dia zero ao 6° més/p.v (0,18+0,5% e 2,93+3,74%, respectivamente, com

p=0,03) (figura 28).
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Figura 28: Avaliacdo da expressdo do marcador antiapoptético BcL-2 em células TCD4 e
TCD8. Animais controle (n=4, branco) e animais vacinados (n=8, preto). A linha horizontal
representa a média de cada grupo e a linha horizontal pontilhada representa a média de todos
0s animais no tempo zero. *Alteragao significante da média encontrada no grupo vacinado

quando comparado ao mesmo grupo no tempo zero (P<0,05 Wilcoxon Test).
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Tabela 13 Cinética da avaliagdo dos valores percentuais de marcadores intracelulares em macacos cynomolgus vacinados com pVAX-hsp65
(n=8) e animais controle (n=4).

Tempo 0 Tempo 2 Tempo 4 Tempo &
pvalor pvalor pvalor pvalor pvalor pvalor
Marcagio Controle Vacinado Confrole  Vacinado nao Controle  Vacinado nio Confrole  Vacinado nio
pariado  parado pariado  parado pariado pariado
CD4 CD&Y 0,14 20,28 0,21 20,21 0152025 0222038 0,81 0,93 003005 1452223 0456 040 007007 0252034 0,70 0,79
CDa CDeY 0,02 0,05 0,05 014 035050 0112015 1,00 0,37 o1+001 100x202 0,69 054 0068010 025053 0,84 0,93
CD20 CD&Y 0,24 20 48 0,38 £0,55 026052 0092017 0,37 0,91 027045 189522128 06 0,26 010018 107183 019 0,52

CD16 Granz Perf 0,350,798 016043 000220005 2672374 0,08 0,15 038045 2822551 062 0493 05020982 5862678 0,12 0,53
CD& Granz Perf 454 £2 38 253 £2 65 132 £153 2532663 0,44 0,45 050+0%% 1702203 069 0,39 053100 3152476 0,69 0,92

CD41FN 0,03 £0,04 017023 00030005 0332054 0,81 0,06 0,003z0,005 018018 0,54 0,06 0032006 0202028 1,00 013
CDSIFN 0,13 20,18 0,23 027 016017 050072 0,69 0,50 0,02+£0,03 0572054 0,04 0,06 0022003 0265028 0,9 013
CD16 IFN 0,002 £0,005 017 20,26 041082 0812145 0,8 0,36 0,58x088 251357 016 0,7/ 058£055 075x0,7% 0,04 0,93
CD4THF 0,002 +0,005 0M8x035 002x00F 0332053 0,03 0,13 0,01£0,03 0482054 0,03 0,06 0152027 0302033 0,10 0,79
CDETHF 0,002 £0,005 003 20,08 018028 0192038 0 0,91 0,05£0,10 031057 025 0493 0072014 0522053 0,06 0,54
CD16 THF 058116 0,001 20,003 0089017 0571438 0,12 0,93 024033 070145 025 092 012x022 2152227 0,03 0,14
CD20 THF 0,01 £0,01 0,24 £0,52 g x0 0272075 1,00 1,00 0,02£0,05 041211 1,00 0,91 052+£0,70 324560 0,09 0,73
CD41L-10 0,44 £0,38 0,51 £0,58 004 008 0072018 0,15 0,54 go06+£011 0082009 011 047 04320487 03832057 0,81 0,93
CDSIL-10 0,27 £0,18 041 0,38 014014 0082018 0,20 0,30 019+£038 0242028 0,55 0,59 0212038 011014 0,08 0,66
CD14 IL12 0,14 £0,238 080%14 042032 1452160 0,56 0,14 0412052 3512520 016 043 0522055 0352077 0,81 0,50
CD4 Ki-67 0742114 0,26 £0,61 035+x04% 03952078 0,22 0,78 028+£055 0812139 081 0,34 0472042 0302035 0,06 0,43
CD& Ki-67 0,43 £0,85 064 £0,42 048 £057 0222058 0,22 0,45 0242028 021027 0,03 1,00 0672057 0272052 0,08 0,20
CD20 Ki-&67 125 £1,85 0,88 £1,50 012+x024 0022006 0,26 0,50 D242z048 2402218 019 0,03 120x112 1562218 0,62 0,93
CD4 Bel-2 4812310 0892215 281272 1,522 .0 0,22 0,55 1,422 70 0,522 20 1,00 0,61 41224 81 2202252 0,31 0,73
CDS Bel-2 21122 48 0,1820,51 3,7524, 43 15822 44 0,25 0,39 1,583,105 18024 42 0,44 0,92 5332225 2893x3 74 0,03 0,55

