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RESUMO

A tuberculose (TB) é responsavel por dois milhdes de mortes a cada ano, apesar da
ampla utilizacdo da vacina BCG (Bacilo Calmette-Guérin). Embora essa vacina n&o
proteja contra a TB pulmonar no adulto, protege contra as formas graves da TB na
infancia. Para muitos autores, a imunizagdo heterdloga (prime-boost) talvez
seja uma das estratégias mais importantes e realistas parao controle da TB,
principalmente nos paises endémicos. Muitos estudos tém demonstrado que a
imunizagdo com BCG seguido de reforco com vacina génica (genes de M.
tuberculosis) induz melhor protegédo contra TB do que somente a vacina BCG. Além
disso, a estratégia prime-boost utilizando microesferas  biodegradaveis parece
ser uma imunizagao promissora para estimular a resposta imune de longa duragéo.
A (glicoproteina APA foi identificada como importante antigeno imunodominante,
induzindo niveis significativos de protegdo contra M. tuberculosis. Assim, este
estudo teve como objetivo avaliar a eficacia protetora da imunizagdo heteréloga em
modelo experimental de TB. Para isso, camundongos BALB/c foram imunizados por
via subcutdnea com BCG seguido de um reforgo porvia intramuscular com a
formulacao vacinal contendo apa e DMT co-encapsulados
em microesferas (BCG/APA). Essa estratégia prime-boost foi eficiente na indugao da
resposta imune protetora a infecgdo por M. tuberculosis, caracterizada pela reducao
significativa do numero de bacilos no pulmao destes animais na fase mais tardia da
infeccdo (70 dias apos desafio). Além de ser significativamente mais imunogéncia
que a vacina BCG, permitiu uma melhor preservacido do parénquima pulmonar, com
reducdo do numero e tamanho dos granulomas, limitando a extensdo da injuria
tecidual induzida pela infeccdo e restringindo a inflamagédo no tecido alveolar. A
potencializagao do efeito protetor da vacina BCG induzida pelo reforgo com a vacina
pVAXapa+DMT-Me sugere que a estratégia utilizada pode ser importante para a
prevencao da TB.

Palavras-chave: 1.Tuberculose 2.Vacinas de DNA 3.Imunizagcdo Heterdloga
4 Microesferas 5.APA.



ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is responsible for two millions of deaths each year despite the
widespread use of BCG vaccine (Bacillus Calmette-Guérin). Although this vaccine
does not protect against adult pulmonary TB, it is protective against severe forms of
childhood TB. For many authors, heterologous prime-boost regimen is perhaps the
most realistic strategy for future TB control, especially in endemic countries. Many
studies have demonstrated that BCG-prime DNA-(M. tuberculosis genes)-booster
induce greater protection against TB than BCG alone. APA glycoprotein has been
identified as major immunodominant antigen and induces significant levels of
protection against M. tuberculosis. Moreover, prime-boost strategy by using
biodegradable microspheres seems to be a promising immunization to stimulate long
lasting immune response. Thus, this study had as aim to investigate the immune
protection against M. tuberculosis challenge in mice based on BCG priming and DNA
vaccine boosting. For that, BALB/c mice were inoculated subcutaneously with a
heterologous BCG priming-DNA boosting immunization using pVAXapa and TDM co-
encapsulated in microspheres (BCG/APA), intramuscularly. This prime-boost strategy
was effective in inducing protective immune response against M. tuberculosis
infection, characterized by significant lower numbers of bacilli in the lungs of these
animals, in the late phase of infection (70 days after infection). In addition to being
significantly more immunogenic than BCG, it allowed better preservation of the lung
parenchyma and reduction in the number and size of granulomas, limiting the extent
of lung injury induced by infection and inflammation in the alveolar tissue. The
improvement of the protective effect of BCG vaccine mediated by pVAXapa booster
suggests that our strategy can be important in the treatment for prevention of TB.

Keywords: 1.Tuberculosis. 2.DNA vaccines. 3.Prime-Boost. 4.Microspheres. 5.APA.
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INTRODUCAO 1

INTRODUCAO

O controle da tuberculose (TB), a qual representa uma das mais importantes
causas de morbi-mortalidade por doenca infecciosa no mundo e é responsavel por
aproximadamente 2 milhdes de mortes por ano, é feito preventivamente pela vacina
Bacilo Calmette-Guérin (BCG). Uma vantagem importante desta vacina é a protegao
contra formas graves da doenga na infancia, entretanto, foi observado que o efeito
protetor do BCG pode diminuir com o avancgo da idade, com sua eficacia variando de
acordo com a populacdo estudada, o que € particularmente grave nas areas
endémicas (Colditz et al., 1994; Fine et al., 1995; Reece & Kaufmann, 2008; WHO,
2010). Assim, a alta incidéncia da TB no mundo e a eficacia controversa do BCG

nos remetem a necessidade de uma nova vacina para o controle dessa doenca.

As vacinas génicas representam uma alternativa importante na obtencao de
uma protecao efetiva e duradoura, induzindo resposta imune celular Th1 requerida
para protecdo contra patdgenos intracelulares, como por exemplo, Mycobacterium
tuberculosis. Essas vacinas possuem a vantagem de serem estaveis, de facil e
relativamente baixo custo de producdo e podem ser utilizadas inclusive em
individuos imunossuprimidos (Henke, 2002). Além disso, sdo baseadas na hipotese
de que poucos genes/antigenos seriam suficientes para induzir e manter a resposta
imune protetora (Andersen, 2001). Portanto, incluir genes/antigenos que melhorem
as respostas benéficas e excluam componentes deletérios potenciais significaria a

grande vantagem trazida por essas vacinas.

Proteinas antigénicas provenientes de filtrado de cultura (FC) de M.
tuberculosis sao utilizadas na maior parte das vacinas testadas contra TB como
indutoras de imunidade protetora, sendo capazes de ativar linfocitos T essenciais a
resisténcia anti-infecciosa (Andersen, 1994). Entre as proteinas estudadas figura o
antigeno APA (do inglés Alanine Proline Antigen), isolado a partir do FC de M.
tuberculosis pela sua capacidade de ser reconhecido pelos linfécitos T e anticorpos
de cobaias imunizadas com micobactérias vivas (Romain et al., 1993; Laqueyrerie et
al., 1995; Horn et al., 1999). Do mesmo modo, foi demonstrado que este antigeno é
capaz de induzir resposta imune celular em cobaias, assim como resposta imune
humoral tanto em pacientes com TB pulmonar ativa quanto em individuos expostos

ao M. tuberculosis (Diagbouga et al., 1997; Romain et al., 1999). Além disso, foi
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demonstrado que o gene da APA é capaz de induzir resposta imune Th1 e Th2,
assim como efeito protetor significativo contra um desafio por M. tuberculosis em

modelo experimental (Garapin et al., 2001).

Os adjuvantes s&o importantes na potencializacdo da imunogenicidade
induzida pelo antigeno e, em particular no desenvolvimento de vacinas contra TB, a
utilizacao daqueles capazes de induzir preferencialmente resposta imune Th1 é
indicada. Nesse contexto, o 6,6'-dimicolato de trealose (DMT), um glicolipidio
presente na parede celular do M. tuberculosis, € um candidato atraente a ser
utilizado em formulacdes vacinais. Além de suas propriedades imunoestimulatérias,
que favorecerem a ativagao de macréfagos e a produgao de citocinas Th1 (Lima et
al., 2001), esse imunomodulador mimetiza em parte a infeccdo induzida por M.
tuberculosis, incluindo a formagdo de granulomas e produgdo de citocinas pro-
inflamatorias (Perez et al., 1994; Geisel et al., 2005), efeito este obtido sem a

inoculacdo da micobactéria.

As microesferas biodegradaveis, constituidas dos acidos latico e glicdlico,
representam uma estratégia interessante a ser empregada no processo de
vacinagdo. Essas podem atuar como mediadores de transfeccdo de DNA
direcionada as células fagociticas, bem como a sua protegao contra degradacéao
biolégica pelas nucleases, atuando também como estimulo pré-inflamatério,
minimizando a toxicidade sistémica, que é um ponto importante a ser considerado

em termos de vacinagdo com DNA (Wang et al., 1999).

A imunizacao heterdloga (do inglés, prime-boost) envolve a administragéo de
diferentes vacinas inoculadas em intervalo de tempos diferentes. O mesmo antigeno
pode ser administrado em formulag¢des diferentes ou a mesma vacina administrada
por vias diferentes, levando ao aumento significativo da resposta imune pela
continua estimulacdo do sistema imune. Uma vez que a imunizagao homologa
geralmente aumenta o nivel da resposta imune a um numero limitado de epitopos,
combinagdes heterdlogas podem melhorar ndo s6 a magnitude da resposta, mas
também implicar um numero maior de epitopos, potencializando a
multifuncionalidade das células T e dos anticorpos (McShane & Hill, 2005; Seder et
al., 2008; Liu et al., 2008). Neste tipo de estratégia observa-se, preferencialmente, a

expansao de células T de memoria especificas, pré-existentes, contra epitopos
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antigénicos compartilhados tanto pela primeira dose (prime) quanto pelo seu reforgo
(boost) (Skeiky & Sadoff, 2006). Estudos relatam que a utilizacdo de BCG como
prime e, posteriormente, um boost com uma vacina génica seria uma escolha
bastante promissora, ndo somente por razdes cientificas, mas também pelo fato da
vacinagdo com BCG ser utilizada em criangas em varios paises onde a TB é

endémica e a maioria da populagao é vacinada (Rouanet & Locht, 2010).

Baseado nessas estratégias vacinais, nos avaliamos inicialmente a
imunogenicidade da APA, formulada numa vacina génica, em modelo murino e
constatamos que esta vacina, pVAXapa-DMT-Me, administrada como reforgo do
BCG num contexto de imunizagao heteréloga, mostrou-se imunogénica, induzindo
forte resposta imune Th1 e Th2, estimulando a producéao tanto de IgG2a quanto de
IgG1 FC-especificos, além de niveis elevados de IFN-y e baixos de IL-4 no
sobrenadante de cultura de esplendcitos estimulados com FC. Da mesma forma,
verificamos um aumento na frequéncia de células T CD4" efetoras de memoria
(CD4*CD44""CD62L"%) no baco dos animais imunizados com esta estratégia em
comparagao a vacina atual BCG, 30 dias apds a ultima imunizagao (Carlétti et al.,
2008). Portanto, estes resultados nos levaram a estudar a protegao induzida por
este sistema de imunizagcdo apds infeccdo com uma cepa virulenta de M.

tuberculosis.
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1 REVISAO DA LITERATURA

1.1 TUBERCULOSE: UM PROBLEMA DE SAUDE PUBLICA

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), a TB atingiu entre os anos
de 1850 e 1950 um bilhdo de mortes e, somente na década passada, houve 90
milhdes de novos casos e 30 milhdes de mortes (WHO, 2006). Em 1993, a OMS
declarou a situagdo da TB como estado de emergéncia criando o programa "STOP
TB", conseguindo assim mais recursos para amplificar as atividades de pesquisas e

de controle desta doencga (Ruffino-Netto, 2002).

Apesar da TB ser uma doenca curavel em aproximadamente 93% dos casos, a
OMS divulgou em 2005 que de todos os casos de TB no mundo, cerca da metade
(quatro milhdes/ano) nao receberam sequer tratamento (WHO, 2005). Muitos
individuos infectados permanecem saudaveis, entretanto, sem que haja erradicagao
total do patogeno, consequentemente permanecendo infectados - forma latente da
doenca - por muitos anos. Desse modo, estima-se que 1/3 da populagdo mundial, ou
seja, aproximadamente 2,2 bilhdes de individuos estejam infectados por M.

tuberculosis e, portanto com maior risco de adoecer por reativagao (WHO, 2010).

Segundo dados recentes da OMS, aproximadamente 14 milhdes de casos
prevalentes (variagdo de 12 a 16 milhdes) de TB foram diagnosticados em 2009,
equivalentes a 200 casos por 100.000 habitantes. Dos 22 paises responsaveis por
80% do peso mundial da TB, 9 fazem parte do Continente Africano, fenémeno ligado
principalmente as altas taxas de co-infecgdo TB-HIV (Ministério da Saude, 2010;
WHO, 2010 - Fig. 1).

O Brasil ocupa atualmente o 19° lugar entre os 22 paises responsaveis por
80% do total de casos no mundo. Apesar das taxas de incidéncia e mortalidade por
TB permanecerem em declinio, estima-se que 57 milhdes de individuos estejam
infectados com o bacilo e que cerca de 72.000 casos novos e 4.700 6bitos ocorram
anualmente, com énfase em 181 dos 5.564 municipios brasileiros, que concentram

60% dos casos no pais (Ministério da Saude, 2010).
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Figura 1 — Painel de numero estimado de casos incidentes de TB no mundo no ano de 2009.
(Figura adaptada de WHO report 2010).

Segundo o programa STOP TB, as metas adicionais para 2015 consistem em
reduzir pela metade a prevaléncia da TB e as taxas de mortalidade no mundo em
comparagado com o ano de 1990. O objetivo a longo prazo € eliminar a doenca
reduzindo a incidéncia anual para menos de um caso novo por um milhdo de
individuos em 2050, através das vacinas contra TB que estdo atualmente em estudo
(Dye et al., 2006; Kaufmann et al., 2010).

1.2 A ATIVACAO DO SISTEMA IMUNE NA TUBERCULOSE

M. tuberculosis € uma micobactéria de desenvolvimento intracelular
facultativo, tendo predilecdo pelo tecido pulmonar, rico em oxigénio (Collins &
Kaufmann, 2001). Este bacilo alcool-acido resistente (BAAR) esta filogeneticamente
bem proximo das bactérias Gram-positivas. Possui parede celular constituida por
trés camadas principais, envolvidas na regulagdo da resposta imune do hospedeiro:

a membrana plasmatica, rica em lipopolissacarideos; uma camada intermediaria
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formada por um complexo de peptideoglicano, arabinogalactano e acidos micélicos;

e mais externamente por uma capsula rica em polissacarideos (Crick et al., 2001).

A fonte de infecgdo por M. tuberculosis € o ser humano que elimina grande
numero de bacilos principalmente pelo trato respiratorio. Os contatos proximos e
uma exposicao macica tornam a transmissdo altamente provavel. Quando um
individuo com TB pulmonar tosse, M. tuberculosis é espalhado no ambiente em
forma de aerossois, permanecendo no ar por periodos prolongados e ao serem
inalados ultrapassam o bronquiolo terminal, alcangando o bronquiolo respiratorio,
onde residem células dendriticas (CD), macrofagos, presentes no parénquima e

macrofagos alveolares (Frieden et al., 2003; Russel, 2007).

