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EFEITO DE MICOBACTERIA AMBIENTAL (Mycobacterium avium) NA
IMUNIDADE INDUZIDA PELA VACINA GENICA PARA TUBERCULOSE
(PVAXhsp65)

A eficacia da vacina BCG (Mycobacterium bovis atenuado) contra tuberculose
pulmonar apresenta grande variabilidade em diferentes popula¢des. Dentre as
hipéteses sugeridas, prevalece a que atribui esta variagado as interagdes entre a
vacina e micobactérias presentes no meio ambiente. Estudos tém demonstrado
que antigenos expressos pelo BCG estdo conservados no M. avium, corroborando
com a hipotese de que a exposicdo as micobactérias ambientais gera resposta
imune cruzada que interfere com a eficacia do BCG. O objetivo deste estudo foi
avaliar o efeito da exposi¢cao prévia de camundongos ao M. avium inativado na
resposta imune e eficacia protetora induzidas pela vacina DNAhsp65 (pVAXhsp65)
na tuberculose experimental murina. Na primeira etapa, grupos de camundongos
BALB/c fémeas foram injetados com diferentes doses (0,08x10°, 4x10° e 200x10°)
de M. avium inativado termicamente, pela via subcutanea. Apos trés semanas, os
animais foram imunizados com DNAhsp65 por via intramuscular. Os animais
receberam trés doses de DNA (100ug/intervalos de 15 dias). Grupos controle
receberam somente M. avium, vacina (pVAXhs65), vetor (pVAX) ou solugéo salina
estéril. A producéo de citocinas e os niveis de anticorpos foram determinados por
ELISA. Na segunda etapa, os animais foram inicialmente sensibilizados por via
subcutanea com 200x10° Unidades Formadoras de Coldnias (UFC) de M. avium
inativado e depois imunizados com trés doses de pVAXhsp65 (100ug/intervalos de
15 dias) por via intramuscular. Os grupos controle foram injetados com salina,
pVAX (4 doses), pVAXhsp65 (4 doses), M. avium, M. avium mais pVAX (3 doses)
ou M. avium mais pVAXhsp65 (3 doses). Quinze dias apds a ultima dose de DNA
os animais foram infectados com 1x10* UFC de M. tuberculosis, H37Rv, pela via
intratraqueal. Trinta dias apds o desafio os animais foram sacrificados e a carga
bacteriana determinada pelo numero de UFC nos pulmdes. Cortes
histopatologicos dos pulmdes também foram analisados. Células esplénicas de
animais primados com M. avium produziram mais IL-5 e menos IFN-y do que
animais nao primados. Além disso, o contato prévio com M. avium determinou

aumento na produgdo de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-hsp65. Este efeito foi mais
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intenso nos animais injetados com dose mais elevada de micobactéria. Este efeito
modulador do M. avium sobre a resposta imune induzida pela vacina DNAhsp65
nao afetou a carga bacteriana nos pulmdes, mas reduziu a preservagao do
parénquima pulmonar em comparagdo com o grupo imunizado somente com a
DNAhsp65. Estes resultados indicam que micobactérias ambientais também
podem afetar a imunidade induzida por vacinas de DNA, de forma similar ao

observado na imunidade induzida pelo BCG.
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EFFECT OF ENVIRONMENTAL MYCOBACTERIA (M. avium) ON IMMUNITY
INDUCED BY A DNA VACCINE (DNAhsp65) AGAINST TUBERCULOSIS