Analises estatisticamente significativa com p<0,05 para analises pareadas (Wilcoxon Test) — comparagdo com o dia zero. E p<0,05 para
analise nao pareada (Mann Whitney test) — comparagao entre grupo vacinado e controle no mesmo tempo.
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4.5.6 - Avaliagao do perfil de citocinas Th1/Th2 em macacos vacinados

com cynomolgus hsp65 pVax por eletroporagao

A expressao das citocinas IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6 foi
avaliada por citometria de fluxo, utilizando o non-human Primate cytokine kit
Th1/Th2 (BD). Da mesma forma, como analisado no topico anterior, quatro
testes de citocinas foram realizados: um antes da vacinagdo (tempo 0), um
apds a segunda dose (2° més) e dois apds a terceira dose da vacina (4" e 6°
meses p.v.) (tabela 14).

A producdo de TNF-a apds a estimulagcdo com HSP65 foi aumentada
significantemente no grupo vacinado quando comparado o dia zero (1,14+3,23
pg/mL) e 0 4’ més p.v. (44,32+48,47 pg/mL; p = 0,031), como demonstrado na
figura 29. No entanto, esses valores retornaram a normalidade apds o 6
més/p.v. A producdo de IL-6 foi marcantemente elevada apos o 4° més/p.v.
(53,5+54,3 pg/mL) quando comparada ao dia zero (2,4+5,7; p = 0,015).

Nao foi encontrada diferenca estatistica em relacdo a expressao das
demais citocinas Th1 (IFN-y e IL-2) e Th2 (IL4 e IL-5) em todos os tempos

estudados (figura 29).
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Figura 29: Avaliagao da expressao das citocinas Th1/Th2: IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4, IL-5 e IL-6
TNF-a no sobrenadante de cultura. Animais controle (n=4, branco) e animais vacinados (n=8,
preto). A linha horizontal representa a média de cada grupo e a linha horizontal pontilhada
representa a média de todos os animais no tempo zero. *Alteragao significante da média
encontrada no grupo vacinado quando comparado a0 mesmo grupo no tempo zero (P<0,05

Wilcoxon Test). O eixo x representa os meses apos primeira dose da vacina.
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Tabela 14 Cinética da avaliagdo das citocinas Th1/Th2 em sobrenadante de cultura em macacos cynomolgus vacinados com pVAX-hsp65
(n=8) e animais controle (n=4).

Tempo 0 Tempo 2 Tempo 4 Tempo 6

Citocinas Controle Vacinado Controle Vacinado Controle Vacinado Controle Vacinado
TNF-a 0,00+£0,00 1,14+3,23 9,01+18,02 21,0+£36,09 7,37+14,74 44,32+48,47* 0,00+ 0,00 2,87 +£8,13
IFN-g 0,00£0,00 0,61+0,99 124+144 1,76+233 1,28 + 1,48 0,73 + 2,07 0,53 + 1,06 0,43 + 0,81
IL-2 1.13+0,15 0,30+0,62 0,53+1,06 0,12%0,25 0,09 £ 0,18 0,08 £ 0,15 0,29 + 0,59 0,07 £ 0,20
IL-6 9,66+1246 2,38+5,70 6,19+12,39 18,48+32,61 15,02+22,74 53,53 *54,26* 57,61+58,92 88,14+210,9
IL4 0,34+0,44 0,23+049 162+1,98 0,76 +0,72 0,43 +0,85 0,52 + 0,99 0,24 £ 0,48 0,18 £ 0,36
IL5 0,18+0,21 0,21+0,37 023+0,29 0,22+0,31 0,10+ 0,12 0,08 + 0,23 0,13 +£0,28 0,09 +£0,13