A natureza da resposta imune dependera da interagcéo tanto das moléculas de
superficie das micobactérias quanto dos receptores de reconhecimento padrao
(PRR) das células da imunidade inata. Os PRR reconhecem estruturas
frequentemente encontradas, chamadas padrbes moleculares associados a
patdgenos (PAMPs), produzidas por microrganismos e facilitam as respostas imunes
inatas contra os microrganismos. Esses receptores incluem componentes do
sistema complemento (CR3 e CR4), receptores da porgao constante de IgG (FcyR)
que reconhecem o complexo anticorpo-micobactéria (Greenberg, 1999); receptores
de lectinas tipo C (Dorhoi & Kaufmann, 2009) e receptores de manose (RM) (Pugin
et al., 1994).

A internalizagdo do bacilo pelas células fagociticas pode levar a ativagéo
destas células ou destruigdo do bacilo. Os macrofagos infectados induzem resposta
inflamatdria local levando ao recrutamento de células mononucleares do sangue
periférico que, por sua vez, tornam-se alvos potenciais para a infec¢cao (Cooper,
2009). Dentro do compartimento fagossomal, a micobactéria emprega estratégias de
evaséo da resposta imune incluindo a neutralizagdo do pH do fagossoma, impedindo
sua acidificacdo (Russel, 2007); o escape de M. tuberculosis para o citosol,
esquivando-se dos mecanismos efetores fagossomais (van der Wel, 2007); a
inibicdo da apoptose através da produgéo de prostaglandinas e promogéo da morte
celular por necrose pelo bacilo (Divangahi et al., 2010); a limitagdo das CDs
infectadas em migrar para os linfonodos drenantes e iniciar a ativagdo das células T,

devido a producgdo autécrina de IL-10 e supressao da produgao de IL-12 (Cooper,
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2009); o bloqueio da apresentagao cruzada dos antigenos micobacterianos pelas
CDs, através da modulacdo da via 5-lipoxigenase, o que inibe a producdo de
prostaglandina E(2), impedindo assim o inicio da imunidade celular T (Divangahi et
al., 2010); e a interferéncia no processo da apresentacdo antigénica, inibindo o
processamento das moléculas do complexo de histocompatibilidade principal (MHC)
de classe Il, o que impede a ativacéo das células T CD4", via TLRs 1 e 2 (Harding &
Boom, 2010; Lancioni, 2011). Portanto, as bactérias utilizando essas estratégias de
fuga do sistema imune conseguem sobreviver dentro dos macréfagos e comegam a
se multiplicar apés um periodo de laténcia (Dannenberg, 1991; Frieden et al., 2003;
Russel, 2007).

O recrutamento de linfécitos ativados para a superficie da mucosa epitelial
provavelmente é um dos mecanismos mais importantes da defesa do hospedeiro e
do subsequente desenvolvimento de doenca inflamatdria no local. Durante a fase
que precede a instalacdo da imunidade especifica, as micobactérias podem se
disseminar, por via linfatica, através dos ganglios regionais. Portanto, apds terem
transitado pelo canal toracico, podem alcangar diferentes 6rgéos (rins, ganglios, etc.)
por via hematogénica, produzindo assim as lesdes secundarias (Davis &
Ramakrishnan, 2009; Krishnan et al.,, 2010). No sitio das infec¢gdes tuberculosas
ocorre a formagao de um importante marcador imunopatolégico na resposta imune
do hospedeiro, o granuloma. Esta estrutura representa uma barreira fisica, limitando

a disseminagao dos bacilos e o desenvolvimento da infecgéo.

O granuloma é constituido de uma area central de macréfagos infectados,
rodeados por macréfagos fusionados, denominados células gigantes, circundados
por linfocitos T CD4" e CD8" em associagdo com tecido fibroso, constituido de
colageno e outros componentes da matriz extracelular, delimitando a periferia da
estrutura. No centro caseoso sélido o bacilo podera sobreviver, porém nao se
multiplicar, mas quando escapam sao fagocitados pelos macréfagos viaveis mais
proximos. Se estas células nado forem previamente ativadas, os bacilos se
multiplicam intracelularmente e uma resposta imune citotoxica leva a sua morte (e de
tecidos vizinhos) aumentando assim o centro caseoso. Em individuos com baixa
ativacdo dos macréfagos (como por exemplo, os individuos imunocomprometidos)
este processo € repetido, levando aos poucos a destruicdo do pulm&o. Em

individuos imunocompetentes, que apresentam uma boa ativagdo dos macrofagos, o



REVISAO DA LITERATURA 8

centro caseoso torna-se envolvido por esses macréfagos ativados, os quais ingerem
e destroem os bacilos que escapam do caseo. Esse processo pode controlar a
doenga na fase assintomatica. No interior do tubérculo os bacilos podem, entretanto
permanecer “‘dormentes” durante varios meses ou anos e se multiplicar no caso de
uma imunodepressdao do hospedeiro. Esta nova infeccdo é classificada como
reativagcdo e conduz a uma liquefagao do caseo. Na liquefagdo do granuloma, as
micobactérias irdo proliferar-se até atingir numeros bastantes altos, conduzindo
assim ao recrutamento de novas células ao local da infecgdo. A resposta imune
citotoxica a esses bacilos e aos seus produtos leva a uma intensa inflamacao,
necrose caseosa, incluindo erosdes da parede dos bronquiolos, resultando na
formacgao de cavernas. Dessas cavidades, as micobactérias sdo disseminadas para
outros pontos do pulmdo e para o ambiente, podendo entdo contaminar outros
individuos garantindo assim a preservagdo de sua espécie (Dannenberg, 1993,
1994; Tsai e col., 2006; Russel, 2007, 2009).

A imunidade protetora contra TB € de natureza celular. Todos os mecanismos
possiveis de destruir o bacilo sdo resultantes de uma série de interagdes ocorridas
entre os linfécitos e os fagodcitos do hospedeiro, mediadas principalmente por

citocinas.

Embora muitas células desempenhem um importante papel na defesa contra
M. tuberculosis, o linfécito T CD4" é uma das células efetoras importantes na
imunidade mediada por células na TB. Essas células expressam receptores
celulares af3, que reconhecem antigenos apresentados no contexto MHC de classe |l
e ajudam a amplificar a resposta imune do hospedeiro, ativando células efetoras e
recrutando mais células quando necessario. Os linfocitos T CD4" auxiliares podem
ser diferenciados em células produtoras de citocinas de perfil Th1, criticas para
eliminagao de M.tb, sendo esse processo dependente de IL-12 (Zhang et al., 1999:
Schluger & Rom, 1998; Kaufmann, 2001).

A IL-12 é uma citocina chave na resposta imune do hospedeiro contra o M.
tuberculosis, sendo produzida principalmente por células fagociticas (Ladel et al.,
1997). Os macréfagos e, principalmente, as CDs infectados secretam IL-12, citocina
esta que ira sensibilizar as células NK (do inglés Natural Killer) a secretarem IFN-y

logo no inicio da infecgdo (Henderson et al., 1997; Wang et al., 1999). Essa citocina
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€ descrita como fator dominante na diferenciacdo de células Th1 a partir da célula
virgem precursora T CD4+ (Trinchieri,1995). Essa diferenciacdo € mediada pela
expresséao do fator de transcricdo T-bet, o qual regula negativamente a expresséo de
GATA-3, o principal regulador da diferenciagcdo de células Th2, além de regular
positivamente a expressdao do gene do IFN-y, aumentando a expressdo de

receptores para IL-12 (Usui et al., 2006).

O IFN-y é uma citocina-chave no controle da infec¢gdo por M. tuberculosis e
esta relacionada com a ativagdo dos macréfagos a produzirem radicais de oxigénio
e nitrogénio (envolvidos na destruicdo ou inibicdo do crescimento de M.
tuberculosis), bem como TNF-o, que desempenha um papel fundamental na
formacgao do granuloma (Cooper et al., 1993; Flynn et al., 1993; Wang et al., 1999).
Embora a produgao isolada de IFN-y seja insuficiente para o controle do bacilo, essa
citocina € um dos componentes cruciais para a resposta protetora contra o patégeno
(Ottenhoff et al., 1998), o que foi demonstrado em experimentos com camundongos
deficientes de IFN-y, verificando que esses animais foram mais susceptiveis a
infeccdo por uma cepa virulenta de M. tuberculosis do que o grupo selvagem,
levando ao desenvolvimento de uma doenga mais grave e a um aumento na mortalidade
em relacdo a esses animais (Cooper et al., 1993; Flynn et al., 1993). Embora IFN-y
ainda seja considerado o melhor parametro para se correlacionar protegao,
concentragbes elevados dessa citocina ndo necessariamente significam melhor

protecao na tuberculose experimental (Fonseca et al., 2007).

A resposta Th1 consiste basicamente na produgao de citocinas como IFN-y e
IL-2, que auxiliardo o macréfago a lutar contra o bacilo, resultando na eliminagao do
bacilo e na formagédo do granuloma fibrosado (Rook, 2007). No entanto, no modelo
murino cerca de 20 a 40 dias apds o controle da infecgéo, o linfécito T CD4™ comeca
a produzir IL-4, que é uma citocina ligada a resposta linfocitaria do tipo Th2 (Orme et
al., 1993), assim como, produzem IL-5, IL-9 e IL-13. Essas citocinas estao
envolvidas na inibicdo dos linfécitos Th1 e das células NK, e também no
direcionamento de uma ativagéo inapropriada de macréfagos, induzindo um tipo de
imunidade que, no caso da TB, corresponde a evolugdo para a doenga (Rook,
2007).
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O papel da IL-10 na tuberculose ainda € controverso. Diversos trabalhos
mostraram que a progressao da infecgao foi similar entre animais normais e deficientes
para IL-10 (Erb et al., 1998; Jung et al., 2003; Sheil et al., 2006). Entretanto, animais
transgénicos para IL-10 foram mais susceptiveis a infecgdo por M. tuberculosis (Turner
et al., 2002). Em camundongos da linhagem C57BL/6, a presenga de IL-10 parece nao
comprometer o controle da infecgdo. Entretanto, nos animais BALB/c, foi observado um
aumento nas concentragdes de IL-10 na fase tardia que pode comprometer as funcdes
mediadas por IFN-y, uma vez que esses animais nao controlam a infeccdo nesse

periodo (Paula et al., 2009).

Recentemente, outras subpopulagdes de células T funcionais implicadas na
imunidade micobacteriana foram identificadas como as células Th17 e as células T
reguladoras (Treg). As células Th17 sdo geradas em presenca das citocinas TGF-8
e IL-6, sendo esse padrao associado a doencas auto-imunes sendo células
relacionadas a indugéo de respostas inflamatérias (Sallusto & Lanzavecchia, 2009).
Embora o papel dessas células na TB ainda n&o esteja totalmente esclarecido,
essas parecem desempenhar um importante papel na formacgao inicial da imunidade
protetora pulmonar, contribuindo para o recrutamento de células Th1 para o sitio
infeccioso (Khader et al., 2007; Khader & Cooper, 2008; Cooper, 2009). Por outro
lado, as Treg podem ser geradas na presencga de TGF-f, a qual pode ser secretada
pelas células dendriticas imaturas, e exercer juntamente com a citocina IL-10,
funcado supressora sob diversas populagdes de células T (Maloy et al., 2001; Belkaid
& Tarbell, 2009). Essas células estao fortemente associadas com a supressao da
producédo de IFN-y (Ribeiro-Rodrigues et al., 2006; Guyot-Revol et al., 2006) e

progressao da infecgao (Scott-Browne et al., 2008).

Notadamente, os linfocitos T CD8+ contribuem na defesa do hospedeiro, ndo
sO através da producédo de citocinas, mas também pela atividade citotoxica mediada
por perforina e granzima ou pela via que requer a ligagcdo de CD95/CD95L,
induzindo a morte de macréfagos infectados (Lewinsohn et al., 1998; Serbina et al.,
2000). Em contraste as células T CD4+, essa populagdo € requerida na ativagéo
cruzada (Winau et al., 2006). Esse processo consiste na apoptose de macréfagos
infectados com M. tuberculosis, resultando em vesiculas carregadas de antigenos
micobacterianos que sao fagocitadas pelas APCs vizinhas e apresentadas as

células T CD8+ através do complexo MHC classe | (Winau et al., 2005). Esse
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processo também esta sujeito a inibicdo através das estratégias de evasao
bacteriana que utilizam as vias eicosandides (Divangahi et al., 2010). Além disso, a
ativacao das células T CD8+ também pode ser realizada através do escape de M.
tuberculosis para o citosol, o que leva os antigenos diretamente as moléculas MHC
de classe | (van der Wel et al., 2007).

A participagao da resposta humoral na TB permanece controversa. As células
B e os anticorpos s&o considerados menos importantes na protegdo contra a TB
uma vez que, ndo possuem a capacidade de lisar e destruir o bacilo devido a
localizagdo preferencial dos mesmos no interior dos macrofagos, onde estao
protegidos da acdo das imunoglobulinas liticas (Johnson et al., 1997; Turner et al.,
2001). Entretanto, alta frequéncia de células B esta presente nas camadas
periféricas do granuloma (Randhawa, 1990), em pequenos agregados com alta
densidade celular, e circundados por linfécitos T CD4+ e CD8+ infiltrantes, formando
estrtuturas celulares semelhantes aos foliculos de 6rgaos linfoides secundarios
(Ulrichs et al., 2004; Ulrichs & Kaufmann, 2006). Além disso, foi demonstrado que os
antigenos micobacterianos induzem resposta imune humoral em humanos, sendo
que varios destes foram identificados através do uso de anticorpos monoclonais
(Bosio, 2000; Nicod, 2007). Estudos experimentais utilizando camundongos
deficientes em células B e em células T, assim como a imunizagdo passiva com
anticorpos monoclonais e policlonais, e ensaios realizados com vacinagao
intramucosa demonstraram a interdependéncia essencial e a sinergia entre a

imunidade celular e humoral (Abebe & Bjune, 2009).

1.3 O MODELO MURINO NA TB

Os modelos animais tém desempenhado um papel importante nos testes de
diferentes vacinas candidatas, devido as semelhangas entre a fisiologia humana e
animal, fornecendo informacgdes valiosas sobre o sistema humano. O uso de
modelos animais para pesquisa em TB possui uma longa histéria desde que Robert
Koch utilizou pela primeira vez o modelo murino como um modelo experimental.
Posteriormente, pesquisadores estabeleceram infeccbes em uma variedade de

modelos animais, tais como, coelho, cobaia, camundongo, primata ndo-humano, etc.
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Dentre estes, modelos experimentais de TB pulmonar como camundongos e cobaias
sdo amplamente utilizados e fornecem inumeras informacdes sobre a resposta
imune pulmonar do hospedeiro, assim como mudangas na imunopatologia e no

efeito protetor de novos candidatos vacinais no mundo (Gupta & Katoch, 2005).