The efficacy of BCG vaccine (attenuated Mycobacterium bovis) against pulmonary
tuberculosis varies enormously in different populations. The prevailing hypothesis
attributes this variation to interactions between the vaccine and mycobacteria
common in the environment. Studies have revealed that most protective antigens
expressed by the antituberculous vaccine are conserved in M. avium, supporting
the hypothesis that exposure to environmental mycobacteria generates a cross-
reactive immune response that interferes with BCG efficacy.The objective of this
investigation was to evaluate the effect of a prior exposure to heat killed M. avium
on both, the immune response and the protective efficacy induced by a DNAhsp65
vaccine (pVAXhsp65) in experimental murine tuberculosis. To evaluate the effect
on the immune response, BALB/c female mice were, initially, injected with distinct
doses (0,08x10% 4x10° and 200x10°) of heat killed M. avium by subcutaneous
route. Three weeks later the animals were immunized with 3 doses of DNAhsp65
by intramuscular route (100ug / 15 days apart). Control groups received only M.
avium, vaccine (pVaxhsp65), vector (pVax) or saline solution. Cytokine production
and antibody levels were determined by ELISA. To evaluate the effect on the
protective efficacy, animals were initially, sensitized with 2x10° heat killed CFU of
M. avium by subcutaneous route and then immunized with 3 doses of pVAXhsp65
(100pg/15 days apart) by intramuscular route. Control groups were injected with
saline, pVAX (4 doses), pVAXhsp65 (4 doses), M. avium, M. avium plus pVAX (3
doses) or M. avium plus pVAXhsp65 (3 doses). Fifteen days after last DNA dose
the animals were infected with 1x10* viable CFU of H37Rv M. tuberculosis by
intratracheal route. Thirty days after challenge the animals were sacrificed and the
bacterial burden was determined by the number of CFU in the lungs. Lung
histological sections were also analysed. Splenic cells from primed animals
produced more IL-5 but less IFN-y than non primed ones. Also, prior contact with
M. avium determined higher production of IgG1 and IgG2a anti-hsp65 antibodies in
comparison to all control groups. However, this priming did not decrease the
bacterial burden in the lungs. In addition, this prior sensitization with M. avium
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decreased the parenchyma preservation observed in the group immunized only
with pVaxhsp65. These results indicate that environmental mycobacteria can
interfere with the immunity induced by genetic vaccines, in a similar way that they
do in BCG induced immunity.
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1.1. Resposta imune na tuberculose

A tuberculose (TB) tem causado sofrimento e morte em seres humanos ha
milhares de anos. A TB ja existia na América pré-Colombiana, no Pacifico Sul
antes da chegada dos europeus e foi provavelmente uma importante causa de
mortes no Egito ha 4000 anos (1) e durante o século XIX nos Estados Unidos e
Oeste Europeu (2). Embora a mortalidade tenha sido substancial no mundo
industrializado nos ultimos 150 anos, essa doenca permanece como principal
causa de morte em paises de baixa renda, particularmente entre adultos e jovens
(3,4).

Mais de um século depois da identificagado do bacilo de Koch, a TB ja matou
mais de um bilh&o de pessoas e acredita-se que 32% da populagdo mundial esteja
infectada com o bacilo (5). Atualmente, a TB é responsavel pelo segundo maior
indice de mortes atribuidas a doengas infecto-contagiosas, o que representa cerca
de dois milhdes de pessoas por ano. Estima-se que nos proximos 20 anos, havera
mais de um bilh&o de pessoas infectadas com 36 milhdes de obitos (8). Segundo
a ultima publicagdo da Organizagdo Mundial da Saude (WHO), em 2003 foram
relatados, pelos 199 paises participantes do controle de Tuberculose Mundial, 8,8
milhdes de novos casos de tuberculose (140 casos por 100.000 habitantes). Neste
contexto, o Brasil ocupa o 15° lugar no ranking de 22 paises que, juntos, somam
80% dos casos de tuberculose mundial (6).

Nas ultimas décadas ocorreu uma reemergéncia global da TB, associada a
ineficiéncia dos sistemas de saude, as condicdes de desnutricido e pobreza em
determinadas regides, o crescimento de fluxos migratorios, a dificuldade de
adesdo aos extensos esquemas terapéuticos e o surgimento de cepas de
micobactérias multidroga resistentes e ao surgimento da Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (7,8,9).