* Andlises estatisticamente significativa com p<0,05 (Wilcoxon Test) — comparagao com o dia zero.
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5 - DISCUSSAO

Apo6s mais de 200 anos de desenvolvimento da primeira vacina contra a
variola em 1796, por Edward Jenner, o mundo se encontra frente a uma série de
avancgos cientificos que tem permitido a produ¢cdo de vacinas mais eficazes e
seguras. No Brasil, histérias bem sucedidas de vacinagédo erradicaram a febre
amarela urbana (1942) e a variola (1973). A criagdo do Programa Nacional de
Imunizagbes (PNI), em 1973, levou a erradicacdo da poliomielite em 1989, ao
controle do sarampo, do tétano neonatal e acidental, das formas graves e infantis de
tuberculose, da difteria e da coqueluche.

A vacinagao representa uma das principais ferramentas para a prevencgao das
doengas. Uma delas, a BCG, tem sido utilizada contra a TB por mais de 90 anos,
porém, ela ndo tem contribuido para uma significante redugdo da incidéncia da
doenga em adultos. Assim, varias tentativas em desenvolver uma vacina candidata
contra TB tem sido objeto de diferentes grupos, usando novas abordagens, como as
vacinas de DNA. No andamento deste trabalho, avaliamos a segurangca e a
imunogenicidade da vacina pVAX-hsp65 administrava, em 3 doses, por via
intramuscular, seguido do método de eletroporagdo em primatas ndo humanos
(macacos cynomolgus).

Para a obtencdo de bons resultados com as futuras vacinas, € fundamental
que estas sejam de qualidade adequada e de seguranca comprovada. E, portanto,

indispensavel uma criteriosa avaliagao clinica e laboratorial em ensaios pré-clinicos
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e clinicos, para a busca rigorosa do diagndstico etioldgico, com a finalidade de que o
evento adverso, a sequela ou mesmo o 6bito ndo sejam atribuidos a vacina, sem
fundamentacao cientifica.

A diminuicdo das reacbes ou complicacbes poés-vacinais deve ser
preocupacao permanente e objeto de estudo de todos os responsaveis pelas
imunizagdes, em todos os niveis. Novas vacinas, menos reatogénicas ou mais
seguras, estdo em desenvolvimento ou ja aprovadas. A incorporagdo das mesmas a
rotina das vacinacbes deve ser feita criteriosamente, levando-se em conta a
avaliagdo de custo-beneficio, a eficacia e a eficiéncia e o potencial de obter
coberturas vacinais amplas.

A eletroporagdo vem emergindo como uma nova tecnologia para aumentar a
eficacia de vacinas de DNA, e tem sido demonstrada que aumenta a eficacia destas
vacinas de 10 a 1000 vezes (van Drunen Littel-van den Hurk & Hannaman, 2010;
Sardesai & Weiner, 2011). Dados preliminares demonstraram, em ensaio clinico,
que a eletroporagao aumentou a resposta de células T anti-HIV1 (van Drunen Littel-
van den Hurk & Hannaman, 2010), além disso, vem sendo evidenciado que
eletroporagao in vivo aumenta significantemente a imunogenicidade das vacinas de
DNA pelo aumento eficiente da trasnfeccdo no DNA injetado (Mathiesen I, 1999;
Widera et. al., 2000) e o recrutamento de células do sistema imune como células
dendriticas, linfécitos T e B para o sitio de imunizacédo (Babiuk et. al., 2004; Liu et.
al., 2008).

Este método estava sendo considerado como improvavel em vacinas
profilaticas, principalmente pela dor e desconforto provocado, sendo assim, deveria
ser usada em contextos terapéuticos, incluindo vacinas contra o cancer. Porém, este

quadro vem mudando. A analise da seguranca da eletroporagdo com vacinas de
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DNA foi vista em voluntarios saudaveis por Vasan et. al.(2011), onde a primeira
demonstracdo deste método para utilizagdo em vacinacdo com DNA, em individuos,
mostrou-se segura, toleravel, independente da idade, género, tamanho corporal ou
sequéncia de vacinagao. Ainda, segundo os voluntarios, a intensidade da dor pds-
eletroporagao foi grande imediatamente apds o estimulo elétrico, porém, a sensagéao
melhora rapidamente em menos de 30min pds-vacinacdo. A maioria dos
participantes (97%) relatou que se submeteria a este método de vacinagdo em
vacinas contra HIV e ainda também (91%) para vacinas que ja existem, como as da
influenza.