O modelo murino € um dos mais frequentemente utilizados e podem ser
facilmente infectados através de aerossoéis com uma dose baixa de microrganismos,
multiplicando-se nos pulmdes e, posteriormente, espalhando-se para o figado e
baco. A infeccao é controlada pela CMI, porém nao eliminada, principalmente
através de resposta de células T, podendo prevalecer por mais de um ano em
algumas linhagens de camundongos (Flynn & Chan, 2001). Nesse estudo, utilizamos
camundongos BALB/c que, assim como a linhagem C57BL/6, € muito utilizada no
estudo da tuberculose experimental, devido sua capacidade de inibir o crescimento
dos bacilos nos pulmdes, mantendo a estabilidade da infecgdo (Jung et al., 2009). A
resposta imune a esses animais possui correlacdo direta ao sistema humano,
incluindo a ativagao das células T CD4+ pelas APCs infectadas (Caruso et al., 1999;
Scanga et al., 2000); producdo de IL-12, polarizando resposta Th1 (Cooper et al.,
1997; de Jong et al., 1998); e producdo de TNF-a, importante limitagdo da patologia
da TB (Flynn et al., 1995; Bean et al., 1999; Mohan et al., 2001).

A principal vantagem do modelo murino no desenvolvimento de uma vacina
esta na possibilidade de se testar um grande numero de vacinas a baixo custo, e
avaliar seu efeito protetor (Gupta & Katoch, 2005). Entretanto, a natureza da
protecdo encontrada nos resultados nao pode ser extrapolada diretamente aos seres
humanos. O processo de formacado de granulomas em camundongos apos infecgao
por M. tuberculosis € diferente do observado em humanos, bem como em outros
hospedeiros naturalmente sensiveis como, por exemplo, as cobaias (Turner et al.,
2003), devido sua resisténcia inata a TB e forte geragdo de respostas celulares
contra a infecgao que, por sua vez, controla o crescimento dos bacilos, bem como a
progressao da doenga (Kaplan et al., 2003). Portanto, o modelo murino € importante
na realizagdo de estudos imunolégicos da TB, considerados adequados para a
selecao de primeira ordem de candidatos vacinais, principalmente para a avaliagao
da eficacia protetora destes candidatos. No entanto, as vacinas que apresentarem
boa protecdo nesse modelo deverdo entdo ser avaliadas em outros modelos

experimentais.
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1.4 DESENVOLVIMENTO DE VACINAS CONTRA TB

1.4.1 BCG: eficacia da vacina atual

A pesquisa em busca de uma vacina contra a TB iniciou-se 110 anos atras
com grandes expectativas. Robert Koch, oito anos apos ter descoberto o bacilo da
TB em 1882, desenvolveu uma vacina de subunidade para o tratamento da TB,
doenca que naquela época constituia a pior ameaca para a espécie humana. Esta
vacina terapéutica falhou completamente. A segunda tentativa foi iniciada 10 anos
mais tarde pelos cientistas franceses Albert Calmette e Jean Camille Guérin no
Instituto Pasteur. Apdés mais de 231 passagens, obtiveram uma cepa atenuada de
Mycobacterium bovis, agente etiolégico da TB bovina, a qual pode, raramente,
causar doengca em humanos (Fine, 1989; Kaufmann, 2001). Esta descoberta

representou um marco importante no controle da TB no mundo.

Estima-se que mais de aproximadamente 4 bilndes de individuos ja foram
vacinados com a vacina BCG nos ultimos 90 anos (Martin, 2005; Kaufmann et al.,
2010). Aproximadamente 115 milhdes de doses sao distribuidas a cada ano (Colditz
et al., 1994; Brewer & Colditz, 1995) atendendo a quase 80% das criangas ao redor
do mundo (Fine et al., 1999). Esta vacina apresenta uma série de vantagens,
sobretudo, porque pode ser administrada em uma so6 dose logo apds o nascimento,
o que é eficaz na protegdo contra as formas graves da TB (miliar e meningo-
encefalica) na infancia, reduzindo consideravelmente a incidéncia da TB infantil em
areas endémicas (Colditz et al., 1995; Fine, 1995; Soysal et al., 2005). Do mesmo
modo, alguns estudos mostram que a incidéncia da TB foi de 3% quando a vacina é
administrada logo ap6s o nascimento e avaliada na idade de 3 anos (Sadoff, 2005;
Hussey et al., 2007; Trunz et al., 2006). De fato, esta € uma importante forma de
prevencao diminuindo a incidéncia da TB no mundo, uma vez que reduz em cerca
de 50% o risco dessa doenca (WHO, 2010).

Entretanto, alguns estudos demonstram eficacia limitada da revacinagédo com
BCG em criangas e adultos (Roth et al., 2010). A administragdo de uma ou duas
doses dessa vacina no Malawi, por exemplo, ndo foi capaz de proteger contra a
forma pulmonar da TB (Crampin et al.,, 2009). Além disso, estudos brasileiros

confirmaram que uma segunda dose de BCG né&o potencializa a eficacia protetora
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dessa vacina (Rodrigues et al., 2005; Barreto e col., 2006; Antas & Castello-Branco,
2008).

As razdes desta variagao na eficacia protetora da vacina contra a TB nao séo
completamente entendidas. Possiveis explicagdes que tém sido estudadas incluem:
(i) interferéncia na resposta imune ao BCG, podendo ser causada por exposi¢coes
prévias a micobactérias ambientais; (ii) diferencas entre as sub-cepas vacinais de
BCG; (iii) mudangas fenotipicas na vacina durante a passagem das culturas
originais; (iv) delecado de antigenos protetores do BCG utilizado; (v) falha do BCG em
estimular respostas anti-micobacterianas CD4" e CD8" adequadas e balanceadas;
(vi) variabilidade na dose, via de administracao, idade de administracao e diferencas
genéticas das diferentes populagdes vacinadas; e (vii) no processo de liofilizagao da
vacina (Colditz, 1994; Brewer & Colditz, 1995; Fine et al., 1999; Murphy et al., 2008).

Devido ao risco de infeccdo nos individuos portadores do virus da AIDS, por
ser uma vacina constituida de microorganismos vivos (Hess & Kufmann, 2001), o
Ministério da Saude recomenda a vacinagdo com BCG em recém-nascidos
assintomaticos, independente da exposicdo ao HIV no periodo do nascimento.
Porém, nos individuos que apresentam sintomas da infeccéo pelo HIV a vacina nao
€ recomendada, devido ao desenvolvimento de severas complicacdes relacionadas
a vacina (Karpelowsky et al., 2008). O BCG pode provocar nestes individuos
aumento dos linfonodos na regido da vacinagdo ou mais tardiamente levar a
disseminagao da doencga, podendo afetar diferentes 6rgaos (Hesseling et al., 2006).
Desta forma, nas duas ultimas décadas, diversas construcbes vacinais foram
testadas em diferentes modelos experimentais (camundongos, cobaias e primatas
ndo-humanos), no intuito de desenvolver modelos melhores que demonstrem
eficacia vacinal em cenarios mais realisticos que os atuais (Ginsberg, 2002; |zzo,
2005; Orme, 2005).

1.4.2 Novas vacinas contra TB

As etapas de teste das novas vacinas nos modelos experimentais € objeto de
estudo atual, o que inclui também a busca de vacinas capazes de induzir uma

resposta imune adequada contra M. tuberculosis e ao mesmo tempo capazes de
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minimizar o dano causado pela propria resposta imune do hospedeiro (l1zzo et al.,
2005; Orme, 2005; Kaufmann, 2010).

As novas estratégias de vacinagdo deverdo aprimorar significativamente a
resposta imune protetora induzida pelo BCG e ter um efeito importante no controle
global da TB. Essa expectativa implica na necessidade de vacinas ou combinacgdes
de vacinas que induzam uma melhor imunidade que o BCG, ndo somente em
criangas, mas também em adolescentes e adultos. Assim, vacinas candidatas que
estdo a caminho da sua aprovagao para o uso em seres humanos visam a reducao

da TB através da utilizagdo de duas estratégias.

Na primeira estratégia, as vacinas poés-exposicao mantém o foco no M.
tuberculosis latente e auxiliam na eliminagdo do patdégeno, durante sua fase
dormente ou de replicagao lenta da infecgao, evitando assim mais tarde a reativagao
da TB. Para tal fim, muitos antigenos da fase de laténcia vém sendo identificados e
a busca de genes especificos ao estagio metabdlico de M. tuberculosis tem sido
muito facilitada pelo desenvolvimento de matrizes de expressdo genémica (Betts et
al., 2002; Voskuil et al., 2003; Lin & Ottenhoff, 2008). Na segunda estratégia, a
utiizacdo de novas combinagbes com administragdo primaria do BCG (ou
substitutos ao BCG) e um reforco com uma nova vacina tém como foco a
erradicacdo de M. tuberculosis. Algumas dessas “vacinas-reforgco” podem

eventualmente ser consideradas como substitutas do BCG.

Na infancia, a vacina ideal esperada seria aquela que impediria totalmente a
infeccao inicial. Até o presente momento, este objetivo n&o foi atingido, o que reflete
a grande resisténcia da micobactéria extracelular aos mecanismos mediados por
anticorpos, citocinas ou bacterioliticos. Logo apos a infecgdo, M. tuberculosis passa
a se multiplicar dentro de macréfagos e pode ser destruido ou ter seu crescimento
contido pela CMI. Assim, a maioria das estratégias de vacinagdo possui como
objetivo a redugao drastica da carga bacteriana inicial e a garantia de que as
bactérias ndo possam utilizar suas estratégias de escape. Quando a imunidade é
eficaz e consequentemente capaz de conter M. tuberculosis, o bacilo entra numa
fase de laténcia, caracterizada por um metabolismo reduzido, apresentando um
perfil de expressao génica diferente daquele observado na fase mais precoce da

infeccdo. Uma vacina que possui como alvo a fase latente seria importante, pois
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agiria através de mecanismos imunolégicos capazes de erradicar totalmente os
bacilos presentes nessa fase, justificando a busca de antigenos predominantemente

expressos durante a fase de dorméncia das bactérias.

A prevencéo da reativagcdo de M. tuberculosis, quando na sua fase latente,
também pode depender da capacidade do hospedeiro em interferir rapidamente nas
mudangas do padrdo metabdlico do patdégeno, incluindo genes implicados na
reativacdo. Assim, vacinas que impedem especificamente a reativacdo deverao

reduzir consideravelmente o risco de recidiva da TB.

1.4.2.1 Vacinas promissoras a substituicdo do BCG

Essas vacinas sdo baseadas no aprimoramento do BCG, através da adicéo
de genes relevantes e tém como objetivo substituir a vacina atual, induzindo melhor
resposta protetora do que o BCG, além de uma resposta imune que seja
potencializada pelas vacinas-reforco subsequentes. Entre as vacinas estudadas
atualmente (Tabela 1), trés sdo BCG recombinantes (rBCG) e estdo em fases de
testes clinicos: rBCG30, r BCGAUreC:Hly e r BCG-AERAS.

A primeira vacina recombinante capaz de induzir grande prote¢cédo contra a TB
experimental, em comparagao ao BCG parental, foi a rBCG30. A cepa Tice de BCG
foi recombinada de forma que a mesma expressasse de forma estavel e secretasse
o Ag85B, uma proteina imunodominante de M. tuberculosis (Horwitz, 2005). Animais
imunizados com rBCG30 e desafiados com M. tuberculosis por via aerossol
apresentaram poucos bacilos nos pulmdes e bagos, demonstrando menor patologia
pulmonar, assim como maior sobrevivéncia do que a vacinagdo com BCG (Horwitz
et al., 2006). Além disso, essas duas cepas de BCG foram comparavelmente
avirulentas em cobaias, apresentando um padrdo semelhante de crescimento e
morte no pulm&o, bago e linfonodos regionais (Horwitz & Harth, 2003). Essa cepa
recombinante também apresentou replicagdo limitada em camundongos SCID,
sendo mais segura que o BCG, o que também pode se traduzir em uma melhor
seguranga em individuos infectados com o HIV. Ambas a cepas, BCG e rBCG30,
foram comparadas em um estudo de fase clinica 1 envolvendo 35 adultos,

demonstrando que essas cepas apresentaram semelhante reatogenicidade clinica,
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apesar da imunogenicidade ter sido significativamente maior no grupo imunizado
com rBCG30 (Hoft et al., 2008).

Outra vacina que também contém modificagbes no genoma do BCG € a
rBCGAUreC:Hly (VPM1002), a qual apresentou imunogenicidade maior do que a
vacina BCG convencional (Grode et al., 2005). E uma vacina que expressa a
listeriolisina (Hly, oriunda de Listeria monocytogenes) e é deficiente em Urease C
(ureC). A Hly induz a formagédo de poros na membrana fagossomal permitindo o
escape das proteinas deste compartimento para o citosol das APCs, o que favorece
a apresentacao cruzada, além de aumentar a apoptose das células infectadas do
hospedeiro. Essa enzima so6 é ativa em pH acido, o qual é neutralizado pelo BCG.
Desse modo, a delecao da ureC foi necessaria para assegurar o ambiente acido do
fagossoma, permitindo a sua plena atividade biologica (Winau et al., 2005).
Recentemente foi descrito que o deslocamento antigénico para o citosol pode
favorecer também a estimulagao de células Th17, além das células Th1 (Torchinsky
et al.,, 2009). Estudos pré-clinicos em camundongos, cobaias, primatas nao-
humanos e animais imuno-deficientes indicaram a eficacia dessa construgdo na
protecdo, assim como sua capacidade em causar poucos eventos adversos, 0 que

levou a préxima etapa (Grode et al., 2005).

O aprimoramento da vacina anteriormente descrita, rBCGAUreC:Hly, levou a
obtengdo de uma nova vacina denominada rBCG-AERAS-401. Esta modificagao foi
baseada na substituicdo da Hly por perfringolisina (pfo), uma citolisina normalmente
secretada por Clostridium perfringens, com expressao concomitante dos genes dos
antigenos Ag85A, Ag85B e TB10.4 clonados num mesmo vetor (Sun et al., 2009).
Essa vacina induziu producao de IFN-y por células T especificas em camundongos,

mas falhou em induzir melhor protegcédo que a cepa parental BCG (Sun et al., 2009).
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Tabela 1 — Vacinas micobacterianas candidatas testadas em ensaios clinicos (Tabela adaptada de
Kaufmann, 2010; Kaufamann et al., 2010).

Descricéo Status Responséaveis

Universidade da
Fase 1 finalizada California / Los Angeles,
AERAS

Super-expressao da

rBCG30 proteina 30 kDa

Expresséao de listeriolisina

de Listeria Fase 1 finalizada TBVI

rBCG-8UreC:Hly+ (VPM1002)

Expresséao de

rBCG-AERAS-401 perfringolisina + Ag85 & Fase 1 AERAS
TB10.4
M. tuberculosis

RUTI desintoxicado em Fase 1 finalizada Archivel Farma
lipossomas

M. vaccae M. vaccae inativado Fase 3 finalizada NIH

TBVI= Tuberculosis Vaccine Initiative. NIH=National Institute of Health.