A resposta imune contra o agente etiolégico da doenca, Mycobacterium
tuberculosis, € predominantemente celular. A micobactéria invade o hospedeiro
através das vias aéreas, infecta o pulmdo e logo depois € internalizada pelos
macrofagos alveolares, causando inflamagdo no tecido pulmonar. Dentro dos
macrofagos, que sao ceélulas com alto potencial microbicida, os bacilos tém a
habilidade de desativar os sistemas de defesa dessas células e conseguem
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sobreviver e se multiplicar no seu interior. O sistema imunolégico do homem
reconhece a presenca dos bacilos e estabelece uma resposta contra os mesmos,
caracterizada por uma reagao inflamatoria crénica denominada granuloma e que
tem como finalidade conter o crescimento bacteriano e prevenir que a infecgao se
dissemine, porém também protege os microrganismos contra a resposta imune,
mantendo-os em estado de laténcia (10). Nestas condigbes os bacilos podem
sobreviver anos e o individuo infectado pode ndo desenvolver a doencga, que so6 se
manifesta quando ha um desequilibrio dessa relacdo mutua e freqientemente esta
associada com estados de depresséo da resposta imunologica (11). Durante a
resposta imune contra o patégeno os macréfagos tém papel fundamental, pois sdo
responsaveis pelo processamento e apresentagdo de antigenos, uma vez que é
dentro do fagossoma dessas células que o microorganismo fica dormente até
voltar a replicar-se e causar a patologia. Além disso, tém fungdo microbicida
quando ativados por IFN-y, pois secretam produtos intermediarios de oxigénio e
nitrogénio, como ion superéxido e oxido nitrico (12), que tém efeito bactericida.
Mecanismos como restricdo de ferro, acidificagcdo do fagossoma e fus&o do
fagossoma com os lisossomas também contribuem para a inibigdo do crescimento
micobacteriano (13).

Quatro populacdes de células T estdo envolvidas na resposta imune contra
o bacilo: TCD4+, TCD8+, Tyd e T reconhecedoras de antigenos lipidicos
apresentados por moléculas CD1 (T CD1 restritas). Todas elas s&o secretoras de
IFN-y e possuem propriedades citotoxicas (12). Os linfocitos T CD4+ sdo os
maiores produtores de IFN-y e de outras citocinas de perfil Th1 (IL-2, TNF-().
Acredita-se que estas células sejam as principais responsaveis pela prote¢ao
contra a infecg&o, pois o IFN-y que secretam tem papel fundamental na ativagéao
dos macrofagos, que sao descritas como as principais células efetoras da
resposta imune contra micobactérias (14). A participagdo das células TCD8+
contra a TB €& uma descoberta mais recente. Capazes de lisar macrofagos
infectados através da secregéo de perforinas e granulisinas, estas células liberam
as bactérias intracelulares em estado latente dentro dos fagossomas, deixando-as
suscetiveis ao ataque de macréfagos recém ativados (11,14). Os macrofagos
infectados podem também, sofrer apoptose por interacdo com células T citotéxicas
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via Fas / FasL e liberar as micobactérias dormentes as quais ser&o fagocitadas e
destruidas por outros macrofagos ativados (11). As células Tyd possuem
capacidade de responder ao antigeno micobacteriano denominado derivado
protéico purificado (PPD). Assim como as células T CD8+, essas células também
secretam perforinas e granulisinas que agem diretamente sobre as micobactérias
sem a presenca dos macréfagos. Isto também ocorre com as células T CD1
restritas que sdo células que reconhecem glicolipidios na parede celular das
micobactérias apresentados por moléculas CD1 (15).

1.2. Vacinas para tuberculose
A atual vacina contra a TB, Bacilo de Calmette e Guérin (BCG), foi
desenvolvida por cientistas franceses na primeira década do século passado (16).
Em 1908, Camille Guérin e Albert Calmette iniciaram sua tentativa de produzir
uma vacina para a TB. Apos 230 repiques, estes pesquisadores obtiveram uma
cepa atenuada a partir de uma cepa virulenta de M. bovis. Esta cepa, que perdeu
a capacidade de induzir TB progressiva em modelos experimentais, tem sido
utilizada na profilaxia contra a TB humana desde 1921 (17). Embora seja
consenso que o BCG proteja criangas contra formas mais graves de tuberculose,
como a miliar e a meningea (18,19,20), estimativas sobre a protecdo contra
tuberculose pulmonar, em adultos, apontam para uma variagao que vai de 0-80%
(21). Apesar de sua extensa utilizagao, a eficacia desta vacina € muito discutida,
havendo evidéncias de que este efeito protetor vai decaindo no decurso de 10 a
15 anos (18) e que a doenga pulmonar do adulto n&do seria prevenida por
vacinagdo neonatal, vacinagdo na adolescéncia e nem por uma estratégia de
revacinacdo com BCG (22,23). Um estudo realizado em Chingleput, na india,
envolvendo mais de 360.000 pessoas, demonstrou que o BCG nao oferece
protecéo contra a TB pulmonar em adultos (24).
Muitas hipdteses tém sido sugeridas para explicar esta ineficiéncia do
BCG em relagcdo a tuberculose pulmonar, sendo que fatores diretamente
relacionados com a vacina, como tratamento ou estocagem inadequados, bem
como uso de cepas ineficazes de BCG (21). Apds a primeira vacinagao realizada