Desta forma, avaliamos o protdtipo vacina pVAX-hsp65 em macacos
cynomolgus, inicialmente quanto a seguranga da administragao da vacina e do vetor
pVAX (grupo controle) administradas por eletroporacdo. Neste estudo, nao
evidenciamos reacdes locais aparentes, em até seis meses pds-vacinacdo, como:
eritema, edemas, ulceras e formacado de queldides; nem reacdes sistémicas: febre,
convulsdes, vomitos, toxicidade hepatica ou renal no grupo estudado. Os animais
nao demonstraram sinais de dor que foram acompanhados até 48h apds o final da
contencdo quimica. Estes sinais podem variar individualmente, mas alguns
parametros podem indicar sinais de dor nestes animais, como: mudanca
comportamental, agressividade e automutilagdo, que geralmente vem acompanhada
de diminuicdo do apetite, depressao e apatia. As mudancas dependem e variam de
acordo com o nivel da dor, da tolerdncia do animal, das condi¢des em que a dor
ocorre, entre outros fatores. Contudo, vale ressaltar que os animais foram
previamente contidos com um farmaco dissociativo de ag¢do rapida, e nao
demonstraram qualquer sinal de dor apds o efeito do sedativo, indicando que a

vacina pode ser segura e toleravel.
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A avaliacdo dos eventos adversos de forma sistémica advindos de vacinas
candidatas inclui a mensuragdo dos parametros hematolégicos e de dados
bioquimicos importantes. Os animais foram acompanhados por seis meses pos-
vacinagao e estes dados foram comparados com os animais antes da vacinagao
(tempo zero) e comparados com o grupo controle. Assim sendo, em nosso estudo, a
cinética dos valores observados para hemacias, hemoglobina, volume globular
médio, concentragdo de hemoglobina globular média e contagem de leucécitos
totais, se mantiveram constantes, sem alteragdes estatisticas significantes. Porém,
somente o hematdcrito do grupo vacinado aumentou no 6° més de analise em
relacdo aos valores basais destes mesmos animais no tempo zero, mas ndo em
relagdo aos animais do grupo controle. Este aumento n&o pode ser considerado
importante, pois esta ainda dentro da faixa de normalidade para estes animais
(andlises prévias realizadas até 36 meses antes da vacinagao mostram variagdes da
ordem de 34,7 a 45,6%). Ha poucos relatos na literatura sobre valores de
normalidade de hematdcrito em macacos cynomolgus. Nossos dados mostram-se
ligeiramente aumentados em relagdo aos animais da colonia de primatas do
Cecal/Fiocruz (Andrade et al., 2004), porém, dentro dos parametros encontrado por
Schuurman & Smith (2005). Da mesma forma, apesar de encontrarmos uma
diminuicao significativa do numero de plaquetas nos animais vacinados, este dado
nao tem significancia clinica, uma vez que esta diminuicdo n&o caracterizou uma
trombocitopenia e esteve de acordo com a média encontrada para estes animais nas
nossas analises pré-clinicas. Deste modo, acreditamos que todos os animais foram
considerados saudaveis quanto ao exame hematoldgico.

No teste de fungao renal, foram avaliadas as dosagens de creatinina e ureia.

Os animais vacinados com pVAX-hsp65 apresentaram um aumento no nivel sérico
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de uréia nos 3° 4° e 5° meses do estudo, no entanto, este pardmetro sozinho, nao
pode indicar uma disfuncédo renal, pois sua concentracdo sanguinea pode sofrer
influéncia de fatores extra-renais como aumento do catabolismo protéico. Bush
(1994) relatou que resultados encontrados acima de 210mg/dL, podem ser
considerados criticos, levando em consideragdo a possibilidade de algum tipo de
insuficiéncia renal. Porém, os animais vacinados apresentavam valores dentro da
faixa de normalidade para a espécie, segundo dados pré-vacinais e dados da
literatura (Andrade et. al., 2004). Além disso, a diminui¢ao significativa das enzimas
para analise da fungao hepatica, ALT e AST, no grupo de animais vacinados com
pVAX-hsp65, evidencia uma caracteristica importante do ndo desenvolvimento de
uma hepatotoxidade pds-vacinacdo, demonstrando a seguranga sistémica desta
formulagao vacinal.