1.4.2.2 Vacinas de subunidades como reforco ao BCG

Uma alternativa para potencializar a resposta imune induzida pela vacina
BCG seria 0 uso de outras vacinas como reforgco ao BCG, o que tem se comprovado
uma excelente estratégia vacinal. Essas vacinas contém antigenos que, na maioria
das vezes, sado reconhecidos pelas células T de individuos com infeccao latente ou
daqueles tratados da TB tratados. Assim, dois tipos de vacinas foram desenvolvidas
(Tabela 2): (1) proteinas de fusdo, compreendendo 2 ou 3 antigenos do BCG ou M.
tuberculosis (por exemplo, Ag85A, Ag85B, Mtb32, Mtb39, ESAT-6, TB-10.4) ou
antigenos micobacterianos nativos purificados (por exemplo, HBHA); e (2) vetores
vivos expressando uma ou varias destas proteinas micobacterianas. Estas vacinas,
além de reforcar a resposta imune induzida previamente pelo BCG, possibilitam a
indugdo de respostas adicionais aos antigenos especificos de M. tuberculosis,

requerendo um adjuvante que induza uma resposta Th1.

A vacina H1 constitui-se de uma proteina de fusdo, construida a partir dos
antigenos Ag85B e ESAT-6. Essa vacina foi desenvolvida associando ao adjuvante
IC31, composto de uma mistura de oligodeoxinucleotideos e aminoacidos
policatibnicos (Lingnau et al., 2007). Esta vacina foi avaliada em diversos ensaios

clinicos de fase 1 na Holanda e Etidpia, nos quais ndo induziu efeitos adversos
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graves, além de ser altamente imunogénica. Nessa avaliagdo, a mesma foi capaz de
induzir uma forte e persistente resposta Th1 ao Ag85B, entretanto, a modesta
resposta das células T ao ESAT-6 n&o persistiu e nem pareceu interferir nos testes
diagndsticos que utilizam ESAT-6, realizado alguns meses apds a imunizagéo
(Aagaard et al., 2009). Além disso, essa vacina foi capaz de induzir forte resposta
imune de memoria em individuos saudaveis e que apresentaram TB latente, quando
administrada em duas doses (van Dissel et al., 2011). No entanto, a fim de reduzir o
risco tedrico de interferéncia nos testes diagnosticos baseados na ESAT-6, foi
desenvolvida uma vacina alternativa a H1, denominada H4 (AERAS-404), onde a
ESAT-6 foi substituida pelo TB-10.4. Apds ter mostrado boa protegdo em modelos
experimentais, essa vacina se encontra na fase 1 de ensaios clinicos (Aagaard et
al., 2009).

Duas outras proteinas foram expressas como uma poliproteina recombinante
de fusao e incluidas em uma formulacado vacinal denominada Mtb72F. As proteinas
contidas nesta vacina, Mtb32 e Mtb39, foram identificadas através de respostas de
triagem de células T e anticorpos provenientes do sangue de individuos infectados,
ou seja, na forma latente da TB (Skeiky et al., 1999). Esta proteina de fusao foi
formulada com dois diferentes adjuvantes, ASO01B e ASO02A, constituidos de
monofosforil lipideo A (MPLA) e do composto de superficie-ativa-21 (QS-21), sendo
capaz de induzir resposta imune celular, assim como protecdo em diferentes
modelos experimentais apds desafio com M. tuberculosis (Skeiky et al., 2004; Reed
et al. 2009). Do mesmo modo, as fases 1 e inicial da fase 2 de ensaios clinicos ja
foram concluidas, sendo recentemente apresentados os resultados do primeiro
ensaio clinico de fase 1 com Mtb72F/ASO2A (Von Eschen et al., 2009). Esse estudo
demonstrou que a vacina foi capaz de induzir boa produgao de IL-2 e IFN-y, assim
como células T CD4" ativadas. Além disso, a CMI persistiu por pelo menos seis
meses apds a vacinagao e anticorpos anti-Mtb72F foram detectados em todos os
individuos (Von Eschen et al., 2009).

Os vetores virais sdo estratégias atraentes a serem utilizadas em vacinas
contra a TB por serem capazes de induzir resposta imune Th1 a um determinado
antigeno e em alguns casos, respostas de células T CD8". A primeira vacina contra
TB utilizando um vetor viral testada em seres humanos foi a MVA85A, um

recombinante construido com virus vaccinia de replicacédo deficiente, expressando o
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Ag85A. Varias etapas ja foram concluidas com esta vacina, mostrando que o
MVAS85A induz forte resposta Th1 e, em pessoas previamente vacinadas com BCG,
mesmo aquelas vacinadas ha muitos anos, € capaz de potencializar a imunidade
anterior (McShane et al.,, 2004). Resultados semelhantes foram obtidos em
individuos infectados com M. tuberculosis na sua forma latente (Sander et al., 2009),
entretanto alguns dados sugerem que a exposi¢cao prévia ao vaccinia pode reduzir a
eficacia de vacinas que utilizam o virus (Rooney et al.,, 1988). O MVA85A esta
passando pela fase de multiplos ensaios clinicos de fase 1 e 2 na Africa, incluindo
ensaios em pacientes infectados com HIV, assim como na Cidade do Cabo teve

inicio recentemente (Julho 2009) a fase 2b em criangas (Sander et al., 2009).

Uma segunda vacina carreada por um vetor viral € a AERAS-402 Ad35, um
adenovirus-35 recombinante (gene E1 deletado) deficiente de replicagéo
expressando Ag85A, Ag85B e TB-10.4, como uma unica poliproteina (Radosevic et
al., 2007). Além dos antigenos estarem expressos no BCG, esta vacina € muito
interessante por sua capacidade de induzir resposta de células T CD8". O primeiro
ensaio clinico utilizando essa vacina teve inicio em 2007 e atualmente esta em
diversos ensaios clinicos de fases 1 e 2b nos Estados Unidos, Europa e Africa. Um
estudo recente relata que a AERAS-402 induz células T CD4+ e CD8+ robustas e
polifuncionais em adultos, podendo ser uma candidata muito promissora (Abel et al.,
2010).
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Tabela 2 - Vacinas de subunidades e vetorizadas candidatas (Tabela adaptada de
Kaufmann, 2010; Kaufmann et al., 2010).

Perfil Adjuvante Status Responsaveis
Ag85B-ESAT6 . « .
(H1-IC31) Proteinas de fusao IC31 Fase 1 finalizada TBVI
Ag85B-ESAT6 Proteinas de fuso CAFO1 Fase 1 SSle TBVI

(H1-CAFO01)

Ag85B-TB10.4 Sanofi-Pasteur &

Proteinas de fusdo IC31 Fase 1 finalizada

(AERAS-404 / H4) AERAS
Proteinas de fuséo .

M72 (34 & 39 kDa) ASO01 Fase 2 finalizada GSK, AERAS e TBVI
Antigenos vetorizados

MVAB85A (AERAS-485)  (vaccinia modificada Nenhum Fase 2b (criangas) AERAS, WT e TBVI
MVA)

Adeno35-Ag85A-B- Antigenos vetorizados Nenhum Fase 2 AERAS

TB10.4 (AERAS-402) (Adenovirus 35)

MVA=modified vaccinia Ankara. Ag=antigen. Ad=adenovirus. AS=adjuvant system. ESAT-6=early secretory
antigenic target 6. CAF=cationic adjuvant formulation. Hly=haemolysin. TBVI= Tuberculosis Vaccine Initiative.
SSI= Statens Serum Institut. GSK= GlaxoSmithKline.

1.4.2.3 Vacinas Terapéuticas

Vacinas que podem acelerar ou complementar os efeitos da quimioterapia
contra a TB fazem parte de uma estratégia interessante a ser testada. Entretanto,
um cuidado especial no desenvolvimento de vacinas terapéuticas € com relagao ao
fendbmeno de Koch (exacerbagdo da doenga) (Rook & Stanford, 1996; Cardona,
2007). Assim, duas abordagens diferentes estdo sendo testadas em ensaios clinicos
(Tabela 1): uma baseada em Mycobacterium vaccae morto e a outra usando

antigenos micobacterianos selecionados em uma formulagdo denominada RUTI.

Mycobacterium vaccae, um saproéfita ambiental, tem sido utilizado na sua
forma inativada como agente imunoterapico para TB. Estudos clinicos mostram que
essa vacina pode melhorar os resultados clinicos e radioldgicos, assim como
diminuir o tempo de cultura negativa de escarro e melhorar a taxa de cura em alguns
pacientes com cultura positiva de escarro (incluindo os pacientes tuberculosos
resistentes a multidrogas) (Dlugovitzky et al., 2006). No entanto, trés grandes
ensaios realizados na Africa, apresentaram resultados discrepantes. O primeiro, na
Africa do Sul, mostrou nenhum efeito relacionado a M. vaccae. O segundo, na

Uganda, confirmou as observagdes prévias da conversdo do escarro e melhor
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apuramento radioldgico. Ja o terceiro, realizado no Zambia e Malawi, mostrou uma
tendéncia de beneficios no tratamento de pacientes HIV-soronegativos, porém nao
conseguiu demonstrar efeitos benéficos em pacientes soropositivos para o HIV
(Stanford et al., 2004). O ensaio de fase 3 realizado na Tanzania “DarDar”, um
estudo duplo-cego, randomizado e controlado com placebo, em pacientes infectados
com HIV vacinados com BCG, mostrou que essa vacina reduz o numero de casos
de TB, no entanto, nesta fase, os dados publicados disponiveis ndo permitem
quaisquer conclusdes definitivas sobre a potencial utilidade dessa abordagem (Von
Reyn et al., 2010).

RUTI é uma vacina desenvolvida através do crescimento de M. tuberculosis
que, sob condigdes de estresse, € entdo fragmentado, desintoxicado e formulado em
lipossomas (Cardona, 2006). Seu efeito terapéutico pode estar relacionado a
indugdo de resposta imune Th1 e a estimulagdo de imunidade especifica contra
antigenos estruturais e relacionados ao crescimento (Gil et al.,, 2008). Ja a
imunoterapia com RUTI seguida da quimioterapia € indicada para impedir a
reativacdo de bacilos latentes nos tecidos, onde a imunidade especifica local pode
ser suprimida. Dessa forma, camundongos e cobaias tratados com RUTI e
infectados por M. tuberculosis mostraram baixa carga bacilar, menor infiltragao
pulmonar e forte resposta imune, quando comparados ao controle BCG (Guirado et
al., 2006). Atualmente, essa vacina teve a fase 1 de ensaios clinicos finalizada,
demonstrando que 5 doses dessa vacina foi capaz de induzir forte resposta de
células T-PPD especificas, no sangue total de individuos saudaveis (Vilaplana et al.,
2010).

1.4.3 Vacinas de DNA (vacinas génicas)

Vacinas génicas s&o constituidas por DNAs plasmidiais, nos quais genes ou
fragmentos de genes que codificam antigenos potencialmente imunizantes s&o
carreados. Além das grandes vantagens apresentadas por essas vacinas, foi
demonstrado em uma revisdo da literatura sobre novas vacinas contra TB que a
vacina génica € uma das abordagens mais comumente testada em estudos de

protecdo utilizando desafios com microrganismos virulentos em modelos animais
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(Sarhan, 2010). Além disso, a imunizagdo com formulagdes vacinais expressando
parte do gene de 2 ou mais antigenos de M. tuberculosis, caracterizados como
proteinas de fusdo, apresentaram melhores niveis de protecdo em relacdo as

vacinas de DNA monovalentes (Sali et al., 2008).

O processo de vacinagao com DNA consiste na inoculacio intramuscular do
mesmo sendo que a mensagem para a sintese do antigeno estudado é levada ao
interior das células do individuo vacinado. Assim, apds a inoculagao intramuscular, o
DNA é incorporado as células musculares (miécitos) e/ou APC’s. Os DNAs que
forem endocitados pelas células no sitio de inoculagcdo permanecem no nucleo
celular sem ocorrer incorporacédo ao genoma da célula hospedeira (Ledwith et al.,
2000). As vias metabdlicas da célula hospedeira sao utilizadas para os processos de
transcricdo do DNA inoculado e, em seguida, o RNA mensageiro é traduzido
ocorrendo a sintese do antigeno proteico relacionado ao agente infeccioso. Os
antigenos expressos endogenamente sédo processados pelas APCs e os fragmentos
resultantes sdo complexados com moléculas de classe | que sédo codificadas por
genes do MHC de classe |. Em seguida, estes peptideos sdo apresentados na
superficie celular para o reconhecimento e ativacdo especifica de linfécitos T CD8”
citotoxicos. Alguns dos antigenos produzidos pelas células musculares séao
secretados para o espacgo extracelular, onde podem tanto estimular linfocitos B a
produzirem anticorpos especificos como serem endocitados por outras APC’s. No
processo de endocitose os antigenos passam do compartimento extracelular para o
interior das células APC e, por este motivo, sdo considerados antigenos exdgenos e
assim processados em compartimentos celulares diferentes daqueles realizados
quando o antigeno €& originado dentro da célula. Os fragmentos de antigenos
exdgenos sao complexados com moléculas da classe |l e apresentados na
superficie das células apresentadoras para o reconhecimento e ativagao de linfécitos
T CD4" auxiliares (Henke, 2002).

Vacinas de DNA que codificam genes de antigenos micobacterianos, tais
como membros do complexo Ag85 da familia da micolil-transferase (Ulmer et al.,
1997; Kamath et al., 1999), ESAT-6 (Brandt et al., 2000), o Pst-3 da familia da
proteina ligadora de fosfato (Tanghe et al., 1999), proteinas de choque térmico 60,
65, 70 (Johansen et al., 2003; Tebianian et al., 2011) e APA (Garapin et al., 2001,
Kumar et al., 2003; Ferraz et al., 2004; Sable et al., 2011) tém sido frequentemente
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testadas e sua eficacia contra TB avaliada em modelos experimentais. Da mesma
forma, interleucinas também tém sido inseridas em conjunto com essas proteinas
devido sua capacidade de aumentar a imunogenicidade destas vacinas, assim
como, por exemplo, vacinas de DNA codificando Ag85B com IL-21 (Dou et al., 2008)

e HSP65 e IL-2 (Wang et al., 2008), capazes de induzir forte resposta imune celular.

Apesar de alguns achados experimentais iniciais nao terem sido animadores
(Taylor et al., 2003), as vacinas génicas tém geralmente sido evidenciadas como
vacinas seguras em estudos pré-clinicos e clinicos (Schalk et al., 2006). Em
resposta a essas vacinas, ndo foram encontrados até entdo qualquer sinal de
autoimunidade, desenvolvimento de anticorpos anti-nucleares ou especificos a
dupla-fita de DNA ou, até mesmo, integracdes do DNA plasmidial nos cromossomos
(Cebere et al., 2006; Coelho-Castelo et al., 20006).

1.4.4 Sistema de liberacédo eficaz: microesferas poliméricas

Microesferas poliméricas tém surgido como uma estratégia interessante a ser
empregada no processo de vacinagao. Esses adjuvantes/sistemas de carreamento
sao caracterizados pela sua baixa toxicidade, uma vez que sado constituidos de
polimeros de acidos latico e glicdlico (PLGA). Possuem um potencial para atuarem
como mediadores de transfecgdo de DNA direcionada a células fagociticas, como os
macrofagos, e na sua protegao contra degradagao bioldgica pelas nucleases (Wang
et al., 1999; Jiang, 2005). Além disso, a eficacia das vacinas de DNA aumenta se o
material genético for revestido por estes polimeros, os quais o protegem e o liberam
de forma gradual nas células do organismo vacinado. Dessa forma, duas
formulagdes distintas, baseadas nesses polimeros ou em lipidios catibnicos, foram
relatadas, mostrando-se efetivas para a liberacao da vacina de DNA para o HIV no
modelo primatas ndo-humano (Otten et al.,, 2005), assim como quando utilizado

contra antrax em coelhos (Hermanson et al., 2004).