com sucesso contra a TB, o BCG foi amplamente distribuido no mundo e a partir
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de entdo, esta cepa foi propagada em varios laboratérios sob diferentes
condigdes. Isso resultou em muitas alteragbes feno e genotipicas as quais foram
detectadas pela comparacdo entre as varias cepas e também entre essas e a
cepa original de BCG (25). Esta grande diversidade de cepas tem sido sugerida
como uma das causas do indice variavel de protecdo determinado pelo BCG
(26,27).

Esta ineficiéncia tem sido, alternativamente, atribuida a fatores
imunologicos, ou seja, relacionados com a falta de estimulagdo adequada de
linfocitos T, em especial de T CD8+, talvez por auséncia de antigenos e/ou
epitopos perdidos durante os subcultivos do BCG (28).

Outra hipétese atraente, e que € o foco da nossa proposta de
trabalho, é a possivel interferéncia de micobactérias ambientais (29). Esta idéia é
antiga; Palmer & Long (30), sugeriram que infecgdes com micobactérias atipicas
poderiam afetar o processo de vacinacdo com o BCG. Estes autores
demonstraram que cobaias previamente expostas ao M. fortuitum, M. avium ou M.
kansasii ficavam protegidas em graus variaveis contra o M. tuberculosis. Esta
protecao era de 15, 50 e 80% respectivamente, em comparagao com a protecao
induzida pelo BCG. Em varios estudos subsequentes foram observados resultados
similares em cobaias e camundongos (31,32). Hernandez-Pando et al. (33),
demonstraram que epitopos presentes nas micobactérias ambientais, os quais
apresentaram reatividade cruzada com M. tuberculosis, poderiam induzir uma
resposta imune protetora ou, pelo contrario, poderiam aumentar a susceptibilidade
ao M. tuberculosis, dependendo da concentracdo da micobactéria utilizada. Baixa
dose de M. vaccae, por via subcutanea, a qual evoca uma resposta tipo Th1, seria
protetora, enquanto dose elevada, pela mesma via, induziria um padrdo misto
(Th1 + Th2 ou Th1 + ThO) determinando maior susceptibilidade a este patégeno.

Outras evidéncias dao suporte a hipotese da interferéncia das
micobactérias ambientais. Por exemplo, € sabido que todas as populacdes
humanas que habitam regides tropicais ou temperadas s&o expostas a varias
micobactérias que vivem no solo ou na agua (M. avium, M. intracellulare, M.
fortuitum e M. kansasii). Apesar destas exposi¢cdes raramente causarem doenga, a

nao ser nos individuos imunossuprimidos, frequentemente induzem reacdo de

22



hipersensibilidade tardia a antigenos micobacterianos, o que tem sido
demonstrado por testes intradérmicos (34). Existem varias evidéncias em animais
e em populagdes humanas que estas exposi¢cbes determinam algum grau de
protecéo contra micobactérias virulentas (21,30). Além disso, tem sido observado
que o BCG tende a determinar menor protecdo em locais onde micobactérias sao
mais frequentes. Por exemplo, a mesma vacina BCG (Glaxo 1077) forneceu um
indice de protecéo contra a TB maior ou igual a 50% na populagao inglesa, mas
nao determinou nenhuma protegédo contra a TB pulmonar no distrito de Karonga,
Malawi, onde a presenga de micobactérias é muito mais elevada (22,35).