Embora seja amplamente aceito que as células TCD4" desempenham um
papel essencial na capacidade, tanto de seres humanos quanto em animais, de
resisténcia a infecgdo pelo M. tuberculosis (Boom et.al., 2003), muitos estudos in
vivo e in vitro forneceram evidéncias da atuacao expressiva de linfocitos T CD8 para
o controle da doencga (van Pinxteren et. al., 2000; Turner et. al., 2001; Urdahl et. al.,
2003). Em nosso estudo, os animais apresentaram um aumento, mesmo que
transiente, de linfocitos TCD8 no 2° més pos termino das trés doses de pVAX-hsp65.
Este dado é interessante pela importancia destas células para a imunidade contra o
M. tuberculosis, pois possuem funcdes efetoras incluindo, producido de citocinas,
granulisimas e atividade citolitica (Murray et. al., 2006; Woodworth et al., 2006).
Chen et. al (2009), evidenciaram que a deplecao de linfécitos TCD8 em macacos
rhesus, vacinados com a BCG, levou a um decréscimo na imunidade contra a TB

induzida pela vacina. E ainda, que a deplecao deste tipo celular neste modelo
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animal, previamente infectados com M. tuberculosis e curados com terapia
antituberculostatica, também resultou em diminui¢cao da resposta protetora fazendo
com que estes animais fossem reinfectados.

Observamos um aumento das células TCD4 de memodria central (MC) e
tendéncia a diminuicdo das células TCD4 de memdéria efetora (ME), indicando que
estas ultimas poderiam migrar para os tecidos periféricos, muito possivelmente para
os pulmdes. A identificacdo de células MC e ME em primatas nao humanos ainda
nao é completamente caracterizada e nao identificamos publicacbées que avaliem
tais subpopulagdes em primatas ndo humanos infectados pelo M tuberculosis ou
mesmo em testes de vacinas. Contudo, Orme (2010), descreveu a existéncia de
uma diminuicao de células T de memaria central durante a infecgao experimental em
camundongos com M. tuberculosis ou durante a vacinagdo com a BCG. De forma
contraria, durante a vacinacdo com a vacina de subunidade ESAT-6/Ag85B
(Lindenstron et al., 2009) ou com o M. tuberculosis atenuado pela deple¢ao do gene
PhoP foi evidenciado aumento no numero de células MC no pulmao de
camundongos. Acredita-se que a presenca de células de memorias central seja um
indicador da persisténcia da resposta imune e eficacia para a vacinacdo. Em estudo
com seres humanos, a identificagao de células T de memoria central e efetora é
realizada pela identificacdo dos marcadores como CD27, CD57 e CD45RO.
Sabemos que utilizamos marcadores distintos aos utilizados em seres humanos,
seguindo publicagdo prévia (Jankovic et al., 2003) que ndo nos permitem com
clareza avaliar o homing destas células para linfonodos e/ou tecidos periféricos.
Como a experimentacao foi concluida apés 6 meses da primeira dose vacinal nao

podemos avaliar se a resposta induzida sera de longa duragéo.