PLGA é um material biocompativel e biodegradavel com relatos de uso
seguro na medicina, ndo apresentando manifestagdes ulcerativas no sitio de
administracao se utilizado por via parenteral (Wang et al.,, 1999). Suas particulas,

menores que 10 ym de didmetro, sdo ativamente recolhidas por células como os
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macrofagos (Eldridge et al., 1991). No organismo, estes polimeros sao hidrolisados
e, uma vez degradados, liberam os acidos latico e glicdlico, substratos inGbcuos ao

organismo (Lima et al., 2003).

Na avaliacdo da eficacia do microencapsulamento do DNA, foi verificado que
o encapsulamento do DNA-hsp65 em microesferas de PLGA nao interferiu na sua
funcionalidade. Assim, quando administrado em camundongos BALB/c, microesferas
contendo DNA-hsp65 foram capazes de induzir resposta imune especifica, levando
a reducgao de 10 vezes na quantidade de DNA utilizada quando comparado a injegcéo
intramuscular do DNA-hsp65 nu (Lima et al., 2003). Da mesma forma, estudos de
vacinas de DNA inoculadas diretamente no pulmdo dos animais tém sido muito
promissores. Em um recente trabalho utilizando o Ag85B encapsulado em
microesferas de PLGA, administrado sob pulverizacdo diretamente no pulmio de
cobaias, foi demonstrado a eficacia dessa formulagcdo em potencializar a imunizagao
previamente induzida pelo BCG, apds infeccdo por M. tuberculosis. Neste estudo
foram observadas diferengcas na localizagdo, numero e tamanho dos granulomas,

em comparagao a vacina BCG (Lu et al., 2010).

1.4.5 Adjuvante DMT: um grande imunomodulador

Os adjuvantes, em sua maioria, sdo moléculas derivadas de patdgenos que
possuem a vantagem de potencializar a imunogenicidade de antigenos
administrados como vacinas (Ulmer et al., 2006), como por exemplo, o 6,6-
dimicolato de trealose (DMT), que ativa células do sistema imune inato. Uma vez
ativadas, essas células modulam e sdo capazes de direcionar para a resposta imune
adquirida ou adaptativa (Lima et al.,, 2004). A resposta imune especifica em
camundongos imunizados com DMT €& constituida de resposta celular em
consequéncia da ativagao de macrofagos e producéo de citocinas Th1 (Lima et al.,
2001; Mitsuyama et al., 2003).

O DMT é um potente imunomodulador que esta localizado na camada externa
da parede celular das micobactérias (Noll, 1956). Este adjuvante possui

propriedades imunoestimulatorias, apresenta capacidade de aumentar resisténcia
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nao-especifica a tumores e a infecgdes bacterianas e pode ser responsavel por inibir

a fusao fagossoma-lisossoma, em modelo murino (Lima et al., 2001).

O efeito adjuvante do DMT purificado na resposta imune foi estudado e
observou-se que a associagdo desse adjuvante com a vacina recombinante contra
hepatite B potencializou tanto a producao de anticorpos quanto a resposta imune
celular contra o antigeno. Além disso, a administragdo intratraqueal de DMT
encapsulado com microesferas induziu altos niveis de citocinas no pulmao de
camundongos e também altos niveis de Oxido nitrico (NO), potente agente
microbicida, em células do lavado broncoalveolar destes animais (Saito et al., 1976;
Koike et al., 1998; Lima et al., 2003). Em um trabalho mais recente foi demonstrado
que o DMT associado a um segundo adjuvante, juntamente com a proteina de fusao
Ag85B-ESAT-6, foi capaz de induzir indices mais altos de IgG2b/IgG1 e na produgéo
e IFN-y, quando comparado a imunizag¢ao utilizando somente a proteina (Xu et al.,
2006).

1.4.6 Imunizacao heteréloga: umaimunizagdo promissora

A imunizagdo heterdloga (prime-boost) envolve a administracdo de duas
vacinas diferentes inoculadas em intervalo de tempos diferentes. O primeiro estudo
realizado usando esta estratégia utilizou uma vacina génica administrada como
primeira dose, seguido da administracdo do MVA como reforgo, ambos expressando
antigenos de Plasmodium berghei, conferindo protegcéo contra malaria (Schneider et
al., 1998). Posteriormente, essa estratégia foi explorada para o desenvolvimento de
vacinas contra outras patologias, como a AIDS (Hanke et al., 1999) e a TB (Mcshane
et al., 2005). Alguns estudos demonstram que a resposta imune celular pode ser
significativamente reforcada pela combinacdo de diferentes vacinas (diferentes
antigenos) através da imunizacao heteréloga. Uma vez que a imunizagao homologa
geralmente s6 aumenta o nivel da resposta imune a um numero limitado de epitopos
imunodominantes, combinagdes heterélogas podem melhorar ndo s6 a magnitude
da resposta, mas também ampliar o numero de epitopos, potencializando a
funcionalidade das células T e dos anticorpos (McShane & Hill, 2005; Seder et al.,

2008; Liu et al.,, 2008). O reforco da imunizagao inicial com a vacina de DNA
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codificando o Ag85A de M. tuberculosis com a proteina recombinante (rAg85A)
induziu protecao significativa contra a TB em relagdo a imunizagdo somente com a
vacina DNA-Ag85A (Tanghe et al., 2008). Entretanto, nem todos os estudos que
utilizam este tipo de imunizag¢ao induziram protecao. Por exemplo, quando se utilizou
um vetor Bordetella pertussis (CyaA) expressando Ag85A ou ESAT-6 foi mostrado
aumento significativo da produgcdo de IFN-y e IL-12, todavia essa vacina nao foi

protetora contra a TB (Majlessi et al., 2006).

Contudo, estudos pré-clinicos utilizando essa abordagem vém demonstrando
bons resultados de protegdo nos modelos murino, bovino (Skinner et al., 2005;
Vordermeier et al., 2009) e primatas ndo-humanos (Verreck et al., 2009). Tang e
colaboradores demonstraram que a inoculacdo da vacina génica codificando a
associagdo do Ag85A com o fator estimulador de colbnias de macréfagos e
granulécitos (GM-CSF) foi capaz de induzir resposta celular assim como humoral,
quando comparado aos animais vacinados somente com o DNA nu, quando utilizada
como reforgco ao BCG (Tang et al., 2007). Do mesmo modo, um estudo recente
demonstrou que camundongos recém-natos vacinados com BCG e posteriormente
com a proteina hemaglutinina heparina (HBHA) obtiveram maior imunidade protetora
contra M. tuberculosis, quando desafiados tanto pela via intranasal quanto via
aerossol. Nesse estudo foi evidenciada uma redugdo consideravel da carga
micobacteriana no bago e pulmao dos animais, 0 que poderia estar associado a
geracao de células de memoria efetoras Th1 no pulmao, além da produgao de IFN-y,

IL-12 e TGF-B (Guerrero et al., 2010).

Outro estudo utilizando a vacina MVA85A apds a primeira imunizagdo com o
BCG mostrou que essa imunizagao foi capaz de induzir protecdo contra a TB em
camundongos e niveis significativos de células T CD4" e CD8" antigeno-especificas,
em relagdo aos animais somente imunizados com MVA85A (Goonetilleke et al.,
2003). No modelo cobaia, animais mais sensiveis a TB em relacdo aos
camundongos, os autores verificaram que a vacina com o virus da variola
recombinante expressando o Ag85A (PF85A) apds vacina a recombinante BCG-
MVAS85 também induziu protecédo significativa frente desafio com M. tuberculosis
(Williams et al., 2005). Desse modo, o sucesso da imunizagao heteréloga utilizando

o BCG seguido da imunizagdo com MVAS85A possibilitou o inicio da fase 1 de
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ensaios clinicos. Assim, desde 2005 essa estratégia vem sendo testada, devido a
sua capacidade em induzir maiores niveis de imunidade celular do que a imunizagao
homdloga (McShane et al., 2005). Fletcher e colaboradores mostraram que a
imunizagao heterdloga foi capaz de regular a citocina TGF-, essencial na geragao
de células T reguladoras FoxP3*, as quais s@o capazes de inibir a indugdo da
resposta imune protetora (Fletcher et al., 2008). Os resultados também mostraram
que é uma estratégia segura uma vez que nao induziu efeitos colaterais em criangas
e em adolescentes saudaveis, previamente imunizadas com BCG ao nascimento
(Scriba et al., 2010).

1.4.7 O antigeno APA (Alanine Proline Antigen)

Diversos estudos demostraram que os antigenos presentes no FC de
micobactérias patogénicas sao indutores de imunidade protetora contra um desafio
por M. tuberculosis em camundongos (Andersen, 1994; Roberts et al., 1995; Garapin
et al., 2003; Tchilian et al., 2009), cobaias (Pal & Horwitz, 1992; Horwitz et al., 1995;

Jain et al., 2008) e primatas n&do-humanos (Verreck et al., 2009).

Entre aqueles ja caracterizados, em modelos animais, figura o antigeno APA,
um complexo antigénico de 45-47 kDa, que foi inicialmente isolado a partir do FC de
M. bovis BCG, principalmente por sua capacidade de induzir tanto imunidade celular
quanto humoral (Romain et al., 1993). Dois estudos subsequentes avaliaram a
resposta imune celular induzida por estas moléculas e verificaram que as mesmas
induzem resposta linfoproliferativa de mesma intensidade que o PPD, e reacao de
hipersensibilidade do tipo tardio (DTH) 3 vezes mais intensa que esse antigeno,
quando testadas em cobaias imunizadas com BCG vivo (Horn et al., 1999; Romain
et al., 1999). A especificidade e sensibilidade do antigeno foram também avaliadas
entre pacientes com TB pulmonar e extrapulmonar e foi verificado que essa proteina
esta entre os principais antigenos reconhecidos pelos soros de pacientes portadores
de TB pulmonar. Dessa forma, foi testada a reatividade imunolégica induzida pela
APA, em individuos saudaveis PPD positivos e individuos com TB infectados ou nao
pelo HIV, tendo o teste utilizado mostrado grande especificidade de 98% (Diabouga

et al., 1997). Do mesmo modo o antigeno APA foi capaz de induzir resposta imune
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celular em pacientes com TB pulmonar ativa e individuos contactantes, sendo que
nenhum dos individuos saudaveis testados respondeu a este antigeno. Estes
resultados sugerem que o antigeno APA é capaz de diferenciar individuos com
exposicao frequente a M. tuberculosis daqueles ndo expostos, podendo ser utilizado

como marcador de infecgdo/doenca pelo M. tuberculosis (Horn et al., 2002).

A analise quimica destas moléculas mostrou que elas sao glicosiladas (Dobos
et al., 1996; Horn et al., 1999), e quando demanosiladas apresentaram uma perda
importante da sua atividade bioldgica, revelada pela reacdo DTH in vivo e pela
resposta linfoproliferativa in vitro. Esses estudos mostram a importancia da
glicosilacdo na atividade bioldgica desta proteina (Romain et al., 1999; Horn et al.,
1999).

O mesmo grupo mostrou que o DNA-nu da APA, inoculado por via intramuscular
em camundongos e cobaias, induziu intensa resposta Th1 e Th2. Apesar da
glicosilagdo micobacteriana ser necessaria para provocar uma importante reacao de
DTH em cobaias, plasmideos contendo apa foram capazes de causar uma intensa
reagcao DTH. Neste mesmo estudo, foi mostrado que a imunizagdo com DNA da APA
induziu efeito protetor significativo frente infec¢ao por M. tuberculosis em camundongos
(Garapin et al., 2001).

Em estudo posterior realizado em cobaias, animais altamente susceptiveis a
infeccdo micobacteriana, foi mostrado que o antigeno APA induziu protecdo apés
desafio com M. tuberculosis sugerindo que a atividade de células T antigeno-
especificas pode ser um componente importante da resposta imune protetora a
infeccdo com micobactéria (Kumar et al., 2003). Além disso, Ferraz e colaboradores
mostraram que uma construgdo vacinal codificando os genes dos antigenos
micobacterianos APA, Hsp65 e Hsp70, apds uma imunizacdo com BCG, resultou
numa significativa redugéo de micobactérias no pulméo dos animais imunizados, apés
desafio por M. tuberculosis (Ferraz et al., 2004). Esta constru¢ao testada no contexto
de uma imunizagdo heterdloga com BCG se mostrou eficaz na prote¢do contra a
tuberculose bovina (Skinner et al., 2003). Bem recentemente, Sable et al. (2011)
demonstraram que uma unica dose por via intranasal de uma vacina composta por
nove proteinas de M. tuberculosis, entre essas a APA, inoculada em um contexto de

uma imunizagdo heterdloga apds vacinagdo com BCG, induziu resposta antigena-
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especifica de células T mais forte e prolongada no parénquima pulmonar e em nédulos
linfaticos cervicais de camundongos BALB/c, quando comparada a imunizagao por via

subcutanea.

Nossos resultados de imunogenicidade utilizando a formulagdo vacinal
pVAXapa-DMT-Me, quando administrada pela estratégia de imunizagao heterdéloga,
mostraram que essa imunizagao estimulou a producgao tanto de IgG2a quanto de
IgG1 especificos ao FC, além de niveis elevados de IFN-y e baixos de IL-4 no
sobrenadante de cultura de esplendcitos estimulados com FC, indicando a indugéo
de resposta imune Th1. Do mesmo modo, foi constatado aumento na frequéncia de
células T CD4" efetoras de meméria (CD4"CD44""CD62L"") no bago dos animais
imunizados com esta estratégia em comparagao a vacina atual BCG, 30 dias apds a
ultima imunizacao. Portanto, nossos resultados mostraram que a imunizacgéao inicial
com BCG por via subcutanea seguida da imunizagdo por via intramuscular com a
vacina pVAXapa (BCG/pVAXapa-DMT-Me) foi mais imunogénica do que as
imunizacdes com vetor e com BCG, incluindo essa vacina como mais uma candidata
a profilaxia da TB (Carlétti et al., 2008), nos permitindo assim passar para os ensaios

de protecao.



OBJETIVOS 31

2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito da vacina génica pVAXapa-DMT-Me utilizando a estratégia de
imunizagao heterdloga, na inducédo da sua eficacia protetora apds infec¢cao por M.

tuberculosis.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar a eficacia protetora dos esquemas de imunizacdo apods infecgao por

M. tuberculosis, através da:

a. determinagcédo do numero de unidades formadoras de colénia (UFC) no
pulmao dos animais desafiados, imunizados ou nao;
b. analise histopatolégica do pulmao dos animais desafiados, imunizados

ou nao.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos “SPF” (Specific Pathogen Free) fémeas, da
linhagem BALB/c, com idade entre 6 e 8 semanas, e peso entre 16 e 26 g, obtidos
do biotério da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto - FMRP - USP. Todos os
animais foram mantidos sob condigbes especificas livres de patdogenos em
Laboratoério de nivel de Biossegurancga lll, adequado para a manipulagdo de animais
infectados com M. tuberculosis, com livre acesso a agua e ragao autoclavados,

seguindo as normas da Comissao Técnica Nacional de Bioseguranga (CNTBiIo).