117



As células dendriticas (DC) sao componentes importantes da resposta imune
inata e adaptativa e podem produzir altos niveis de TNF-a e IL-12 apds infeccao
com M. tuberculosis in vitro (Mihret et al., 2011). Duas subpopulagdes de DC sé&o
descritas: mieldides (mDC) e plasmocitdides (pDC). As mDC sao populagbes de
células imaturas no tecido periférico e migram para os linfonodos pelos vasos
linfaticos aferentes. Em contrapartida, as pDC migram diretamente do sangue para
os linfonodos através de vénulas (Wilson et al., 2003). As pDC s&o conhecidas pela
sua capacidade de produzir altos niveis de IFN-a e B (lto et al., 2006). Além disso,
estas células também podem produzir citocinas pro-inflamatérias como TNF-a e IL-6
(Jego et al., 2003). Em nosso estudo houve um aumento no percentual de pDC nos
2° e 3° meses/p.v e nos valores absoluto no 3° més/p.v.em macacos cynomolgus
vacinados com pVAX-hsp65. Estudos sugerem que a contagem de pDC pode ser
utilizada como valor preditivo de doengas como a infec¢do pelo virus da dengue ou
no sucesso do tratamento contra o M. tuberculosis (Hosmalin et al.,, 2008).
Acreditamos que o aumento das pDC induzida pela vacinacdo com pVAX-hsp65
possa vir direcionar, apos infecgao natural por M. tuberculosis, as DC para os
linfonodos e pulmdes, 6rgdos choques para a replicagdo micobacteriana e, assim,
facilitar a apresentacao antigénica e induzir resposta de células T especificas.

A identificacdo de marcadores de ativacdo em linfcitos pode ter um papel
importante em doencgas inflamatérias (Miki-Hosokawa et. al., 2009). A presenca do
marcador CD69 em tuberculose pode ser um indicador de sensibilizagao a infeccao
pelo M. tuberculosis (Avgustin et. al., 2005), contudo, ndo se sabe seu papel exato
no processo inflamatorio e na tuberculose. Li et. al. (2011) descreveram que a
presenca de células TCD4'/CD69" em pacientes com TB sdo em, sua maioria,

células produtoras de IFN-y. Em nosso estudo observamos um aumento relativo de

118



células TCD4", CD8" e também em células B que expressavam CD69*, em parte
dos animais vacinados apo6s 4° més/p.v., mas sem diferencas estatisticas. Sabemos
gue o uso de primatas ndo humanos para testagem de novos protétipos vacinais séo
importantes e possivelmente o numero limitado de animais possa justificar esta
diferenca na resposta observada. Porém, ha relatos de um modesto aumento em
células expressando marcadores CD69* em sangue periférico, mas com significativo
aumento em células pulmonares em cynomolgus infectados pelo M. tuberculosis (Lin
et al., 2006). Nao foi possivel no presente estudo avaliarmos células alveolares.
Recentemente, Li e et. al. (2011) demonstram que células TCD4"/CD69" podem ser
marcadores de células Th1 polifuncionais especificas para o M. tuberculosis, quando
isoladas de liquido pleural de pacientes com TB. Mais uma vez, estas células
possuem papel fundamental na producéo de IFN-y nos sitios da infecgdo pelo M.
tuberculosis. De modo inverso, ha poucos relatos sobre o papel das células
TCD8'/CD69" em relagdo a infeccdo pelo M. tuberculosis. Nossos resultados
apontam para uma modesta elevacdo no numero de animais apresentando esta
populagao celular. Antas et al., apontam que em individuos com TB latente (PPD
positivos) ha uma elevagdo do numero de CD8'/CD69" quando células periféricas
sao estimuladas com antigenos micobacterianos.

O anticorpo monoclonal Ki-67 detecta uma proteina nucelar e esta presente
em células ativadas, mas ndao em células quiescentes (Gerdes at al., 1991). Este
marcador tem sido muito utilizado para o estudo da biologia do cancer e indica a
proliferacdo de células tumorais (Gerdes, 1990; Scholzen & Gerdes, 2000). Esta
proteina & expressa durante toda fase ativa da divisdo celular e sua expressao
intracelular tem sido utilizada para mensurar respostas de células T especificas

induzidas por vacinacgao (Stubbe et al., 2006; Cellerai et al., 2007; Miller et al., 2008)
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ou o turnover destas células em individuos com infecgdes virais crénicas, como a
infeccao pelo HIV (Sachsenberg et al., 1998; Doisne et al., 2004). Em nosso estudo,
encontramos um aumento de linfocitos B proliferando no 4° més/p.v., quando
comparamos o grupo controle e o vacinado. Da mesma forma, os linfocitos B foram
identificados como apresentadoras de antigenos micobaterianos e capazes de gerar
células T de memodria e ativar células TCD8 com atividade citotoxica, em modelo
murino vacinado com pcDNA-Hsp65, induzindo, assim, o controle micobacteriano
(Almeida et al., 2011). Estas células podem ser importantes para a indugao de
resposta celular protetora na tuberculose, além de seu papel classico na producao
de anticorpos na resposta humoral.

A citocina do tipo Th1 IFN-y, produzida por células TCD4", TCD8", NK e NKT
durante a resposta imune a infecgdo por M. tuberculosis, € de grande importancia na
defesa contra microrganismos intracelulares, pois leva a ativagdo e promogéo dos
mecanismos de defesa que controlam o crescimento micobacteriano (Nathan et al.,
1984), além disso, o IFN-y leva a ativagao da produg¢do de 6xido nitrico sintase que
limita o crescimento micobacteriano (Hayashi et al., 2001). Por outro lado, respostas
do tipo Th2, caracterizadas pela secrecdo de citocinas como IL-4 e IL-5, estéo
associadas com a falta de protecdo ao M. tuberculosis e estao correlacionadas com
o aumento da suscetibilidade a doenca (Bai et. al, 2004; Rook, 2007). Em nosso
estudo, tanto as células TCD4" quanto TCD8" antigeno-especificas para a HSP65
tiveram uma tendéncia ao aumento da produgao de IFN-y pds-vacinagao, vista por
marcacgao intracelular (p=0,06). O numero reduzido de animais no nosso estudo
pode ser responsavel pela falta de significAncia estatistica nestes dados, porém, o
percentual de células TCD4" e TCD8" expressando IFN-y em macacos cynomolgus

vacinados com pVAX-hsp65 pode ser considerado robusto quando comparados a
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dados na literatura correlacionando a expressao desta citocina em vacinas
candidatas para o controle da TB. Estudo recente com a vacina candidata AERAS-
402, em fase clinica, avaliou a expressao de IFN-y, em individuos saudaveis, e a
média do percentual de células TCD4 e TCD8 antigeno-especificas expressando
esta citocina ndo passou de 0,1%, sendo considerado o percentual suficiente para
uma boa resposta imune (Abel et. al, 2010).

O TNF-a tem um papel essencial para o controle da infecgdo aguda e cronica
por M. tuberculosis. Dentre os efeitos do TNF-a. na TB incluem, a ativagao de
macrofagos (Flynn et al, 1995), a indugao da apoptose (Keane et. al., 1997 e 2002),
a producgao de citocinas (Saunders et. al., 1999; Algood et. al., 2004) e a expresséo
de moléculas de adeséo (Lopez Ramirez et. al., 1994; Schreiber et. al., 2006).
Nossos dados demonstram que a as células TCD4 e NK de animais vacinados com
pVAX-hsp65 expressaram altos niveis de TNF-a quando comparados com os dados
pré-vacinais, bem como a tendéncia de células TCD8 em aumentar a expressao
desta citocina no 6° més p.v (p=0,06). Esta observacdo se encaixa bem com a
importancia atribuida ao TNF-a. na resisténcia a tuberculose (Flynn et. al., 1995), e
particularmente, no controle da infecgdo latente por M. tuberculosis (Keane et. al,
2001; Harris et. al, 2010).

A citocina IL-12 tem sido extensivamente estudada em infeccbdes
micobacterianas (Stobie et al., 2000). Mais recentemente, a IL-12 tem feito parte de
formulagbes de vacinas candidatas contra a TB e os resultados mostram que a
adicdo de IL-12 aumenta a protecdo das vacinas quando comparadas com a BCG
(Ha et. al., 2006; Li et. al., 2006; Yoshida et al., 2006). Este fato esta relacionado
com o desenvolvimento de células Th1 de memdria quando a IL-12 esta presente

por um periodo prolongado. Em nosso estudo, os mondcitos estimulados com os
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peptideos da proteina HSP65 tenderam ao aumento da expressdao de IL-12,
preferencialmente no 4° més apds a primeira dose vacinal, demonstrando a
possibilidade da vacina em direcionar a resposta imune para o perfil Th1.