3.2 BACTERIAS

A preparagdo do indéculo de M. tuberculosis H37Rv (ATCC 27294) foi
realizada a partir de uma aliquota de micobactérias congelada a -70 °C (com
viabilidade superior a 85%). Foram distribuidos 200 pyL dessa aliquota em 10 mL de
meio de cultura Middlebrook 7H9 (BD Bioscinces, Franklin Lakes, NJ, USA)
enriquecido com Middlebrook ADC™ (BD Bioscinces, Franklin Lakes, NJ, USA),
seguindo-se incubacéao por 10 dias a 37 °C. A suspensao de micobactérias obtida foi
centrifugada a 3500 rpm por 20 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 2 mL de
tampéao fosfato/salina (PBS) estéril (livre de endotoxinas) e agitado vigorosamente
por 2 a 3 minutos em tubo contendo pérolas de vidro, até adquirir aspecto
homogéneo. A viabilidade da cultura foi verificada incubando-se 100 uyL dessa
suspensao de bactérias com 100 uL de diacetato de fluoresceina (2 ug/mL — Acros
Organics, Geel, Bélgica) e 100 yL de brometo de etidio (10 mg/mL — Sigma-Aldrich,
St. Louis, MO, USA) por 10 minutos a 37 °C. A viabilidade foi determinada com
auxilio de microscopio de fluorescéncia modelo Aristoplan (Leica Microsystems
GmbH, Wetzlar, Germany). As bactérias viaveis apresentavam coloracdo verde
enquanto as bactérias mortas coravam-se com a solugdo de brometo e
apresentavam uma coloracao avermelhada. As suspensdes com viabilidade superior
a 85% foram submetidas a quantificacdo utilizando a escala de Mc Farland para se

obter uma concentracdo de 1x10° bacilos/mL, para utilizagdo de 100 uL contendo
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1x10° bacilos nas infeccdes. Todos os procedimentos de cultura de micobactéria,
preparo do inoculo e desafio dos animais foram realizados em laboratério de nivel de

biossegurancga Il

A vacina BCG Moreau foi doada pela Fundacdo Ataulpho de Paiva (Rio de
Janeiro, Brasil) e utilizada de acordo com as instru¢des do fabricante. Apds limpeza
do local da abertura da ampola com alcool, a mesma foi quebrada lentamente no
ponto de ruptura, permitindo que o ar penetrasse gradualmente. Com uma seringa
descartavel, o p6 vacinal foi reconstituido com 1 mL de salina apirogénica, agitando-
se lentamente a ampola até obtencdo de uma suspensdao homogénea. Essa

suspensao foi utilizada nos procedimentos de imunizagao.

3.3 OBTENGCAO E ENCAPSULAMENTO DOS PLASMIDEOS DE DNA

A vacina de DNA pVAXapa é caracterizada pela presengca de um inserto de
875 pares de bases (pb) que codifica para a proteina APA de M. tuberculosis,
subclonado no sitios EcoRI e Xhol (Gibco BRL, Gaithersburg, MD, USA) do vetor
pVAX1 (Invitrogen®, Gaithersburg, MD, USA). As constru¢des plasmidiais foram
confeccionadas no Intituto Butantan/Fiocruz. Meio liquido LB (Gibco BRL,
Gaithersburg, MD) contendo ampicilina (100 pg/mL) foi utilizado na cultura de
DH5aEscherichia coli, transformada com o plasmideo pVAX1 e também com
plasmideo contendo apa (pVAXapa). O gene apa, sem a sequéncia sinal, foi clonado
a partir do plasmideo pAG831 (Garapin et al., 2001) por PCR utilizando os seguintes
primers: F 5 TAG GAATCC ACC ATG GAT CCG GAG CCAGCG CC 3 eR 5 TAG
CTCGAG TCA GGC CGG TAA GGT CCG 3'. Os fragmentos foram clonados no
pGEM-T Easy (Promega Corp., Madison, WI, USA) e posteriormente em pVAX1
utilizando EcoRI e Xhol. A sequéncia do consenso de Kozak (em italico) de mRNAs
de vertebrados foi aderida anteriormente ao codon de iniciagdo ATG. A sequéncia
de DNA foi realizada com o sequenciador de DNA ABI Prism (PE Applied
Biosystems, Foster City, CA, USA). Os plamideos foram purificados utilizando
Endofree Plasmid Giga Kit (QIAGEN Inc., Chatsworth, CA, USA). Além disso, foi

realizado o teste de detecgdo de endotoxinas utilizando Limulus Amebocyte Lysate
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kit — QCL-1000 (BioWhittaker, Walkersville, MD, USA), sendo mostrado atividade de

endotoxina em todas as formulagdes de microesferas menor que 0,01 EU/ug.

3.4 PREPARAGCAO DAS MICROESFERAS

As microesferas foram obtidas pela técnica da dupla emulsdo e evaporagao
do solvente no Laboratério do Nucleo de Pesquisa em Tuberculose - Faculdade de
Medicina de Ribeirao Preto - FMRP - USP. De forma resumida, 30 mL da solucao de
diclorometano contendo 400 mg do polimero de PLGA 50:50 (Resomerfrom
Boehringer Ingelheim, Ingelheim, Alemanha) e 0,5 mg de DMT (Sigma, St Louis,
EUA) foi emulsificado com 0,3 mL da fase dispersa contendo 5 mg de DNA
(pPVAXapa ou pVAX), utilizando o homogeneizador T25 Ultraturrax (IKA -
Labortechnik, Alemanha) para producéo primaria de emulséo do tipo agua-dleo. Esta
emulsao foi entdo misturada com 100 ml da fase continua contendo alcool vinilico 1-
3% de poli (Mowiol 40-88, Aldrich Chemicals, Wankee, WI, EUA) como surfactante,
formando uma emulsao estavel. A mistura foi agitada por 6 h no homogeneizador
IKA RW20 para evaporacao do solvente. As microesferas foram coletadas e lavadas

trés vezes com agua estéril, liofilizadas e armazenadas a 4 °C.

3.5 IMUNIZACAO, GRUPOS EXPERIMENTAIS E INFECCAO

Foram utilizados os seguintes esquemas de imunizacao abaixo (Tabela 1):

a) Imunizacdo com BCG: A vacina BCG Moreau foi administrada por via
subcutanea, em uma Unica dose (5x10° bacilos) e os animais foram infectados trinta
dias apéds. Trinta e setenta dias apods a infeccéo, os animais foram sacrificados para

avaliacao da resposta imune.

b) Imunizacé&o pela estratégia Prime (BCG) — Boost (DNA): A vacina BCG Moreau
foi administrada por via subcutanea, em uma dose (5x10° bacilos). Trinta dias apds
0s animais receberam uma dose (5 mg de microesferas ou lipossomas / 30 ug de
DNA / 6,25 pg de DMT) da formulacdo pVAXapa-DMT-Me (BCG-APA) e seu
respectivo controle (pVAX-DMT-Me — BCG-PVAX) por via intramuscular (im), sendo
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infectados trinta dias apds. Trinta e setenta dias apds a infecgao, os animais foram

sacrificados para avaliagdo da resposta imune.

c) Grupos Controle: Os animais dos grupos controle foram inoculados com 1x10°

UFC de M. tuberculosis ou so6 receberam salina apirogénica.

e) Infeccdo dos animais com M. tuberculosis (cepa H37Rv): Cada animal foi
infectado com 100 pL de suspensdo contendo 1x10° bacilos por via intratraqueal, 30
dias apos a administracao da dose de reforgo. Para esse procedimento, os animais
foram previamente anestesiados com uma solugéo de cloridrato de quetamina 50% -
xilazina 2% em PBS por via intraperitoneal. Apos a anestesia, se realizou o
procedimento cirurgico para exposigcdo da traqueia e inoculagdo da suspensao
contendo os bacilos. Como controle experimental, foi acrescentado um grupo de
animais que recebeu somente PBS por via intratraqueal em vez do desafio com a

micobactéria.

Tabela 3 - Desenho Experimental e Constru¢des vacinais (n=20).

Grupos Prime (dia 0)* Boost (dia 30) Infeccéo (dia 60)° Dia90 Dia130
PBS salina salina® salina
B salina salina® o o
BCG BCG® salina® % & \g %
BCG/PVAX BCG® DVAX+DMT-Me®® g 2 s 5
BCG/APA BCG® pVAXapa-DMT-Me®®

®\/ia subcutanea; °Via intratraqueal; °5x10° bactérias em 100 pL; %Via intramuscular;
€100 pg em 100 pL Salina.

3.6 COLETA DOS ORGAOS

3.6.1 Baco

Ao término do protocolo de infecgdo, os animais foram eutanasiados para
remo¢ao do bago. Apds a retirada dos mesmos, através de procedimento cirurgico,
os orgaos foram colocados em placas de Petri estéreis contendo 2 mL de meio
RPMI-1640 incompleto (Gibco BRL) e divulssionados com auxilio de pinga
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anatdbmica estéril, retirando-se uma aliquota para ser utilizada nos ensaios de

protecao (UFC).

3.6.2 Pulméao

Os pulmbes foram coletados e colocados em placas de Petri estéreis
contendo 2 mL de meio RPMI-1640 incompleto (Gibco BRL). Foram pesados e seus
I6bulos separados para os diversos procedimentos experimentais como descrito na
tabela 2:

Tabela 4 - Divisdo dos I6bulos pulmonares nos
procedimentos experimentais.

Procedimentos Lobulos dos pulm&es
Histopatologia Superior direito
Ensaio UFC Médio e inferior direitos

Os l6ébulos médio e inferior direitos, destinados aos ensaios de UFC, foram
pesados, cortados em pequenos fragmentos e transferidos para um tubo cénico (BD
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA) de 50 mL contendo 15 mL da solugédo de
digestéo. Essa solugao foi preparada em meio RPMI-incompleto contendo 0,5 ug/mL
de liberase (Roche, Indianapolis, IN, USA) e 25 U/mL de desoxiribonuclease |
(Invitrogen, Carlsbad,CA, USA). Em seguida, os tubos foram incubados a 37°C, sob
agitacéo constante, durante 30 minutos. Apds a digestéo, as células foram dispersas
com auxilio de uma seringa de 10 mL e centrifugadas por 10 minutos a 453 x g a 4
°C. O sedimento foi ressuspenso em 1 mL de RPMI-1640 complementado com 10%
de SBF (Soro Bovino Fetal — Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para inibir atividade da
enzima liberase. Uma aliquota de 100 uL dessa suspensao foi retirada para o
protocolo de UFC.



MATERIAL E METODOS 37

3.7 DETERMINACAO DO NUMERO DE UNIDADES FORMADORAS
DE COLONIA (UFC)

A partir da aliquota de 100 pL do pulmao e do bago separadas anteriormente
foram feitas diluicdes em PBS de 10, 100, 1000 e 10000 vezes. As diluicbes foram
plagueadas em meio solido 7H11, 7H9 (DIFCO Laboratories, Detroit, MI, USA)
acrescido de agar bacterioldgico (Difco), adicionando-se 100 uL em cada quadrante
da placa. As placas foram vedadas e incubadas a 37 °C por 28 dias. Apds o periodo
de incubacdo, as colénias de micobactérias foram contadas com auxilio de lupa
(Leica Microsystems, ZOOM 2000). O numero de coldnias foi corrigido de acordo
com as diluicdes e o peso dos pulmdes, e expresso em Log1o do numero de UFC por

grama de pulmé&o.

3.8 ANALISE HISTOPATOLOGICA DO PULMAO

Para a analise histopatologica dos pulmdes dos animais, o I6bulo superior
direito do pulm&o de animais dos diferentes grupos experimentais foi coletado e
fixado em formol tamponado com fosfato. Apds o processamento dos tecidos, sendo
realizado no Servigo de Patologia do IPEC-Fiocruz, cortes histoldgicos de 3-5 um de
espessura foram dispostos em laminas e corados com Hematoxilina & Eosina (H&E).
Os pulmdes foram avaliados quanto ao recrutamento e a caracterizacéo do infiltrado

celular.

As laminas contendo os pulmdes dos camundongos foram examinadas em
um estudo cego por uma patologista especializada em doengas pulmonares,
estabelecendo o padréo e extens&o das alteragdes histoldgicas. A classificagdo foi
baseada nas areas teciduais mais inflamadas de cada corte histolégico, sendo
definidas como: intensa (4+), intermediaria (3+), baixa (2+) e muito baixa (1+). A

auséncia de resposta foi designada por um sinal de menos (-).
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3.9 ANALISE ESTATISTICA

A analise estatistica foi realizada pela avaliacdo da variancia (ANOVA) e, o
teste de Tukey foi utilizado para averiguar diferengas entre o grupo experimental e
os grupos controle. Os dados foram expressos como média £ desvio padrao e foram
considerados estatisticamente significativos valores de p<0,05. Foi utilizado o

programa SPSS® Statistics 17.0 (IBM Company, Chicago, USA) para as analises.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA EFICACIA PROTETORA DA VACINA GENICA
pVAXapa-DMT-Me APOS INFECCAO POR M. tuberculosis

Na tentativa de aprimorar a protecdo do BCG utilizamos um protocolo de
imunizagdo heterdloga com a vacina génica pVAXapa-DMT-Me e avaliamos a
protecdo contra M. tuberculosis em camundongos, por meio da determinagdo do
numero de bacilos no pulmdo e bago dos animais ao longo da infecgdo. Assim,
camundongos BALB/c foram imunizados ou com uma unica dose da vacina BCG, ou
uma dose de BCG seguido por uma dose de pVAX-Me ou pVAXapa-Me. Como
controle do procedimento de infecgdo, utilizamos camundongos que foram
infectados e ndo imunizados. Trinta e setenta dias apds a infeccéo, os animais foram

avaliados através do ensaio de UFC.