A IL-6 é produzida por mondcitos, macrofagos, linfocitos e fibroblastos e
estimula a producdo de células B, a proliferacdo de células T, a ativacdo do
mecanismo natural de morte celular e citotoxidade. Alguns estudos tém
demonstrado aumento da concentracédo de IL-6 no lavado broncoalveolar (BAL) de
pacientes com infecgdo pulmonar (Schutte et al. 1996). Da mesma forma, Monton et
al. (1996) encontraram altos niveis de IL-6 no soro e BAL de pacientes com
pneumonia. Estes resultados sugerem que a ag¢ao da IL-6 ndo é somente local, mas
também ocorre em um nivel sistémico, induzindo a sintese hepatica de proteinas de
fase aguda, que sao observadas durante a inflamagdo pulmonar (Heinrich et
al. 1990). Em nosso estudo, houve um aumento desta citocina em animais
vacinados com pVAX-hsp65 no 4° més p.v. A IL-6 modula negativamente as células
Treg (Bettelli et al., 2006) e juntamente com TGF-f, induz a diferenciagcdo de células
Th17 e auxiliam a manutencgéo de células T de memoaria (Pape et al., 1997; Haynes
et al., 2004). Recentemente, a elevada producdo de IL-6, TNF-a e IL-17 nos
pulmbes de camundongos induzida pela vacinagdo com a BCG, foi considerada
importante moduladora do crescimento bacteriano e compensa a baixa producao de

IFN-y neste modelo experimental. Nao quantificamos nos pulmdes estas citocinas,

mas 0s hiveis séricos indicam uma produc¢ao compensatoria com TNF-a e IL-6.
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6- CONCLUSOES

A) A vacina pVAX-hsp65 administrada via eletroporagdo em primatas nao
humanos (macacos cynomolgus) ndo causou eventos adversos aparentes no

local da aplicacao;

B) A eletroporagao foi bem tolerada pelos animais, sem alteragbes no status
fisiologicos, sem demonstracdo de sinais de dor e desconforto até 48h pos-

vacinagao;

C) A vacinagdo dos macacos cynomolgus com a pVAX-hsp65 ndo alterou os

parametros hematoldgicos n&o induzido anemia ou leucopenia;

D) A vacina pVAX-hsp65 nao induziu a conversdo ao teste tuberculinico em
macacos cynomolgus, evidenciando uma boa abordagem para futuros testes

diagndsticos, sem interferéncia com a infecgao natural;

E) A vacina ndo causou toxicidade, tanto hepatica quanto renal, demonstrando

sua segurancga na possivel administragdo em fase clinica | em humanos;

F) A vacinagdo induziu ao aumento de células TCD4" e de TCD8" de memoria
central o que caracteriza a ativacédo de células T e a formacéo de células de
memoria capazes de migrar para os linfonodos e, com isso, serem

diferenciadas em células efetoras capazes de reconhecer a micobatéria;
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G) Células Dendriticas com perfil plasmacitdéides foram identificadas apés a
vacinagcdo e podem ser importantes para a apresentagdo antigénica e

ativagcao de células T antigeno-especificas nos linfonodos e pulmdoes;

H) A pVAX-hsp65 induziu ao aumento de IFN-y em células NK e a tendéncia ao
aumento da expressao desta citocina em células TCD4 e TCD8, evidenciando

uma possivel resposta Th1, efetiva para o controle micobacteriano;

) A pVAX-hsp65 induziu o aumento de TNF-a em células NK e linfocitos
TCD4*, bem como a tendéncia ao aumento da expresséo desta citocina em
células TCD8", evidenciando uma possivel resposta Th1, efetiva para o

controle micobacteriano;

J) A vacinagao induziu a proliferagédo de linfécitos B, pela presenga do marcador
Ki-67, indicando o potencial desta célula na apresentagdo de antigenos para
a geracédo de células T de memoria, corroborando com o aumento de células

TCD4 de memoria central neste estudo;

K) A vacinagao dos macacos cynomolgus com a pVAX-hsp65 induziu aumento
de IL-6 periférico apos estimulo com antigenos de HSP65 o que pode ser

benéfico para a manutengao do granuloma e contengao das micobatérias.
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