Conforme mostrado na Figura 3, os grupos que receberam a vacina BCG
como primeira dose (BCG-PVAX e BCG-APA) e também o grupo vacinado apenas
com o BCG apresentaram protegdo pulmonar significativa, trinta (Fig. 2A) e setenta
(Fig. 2B) dias apds infeccéo, correspondendo as fases inicial e crénica da doenca,
respectivamente, quando comparados ao grupo TB (P <0.005). Entretanto, a melhor
protecao foi conferida pela estratégia de imunizacdo heteréloga contendo a
formulacdo pVAXapa-DMT-Me (BCG-APA), setenta dias apos infecgao (4,6 log).
Verificou-se redugdo de aproximadamente 1,0 log na carga bacteriana entre o
mesmo grupo quando comparado aos grupos BCG (5,4 log) e BCG-PVAX (5,3 log),

assim como, reducéao significativa de 2,0 log quando comparado ao grupo TB (6,6

log).
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Figura 2 — Avaliacdo do numero de UFC presentes nos pulmdes dos animais imunizados por
diferentes estratégias vacinais. Camundongos BALB/c (n=20) foram imunizados por via s.c. com
uma Unica dose da vacina BCG (5x105 bacilos; grupo BCG); uma dose de BCG, via s.c., seguido por
uma dose de pVAX-Me ou pVAXapa-Me, via i.m., 30 dias apds (BCG-PVAX; BCG-APA). Trinta dias
apos vacinagao, os animais foram infectados com M. tuberculosis H37Rv (1x10° bacilos). 30 (A) e 70
(B) dias apos infecgdo, os pulmdes foram processados para o ensaio de UFC. Resultados expressos
como média = desvio padrédo da média do numero de UFC, expressos em logq. * p<0,05: animais
imunizados versus nao-imunizados e infectados (grupo TB); + p<0,05: animais imunizados versus

grupo BCG.
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Além de avaliarmos a protecéo no sitio da infeccdo, também verificamos se a
imunizagao heteréloga foi eficaz ao controlar o M. tuberculosis no bago, uma vez
gue o bacilo também é encontrado nesse 6rgdo apds infecgdo. Para tal, coletamos o
baco dos animais imunizados e infectados. Tanto na fase inicial (Fig. 3A) quanto na
fase crbnica (Fig. 3B) da infeccdo experimental, constatamos que todos os grupos
de animais imunizados (BCG, BCG-PVAX ou BCG-APA) apresentaram reducao de
aproximadamente 1 log, sendo essa significativa quando comparados ao grupo dos

animais que nao foram imunizados, somente infectados (grupo TB: P <0,005).
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Figura 3 — Protecdo esplénica contra TB experimental conferida por diferentes estratégias
vacinais. Camundongos BALB/c (n=20) foram imunizados por via s.c. com uma uUnica dose da
vacina BCG (5x105 bacilos; grupo BCG); uma dose de BCG, via s.c., seguido por uma dose de pVAX-
Me ou pVAXapa-Me, via i.m., 30 dias apdés (BCG-PVAX; BCG-APA). Trinta dias apds vacinagao, os
animais foram infectados com M. tuberculosis H37Rv (1x105 bacilos). 30 (A) e 70 (B) dias apds
infecgdo, os bagos foram processados para o ensaio de UFC. Resultados expressos como média +
desvio padrdo da média do numero de UFC, expressos em log.. * p<0,05: animais imunizados
versus nao-imunizados e infectados (grupo TB).
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4.2 AVALIACAO HISTOPATOLOGICA DOS PULMOES DOS ANIMAIS
IMUNIZADOS FRENTE INFECGAO POR M. tuberculosis

A fim de avaliar o comprometimento pulmonar ao longo da infecgao,
realizamos cortes histologicos nos pulmdes dos animais imunizados pelas diferentes

estratégias vacinais, 30 e 70 dias apéds infecgdo por M. tuberculosis.

Analisando histopatologicamente os pulmdes dos animais ndao imunizados e
nao infectados (grupo PBS - Fig. 4A e 5A) constatamos auséncia de processo
inflamatério, 90 e 130 dias apds o inicio do experimento, correspondendo a 30 e 70
dias apos a infecgao dos outros grupos estudados. Esses animais ndo apresentaram
alteracgdes histopatoldgicas, com parénquima pulmonar bem preservado, espagos
alveolares bem delimitados, auséncia de células inflamatérias no tecido e também
brébnquios e bronquiolos sem espessamento de suas paredes, além de lumen

normal.

Por outro lado, os pulmbes dos animais nao vacinados e infectados por M.
tuberculosis (grupo TB) apresentaram no periodo mais precoce da infecgao (Fig. 4C
e 5B) comprometimento moderado do parénquima pulmonar e intenso processo
inflamatorio, com presenca de granulomas dispersos. Apesar da presenga de
infiltrado inflamatério peri-arterial e peri-arteriolar, evidenciamos o predominio de
infiltrado inflamatorio crénico peri-bronquiolar intenso, localizagdo que denota padrao
de infecg&o por via aérea, ja que os animais foram infectados pela via intratraqueal.
A predominancia de infiltrados inflamatdrios, devido a infeccéo por via aérea também
€ encontrada nos demais grupos experimentais. Observamos também que os
granulomas sao constituidos na sua regiao central por macréfagos xantomatosos e
células gigantes (destaque Fig. 4C) e, na sua periferia principalmente por linfocitos,
padrao tipico observado na TB. Na fase crénica da infecgéo, 70 dias (Fig. 4D e 5C),
verificamos um comprometimento mais acentuado do parénquima pulmonar, com a
presenca de infiltrado inflamatdrio intenso, diversos granulomas dispersos por todo
parénquima, sendo esses constituidos por muitos macrofagos xantomatosos
(destaque Fig. 4D).

O grupo dos animais que recebeu uma unica dose da vacina BCG por via
subcutanea (BCG) apresentou, tanto 30 (Fig. 4E e 5D) quanto 70 (Fig. 4F e 5E) dias

apods infecgdo, um padrao de comprometimento do parénquima pulmonar similar ao
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grupo BCG-PVAX. Além de infiltrado linfocitico peri-bronquiolar, verificou-se também
a presenca de pequenos granulomas dispersos, sendo esses em maior numero e
com agregados linfocitarios mais importantes 70 dias apos a infeccdo. N&o
observamos a presenca de células gigantes no periodo mais precoce da infeccéo,
entretanto, um pequeno numero destas células foi encontrado no periodo mais tardio

da infecgao.

O grupo que recebeu a estratégia de imunizagdo heterdloga com a vacina
BCG como primeira dose e pVAX-DMT-Me, por via intramuscular, como reforgo
(BCG-PVAX), apresentou 30 dias apoés infec¢ao (Fig. 4G e 5F) um grau moderado
de comprometimento do parénquima pulmonar com presenca de granulomas
dispersos, macrofagos xantomatosos e menor numero de infiltrados linfoides do que
o grupo BCG. Entretanto, os granulomas encontrados apresentaram tamanho similar
aqueles presentes no grupo BCG. Setenta dias apds a infecgado (Fig. 4H e 5G),
observamos um comprometimento do parénquima pulmonar também similar ao
grupo BCG, com presencga de granulomas pequenos e intenso infiltrado linfoide. Os
macrofagos xantomatosos foram encontrados em menor niumero quando comparado

ao periodo mais precoce da infecgdo, com a presenga de raras células gigantes.

Quando os animais foram imunizados com o gene da proteina APA, através
da estratégia de imunizagdo heterdloga, recebendo o BCG como primeira dose e
pVAXapa-DMT-Me como reforgo (BCG-APA), houve um menor comprometimento do
parénquima pulmonar em relagao aos outros grupos vacinados, com a presencga de
poucos granulomas e raros macréfagos xantomatosos, além da predominancia de
linfécitos, tanto 30 (Fig. 41 e 5H) quanto 70 (Fig. 4J e 5l) dias apds infecgao.
Entretanto, na fase crbénica verificamos que o parénquima pulmonar desses
camundongos foi 0 mais bem preservado em relagéo a todos os grupos imunizados
e principalmente em comparagcdo ao grupo TB, apresentando-se muito similar ao
grupo PBS. Esses achados corroboram com a excelente diminuigdo do numero de

bacilos encontrada no tecido pulmonar desses animais.

Assim, esses dados demonstram a eficacia da APA em induzir uma resposta
imune pré-inflamatéria necessaria a eliminacdo de M. tuberculosis e indicam o

grande potencial protetor da imunizag&o heteréloga contendo apa (BCG-APA).
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Figura 4 — Avaliacdo histopatoldgica dos pulmfes dos animais imunizados por diferentes
estratégias vacinais frente infeccdo por M. tuberculosis. Camundongos BALB/c (n=20) foram
imunizados por via s.c. com uma Unica dose da vacina BCG (5x10° bacilos; grupo BCG); uma dose
de BCQG, via s.c., seguido por uma dose de pVAX-Me ou pVAXapa-Me, via i.m., 30 dias apés (BCG-
PVAX; BCG-APA). Trinta dias apds vacinagdo, os animais foram infectados com M. tuberculosis
H37Rv (1x105 bacilos). 30 e 70 dias apds infec¢do, os pulmdes foram fixados em formol tamponado e
corados com Hematoxilina-Eosina. Resultados expressos como cortes histolégicos dos [6bulos
pulmonares representativos dos grupos PBS (A e B), TB (C e D), BCG (E e F), BCG-PVAX (G e H) e
BCG-APA (I e J). Setas indicam congestdo dos vasos sanguineos e as “pontas de setas” indicam
colabamento dos alvéolos pulmonares. Setas branca e preta no destaque (grupo TB) indicam célula
gigante e macréfago xantomatoso, respectivamente. Aumento original de 100X. Aumento destaques
de 400X.
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Figura 5 — Avaliacdo histopatoldgica dos pulmfes dos animais imunizados por diferentes
estratégias vacinais frente infeccdo por M. tuberculosis. Camundongos BALB/c (n=20) foram
imunizados por via s.c. com uma Unica dose da vacina BCG (5x10° bacilos; grupo BCG); uma dose
de BCQG, via s.c., seguido por uma dose de pVAX-Me ou pVAXapa-Me, via i.m., 30 dias apés (BCG-
PVAX; BCG-APA). Trinta dias apds vacinagdo, os animais foram infectados com M. tuberculosis
H37Rv (1x105 bacilos). 30 e 70 dias apds infec¢do, os pulmdes foram fixados em formol tamponado e
corados com Hematoxilina-Eosina. Resultados expressos visdo geral dos Iébulos pulmonares
representativos dos grupos PBS (A), TB (B e C), BCG (D e E), BCG-PVAX (F e G) e BCG-APA (H e

).
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5 DISCUSSAO

Este estudo teve como objetivo principal investigar a protegdo de uma
formulacao vacinal apos desafio por M. tuberculosis. Essa preparagao é constituida
de uma vacina génica, na qual o gene da proteina APA é associado ao adjuvante
DMT e ambos encapsulados com microesferas. Essa formulagéo foi utilizada como
vacina-reforco ao BCG no modelo murino BALB/c. A avaliagao foi realizada através
da contagem da carga bacteriana e da histopatologia nos pulmdes dos animais
imunizados e infectados na fase aguda (30 dias apds o desafio) e cronica (70 dias
apos o desafio) da doenga experimental, avaliando a capacidade dessa estratégia

vacinal em induzir uma resposta imune protetora de longa duracéo.

E indiscutivel, segundo alguns autores, a contribuicdo da vacinacdo para a
eliminagdo global da TB nas proximas décadas (Young & Dye, 2006; Maher et al.,
2007). Nesse sentido, varios grupos de pesquisa tém concentrado seus esfor¢os no
desenvolvimento de estratégias de vacinagdo baseadas na vacina BCG. Essa
vacina € considerada o “padrdao ouro”, sendo referéncia as vacinas candidatas
testadas. Deste modo, a administragcdo de formulagdes que reforcem a imunidade
induzida pelo BCG vem sendo uma estratégia muito atraente e bastante estudada.
Nesse contexto, vacinas génicas expressando proteinas associadas a adjuvantes,
dentre outras, mostraram-se promissoras quando utilizadas em uma abordagem de
imunizagao heterdloga juntamente com o BCG (Tchilian, 2009; Derrick, 2004; Von
Eschen, 2009).

Diversos antigenos testados dentro deste protocolo, ja haviam demonstrado
excelente capacidade de induzir resposta imune celular protetora na TB,
caracterizada pela ativacdo de células T CD4" e CD8" de memodria produtoras de
citocinas Th1, capazes de ativar os mecanismos microbicidas de macrofagos
infectados e, consequentemente, controlar a infeccdo (Mcshane et al., 2004,
Weinrich Olsen, 2001; Johansen et al., 2003; Dey et al., 2011; Guerrero & Locht,
2011; Sable et al., 2011). Dentre estes, o antigeno APA vem sendo utilizado em
vacinas contra TB e tem se apresentado muito promissor por sua capacidade de
induzir resposta imune eficaz nos modelos murino e cobaia (Garapin et al., 2001,
Kumar et al., 2003; Ferraz et al., 2004).
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Primeiramente, foi demonstrado que o DNA nu da proteina APA foi capaz de
induzir intensa resposta Th1 e Th2 em cobaias, bem como efeito protetor significativo
frente infecgdo por M. tuberculosis em camundongos (Garapin et al., 2001). Em um
estudo posterior foi sugerido que a atividade de células T antigeno-especificas a APA
proveniente de PBMC de individuos PPD”, avaliada através da produgédo de IFN-y e da
linfoproliferagdo, correlacionava com a importante resposta imune protetora em
cobaias induzida pela vacina génica contendo apa (Kumar et al., 2003). Além disso, a
APA foi utilizada em uma construgdo vacinal juntamente com proteinas de choque
térmico (Hsp65 e Hsp70), num contexto de imunizagdo heteréloga, como dose de
reforco ao BCG e foi demonstrado que essa vacina induziu significativa redugéao de
micobactérias no pulmao dos animais imunizados, além de importante resposta imune
celular Th1 (Ferraz et al., 2004). Em contrapartida, quando esta formulagéao foi utilizada
em uma unica dose em bovinos ndo demonstrou prote¢ao, porém quando combinada
no contexto de imunizacao heteréloga com BCG a mesma foi capaz de induzir maior
protecdo do que a vacina BCG. Essa analise foi baseada em parametros
histopatologicos e microbioldgicos, e a protecdo avaliada apds desafio com M. bovis.
Apesar do grupo BCG ter apresentado altos niveis de IFN-y ndo foi observado protecao
similar a induzida pela estratégia de imunizagdo heteréloga contendo apa, no que se
refere a diminuicdo da carga bacilar e ao controle do processo inflamatério pulmonar
(Skinner, et al., 2003).

Baseado nas caracteristicas imunogénicas e protetoras desse antigeno, uma
estratégia vacinal utilizando a vacina génica pVAXapa associada ao adjuvante DMT,
encapsulados em microesferas biodegradaveis, foi desenvolvida e utilizada como
reforco ao BCG, e testada em camundongos BALB/c. Em estudo anterior avaliamos o
potencial imunogénico dessa estratégia e verificamos que a mesma foi capaz de
induzir uma resposta imune de padrao misto Th1 e Th2, bem como aumento na
frequéncia de células T efetoras de memodria em comparagao a vacina atual BCG
(Carlétti, 2008). Assim, com base nestes resultados, neste estudo avaliamos a
protecao induzida por este protocolo de imunizagdo apds desafio com a cepa M.
tuberculosis H37Rv e verificamos que este sistema de imunizagcdo heterdloga foi
eficiente no controle da carga bacteriana, associada a uma melhor preservacado do
parénquima pulmonar, principalmente na fase cronica da infeccdo, em comparagao
ao BCG.
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Na analise da recuperagao de unidades formadoras de colbénia (UFC), nossos
dados demonstraram que a vacinagdo dos animais s6 com BCG, ou apds a
administragado do vetor (BCG-PVAX), reduziu o numero de bacilos recuperados do
pulmdo de animais infectados, apresentando padrbes similares, tanto 30 (Fig. 3A)
quanto 70 (Fig. 3B) dias apods a infecgdo. Entretanto, o menor nivel de protecéo
induzido pelo BCG ou BCG-pVAX apés infeccdo poderia ser explicado pelo fato de
que quando a vacinacdo com BCG é utilizada, a imunidade celular desenvolve-se
num microambiente de padrdo misto de resposta, com altos niveis de IFN-y e IL-4
nos linfonodos murinos, levando a perda da capacidade citotéxica das células T e a
reducdo da diferenciagdo de células de memoédria (Silva et al., 1999).
Hipoteticamente, devido ao fato dessas vacinas nao induzirem um melhor controle
da proliferagdo do bacilo, essas citocinas seriam produzidas de forma alterada no
sitio da infeccdo comprometendo a resposta celular a M. tuberculosis, uma vez que
a IL-4 poderia estar inibindo a expressdao de Oxido nitrico sintase (INOS) e a
atividade microbicida dos macrofagos (Rook et al., 2005). Entretanto, mais estudos
devem ser realizados para elucidar esse fenbmeno. Esse padrao de resposta leva
ao controle da carga bacteriana, mas ndo ha diminuigdo dos bacilos ao longo do
tempo, como foi observado nos nossos resultados na fase crbnica da infeccdo. Em
contrapartida, verificamos que a inclusdo do gene apa na formulagdo vacinal
potencializou a resposta imune protetora, induzindo maior redugdo no numero de
bacilos recuperados dos pulmdes dos animais no periodo mais tardio da infeccéo,
sugerindo que a APA é capaz de amplificar a protegdo induzida previamente pelo
BCG.

Nossos resultados de protecdo baseados na carga bacilar encontrada nos
pulmdes dos animais vacinados corroboram com alguns estudos recentes que
utiizam a estratégia de imunizagdo heter6loga com outras proteinas de M.
tuberculosis. Recentemente, Wang e colaboradores mostraram que 3 doses da
vacina de DNA, codificando os antigenos CFP21 e MPT64, apresentaram melhor
protecao frente infec¢do por uma cepa virulenta de micobactéria (H37Rv) quando
comparada aos grupos que receberam somente o BCG ou somente o DNA nu
(Wang et al., 2011). Do mesmo modo, foi demonstrado que trés doses da vacina
génica codificando a associagao entre Ag85A e GM-CSF, administrada como reforgo

do BCG, além de proporcionar um efeito protetor superior ao induzido somente pelo
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BCG no pulmao de camundongos infectados, via intravenosa, por M. tuberculosis,
também foi capaz de induzir prote¢cao no figado e no baco destes animais (Dou et
al., 2010). Entretanto, em nossos resultados n&o observamos diferenga estatistica
entre os grupos vacinados na diminuigdo de bacilos no bago dos camundongos,
tanto 30 (Fig. 4A) quanto 70 (Fig. 4A) dias apos a infecgdo, o que possivelmente se
deve ao fato dos animais terem sido infectados pela via intratraqueal, conduzindo os
bacilos diretamente ao pulméo (sitio da infecgdo), mimetizando a infecg&o natural, e
nao para o bacgo. Neste sitio, pulmao, ocorre a producado de citocinas e quimiocinas
capazes de induzir o recrutamento de células que irdo combater a infeccéo e destruir
os bacilos, diminuindo assim a carga bacteriana nesse 6rgao. Algumas bactérias sao
conduzidas a outros 6rgdos secundarios, como o0 bago, porém nesses néo €
desenvolvida uma resposta imune eficaz capaz de controlar a infecgdo, uma vez que

as células ativadas nesses 6rgaos sao recrutadas para o sitio da infeccéo.

E importante ressaltar que nesses dois estudos foram utilizadas 3 doses das
respectivas vacinas génicas para induzir prote¢ao significativa na TB experimental,
enquanto que no nosso estudo foi utilizada uma unica dose da vacina APA-DNA
para atingir protecdo similar, até num periodo mais tardio da infecgdo. Estes
resultados sugerem que as microesferas biodegradaveis utilizadas na construgao
pVAXapa podem ter sido eficazes no auxilio da prote¢cdo do DNA contra as enzimas
presentes no microambiente, além de permitirem a liberagdo gradativa do antigeno
APA por um periodo mais prolongado. Essa seria a grande vantagem em relagao as
demais formulagdes ja testadas, uma vez que a liberacédo controlada do antigeno é
eficaz na manutencédo do estimulo ao sistema imune do hospedeiro, mimetizando

doses de reforco.

Outro fator que poderia interferir nos resultados obtidos é o adjuvante
utilizado, o qual também pode direcionar o padrdo da resposta imune e
consequentemente a eficacia protetora da vacina. O DMT tem sido utilizado no
favorecimento da resposta Th1, como demonstrado por Lima e colaboradores
(2001), que observaram o importante papel desse adjuvante no recrutamento de
células para formacdo do granuloma e producdo de mediadores imunoldgicos
fundamentais para o controle da TB. Por outro lado, na micobactéria o DMT auxilia
na inibicdo da fusdo fago-lisossoma, devido as proeminéncias da porc¢ao hidrofilica

desse glicolipideo, as quais permitem o aumento da hidratagao ao redor da vesicula,
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promovendo o bloqueio dessa fusdao (Spargo, 1991). Desse modo, dentro da
microesfera o DMT poderia retardar a degradacdo do DNA inserido dentro dos
polimeros, pelas nucleases presentes no sitio de inoculagdo, o que prolongaria a

manutencio da ativacao das células envolvidas na protecéao.

Avaliamos também o efeito protetor das estratégias vacinais sobre a
histopatologia do pulmao dos animais infectados por M. tuberculosis nas fases mais
precoce (30 dias) e tardia (70 dias) da infecgdo. Uma etapa crucial na geracéo de
uma resposta imune pulmonar especifica € o recrutamento de células inflamatorias
para o parénquima pulmonar, especialmente linfocitos. Relativamente, poucas
dessas células habitam os espacos alveolares e o intersticio pulmonar de
hospedeiros normais (Curtis et al., 1990). Esse padrao de resposta pulmonar foi
encontrado nos pulmdes dos animais do grupo TB, sugerindo intenso influxo de
células inflamatdrias para o sitio da infeccdo, entretanto, muitas dessas células
estavam presentes no intersticio e entre os alvéolos pulmonares, apresentando alto
grau de comprometimento do parénquima pulmonar. Por outro lado, ndo ha sinais de
recrutamento dessas células para o pulmao dos animais que nao foram desafiados
(PBS), o que ja era esperado. Trinta dias apés a infecgéo, dentre os grupos vacinais
o grupo BCG-APA apresentou o menor numero de linfécitos no parénquima
pulmonar, enquanto que na fase tardia da infeccdo o grupo BCG-APA apresentou
maior redugao do infiltrado inflamatério. Essa reducao foi caracterizada por uma
menor inflamagdao no parénquima pulmonar e pela presenca de pequenos
granulomas formados por grupos reduzidos de células, quando comparado aos
grupos vacinais BCG e BCG-PVAX. Através dessa analise podemos sugerir que
essa estratégia vacinal se mostrou muito importante, pois, além de levar a um efeito
protetor significativo contra o M. tuberculosis, ela foi capaz de controlar o influxo
exacerbado de células efetoras para o sitio de infeccdo, o que poderia causar o
dano tecidual através do desenvolvimento de uma reposta imune local mais

acentuada, preservando o parénquima pulmonar.

Além dos linfécitos, macrofagos também participam da formacéo inicial da
resposta imune protetora contra M. tuberculosis, sendo células essenciais para o
controle da multiplicagdo micobacteriana. Os macréfagos infectados recrutam outros
macrofagos e outras células do sistema imunologico para formar estruturas

organizadas chamadas granulomas, caracteristicas da TB (Dannenberg, 1993;
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Cosma et al., 2003). Para a formagdao do granuloma, esses macrofagos se
diferenciam em varios tipos celulares, incluindo células gigantes multi-nucleadas, e
também em macrofagos xantomatosos, os quais podem fagocitar lipideos presentes
no parénquima dando a essas células um aspecto esponjoso (Ulrichs e Kaufmann,
2006; Caceres et al., 2009). Os macréfagos xantomatosos sao células que contém
grande quantidade de lipideos presentes no seu interior, oriundos da desregularao
do balanco entre o influxo e efluxo de lipoproteinas de baixa densidade provenientes
do sangue periférico. Essas células auxiliam na amplificagdo da resposta imune
através da producdo de prostaglandina E2 e leucotrienos (Russel et al., 2009).
Nossos resultados mostraram que, assim como o grupo TB, poucas células gigantes
estavam presentes nos grupos BCG e BCG-PVAX, 30 dias apos infeccéo,
apresentando granulomas de tamanhos similares. Essa formagéao é caracteristica de
uma boa contengcdo do bacilo no interior dos granulomas, porém a evolugado da
infeccao tomou rumos diferentes em dois destes grupos. Podemos verificar na fase
crobnica da infecgdo que o grupo BCG-PVAX apresentou uma melhora do
comprometimento do parénquima pulmonar com a presenga de poucos macréfagos
xantomatosos, enquanto o grupo TB apresentou um agravamento do parénquima
pulmonar, além de apresentar grande numero de macréfagos xantomatosos nas
regides de granuloma. Podemos sugerir que, em uma analise num periodo ainda
mais tardio, o parénquima pulmonar dos animais do grupo TB poderia estar mais
agravado pela infecg¢ao, o que levaria a uma pneumonia lipidica elevada, tipicamente
ocasionada pelos alvéolos repletos de macrofagos xantomatosos. Essas células séo
elementos-chave na manutencdo da persisténcia bacteriana e contribuem para o
agravamento da patologia do tecido, levando a formacgéo do caseo e disseminagéo
dos bacilos infecciosos (Russel et al., 2009). Esse fenbmeno n&o foi observado nos
grupos BCG e BCG-APA, provavelmente porque nesses dois grupos os granulomas
eram constituidos por poucos ou nenhum macréfago xantomatoso, além do
processo infeccioso ndo chegar a esse grau de agravamento do parénquima em

camundongos BALB/c, por ser um modelo experimental resistente a TB.

A gravidade do dano tecidual causado pela inflamagao também é um dos
parametros de avaliagdo do comprometimento tecidual induzido por um patégeno,
em especial M. tuberculosis (Curtis et al., 1990). Baseado nesse critério, nossos

resultados mostraram que o parénquima pulmonar dos animais vacinados com BCG
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apresentou dano tecidual similar ao observado nos animais infectados e néao
vacinados, tanto 30 (Fig. 5E) quanto 70 (Fig. 5F) dias apds a infeccdo. Embora a
inoculagdo do plasmideo pVAX-DMT-Me tenha diminuido o numero de bacilos
recuperados dos pulmdes dos animais infectados, a mesma né&o reduziu totalmente
a lesdo do parénquima pulmonar induzida pelo desafio com M. tuberculosis (Fig. 5G
e 5H). Ao contrario, quando imunizamos os animais com a formulagdo contendo
apa, verificamos a redugado do numero e tamanho dos granulomas, corroborando
com a diminuicdo dos bacilos presentes no tecido (Fig. 51 e 5J). Além disso, a
extensao da lesdo induzida pela infecgcdo com M. tuberculosis também foi reduzida
pela formulagdo contendo apa, apresentando inflamagao pulmonar muito limitada e
pequena formacédo de granulomas em torno do tecido alveolar, o que também foi
observado por Wang e colaboradores (Wang et al., 2011). Em contrapartida, outro
estudo utilizando a mesma estratégia, administrando o BCG em camundongos
neonatos e o reforco com a vacina génica, que codifica a proteina Hsp65, na idade
adulta (4 semanas apos o BCG), apresentou demonstrou um efeito paradoxal dessa
estratégia. A mesma foi altamente imunogénica, com produgdo de IFN-y e IL-5
(padréo Th1/Th2), entretanto, ndo foi protetora frente infeccdo com M. tuberculosis,
apresentando intenso infiltrado inflamatério dominado por células mononucleares no
pulméo dos camundongos vacinados e infectados (Pelizon et al., 2010). Por outro
lado, em outro trabalho do mesmo grupo foi demostrado que a utilizagdo dessa
estratégia, administrando tanto o BCG quanto a Hsp65 por via intranasal na idade
adulta, apresentou protecao tanto 30 quanto 70 dias apds infec¢ao, caracterizada
através da diminuicdo da carga bacilar e da melhor preservagao do parénquima

pulmonar dos animais imunizados (Gongalves et al., 2007).

Os dados apresentados neste trabalho podem contribuir para o melhor
entendimento das respostas inflamatéria e imune observadas em animais infectados
com M. tuberculosis. Nos nossos resultados verificamos que a vacinagdo com uma
s6 dose de BCG néo foi capaz de impedir a inflamacao no parénquima pulmonar dos
camundongos infectados, ndo resultando numa resposta protetora tdo eficaz quanto
a obtida com a pVAXapa, avaliada através da diminuigdo do numero de bactérias
nos pulmdes. Ja a inoculagdo da vacina génica contendo o antigeno APA mostrou-
se eficaz na reducao do numero de bacilos no pulmado dos animais e também da

lesdo do parénquima pulmonar induzida pela infecgao.
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Por fim, a imunizacdo heter6loga BCG-APA ¢ atraente, pois ndo exclui a
vacinagao com BCG na infancia e enfatiza a importancia desta estratégia no controle
da TB em paises onde essa doenca é endémica. Apesar do modelo murino ser a
primeira etapa importante para determinar a natureza da resposta imune, assim
como a capacidade protetora dos antigenos, esse modelo nao prediz
necessariamente o resultado que sera obtido em humanos. Entretanto, os resultados
aqui demonstrados apontam essa estratégia como muito promissora a profilaxia da
TB e nos estimula a continuar buscando uma vacina que otimize a protegao

conferida pelo BCG.
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6 CONCLUSOES

A partir dos dados obtidos através do presente estudo podemos concluir que:

- A formulagao vacinal pVAXapa, associada ao adjuvante DMT e encapsulada em
microesferas de PLGA (pVAXapa-DMT-Me), utilizada como refor¢o da vacina BCG
num contexto de imunizagdo heteréloga (grupo BCG-APA) em camundongos,
induziu resposta imune protetora frente a infecgdo por M. tuberculosis, caracterizada
pela redugdo do numero de bacilos no pulméo destes animais, na fase mais tardia

da infecgao (70 dias apos desafio), quando comparado ao BGC;

- A imunizagdo heterdloga com BCG-APA permitiu uma melhor preservacéo do
parénquima pulmonar e controle do processo inflamatério, quando comparada ao

grupo BCG, 70 dias ap0ds a infeccao;

- Estes dados sugerem que o antigeno APA é capaz de amplificar a protegéo

induzida previamente pela vacina BCG.
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