O efeito das micobactérias ambientais sobre a eficacia do BCG & um
assunto bastante complexo e dificil de analisar em fungdo das muitas variaveis.
Fine & Vynnycky (36), fizeram uma analise tedrica do efeito da imunidade
heter6loga, desencadeada por micobactérias ambientais, na protegao determinada
pelo BCG. Os referidos autores, baseados na analise de relatos anteriores,
sugeriram trés mecanismos distintos, com base na identidade e magnitude das
respostas heterdloga e desencadeada pela vacina, para explicar esta
interferéncia. Em uma primeira situagao a resposta para o antigeno microbiano na
natureza e para a vacina seria diferente qualitativamente. Neste caso n&o haveria
efeito na eficacia da vacina. Na segunda situagdo, quando houvesse somente uma
diferenca quantitativa entre as respostas imunes induzidas, a eficacia da vacina
seria reduzida. Nesta situagdo, sendo as duas respostas de magnitude similar, a
previsdo seria de indugdo minima de imunidade pela vacina. Em uma terceira e
ultima possibilidade a exposigdo heterdloga poderia bloquear a agado da vacina.
Neste caso a eficacia da vacina seria reduzida e poderia mesmo parecer negativa.
Segundo estes autores, esta imunidade heterdloga poderia explicar ndo sé o
baixissimo grau de protecdo observado em areas com alta incidéncia de
micobactérias ambientais (37), como também o aparente declinio da eficacia da
vacina observado depois de sua aplicagdo (30). Outro aspecto que merece
atencdo pela sua relevancia também foi levantado por Fine & Vynnycky (36). De
acordo com um dos modelos propostos por estes autores, a vacinagao prévia com
BCG poderia bloquear o estabelecimento de uma infecgdo micobacteriana
ambiental, a qual por si s6 forneceria mais protecdo que o BCG. Um estudo
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bastante recente realizado por Brandt et al. (29), confirmaram esta possibilidade,
mostrando que a exposi¢cao a certas micobactérias ambientais induz uma resposta
imune que controla a multiplicacdo do BCG e desta forma diminui a resposta
imune, pois a indugao desta resposta depende da replicagdo do BCG.

Este efeito inibidor das micobactérias no crescimento e atividade do BCG
tem sido utilizado como um argumento importante para reforgcar a utilizagdo de
vacinas de subunidades, as quais seriam, teoricamente, menos influenciadas por
um contato prévio com micobactérias ambientais. Nesse contexto, uma variedade
de antigenos obtidos de bactérias ou de filtrado de cultura bacteriana (38,39)
como o Ag85A e 85B, MTP64, ESAT6, Hsp60, proteina R8307, antigeno
micobacteriano rico em prolina 36 KDa ou 19 KDa e proteina 45 KDa
demonstraram niveis de protecdo em camundongos, similares aos obtidos com

BCG, especialmente, quando combinados com adjuvante indutor de Th1 (38).

Varias preparag¢des vacinais contra TB encontram-se em fase de testes
clinicos, entre elas, incluem-se duas vacinas de subunidades, constituidas de
proteinas recombinantes. Uma delas é baseada em proteina de fuséo,
Mtb32/Mtb39 (‘Mtb72F’) produzida pela Corixa Inc., que possui lipideo A
monofosforil (MPL), da Glaxo Smith Kline, como adjuvante (40). A outra vacina de
proteina de fusdo € a ESAT6/Ag85B desenvolvida pelo Statens Serum Institute de
Copenhague (41). Além disso, polipeptideos multi-epitopos, bem como antigenos
ndo protéicos, como acidos micolicos e carboidratos farmacologicamente ativos
estdo sendo testados como candidatos a vacinas (42).

Uma estratégia recentemente adotada € a utilizagdo de vacinas de DNA
nos processos de imunizagdo. Vacinas baseadas em DNA plasmideais, contendo
genes que codificam proteinas imunogénicas, e por isto também consideradas
vacinas de subunidades, fornecem as informacdes necessarias para que ocorra
sintese do antigeno pelo proprio organismo imunizado (45).

Vacinas de DNA s&o capazes de gerar uma resposta imune similar as
vacinas constituidas por organismos vivos atenuados ou organismos Vivos
recombinantes, porém sem os riscos associados com o0 uso desses agentes
infecciosos. Este tipo de vacina é composto por moléculas de DNA circular de
dupla fita de origem bacteriana e que contém os seguintes componentes: gene
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que codifica o antigeno, gene de resisténcia a antibidticos, origem de replicagéo
bacteriana, um forte promotor génico eucaridtico e uma sequéncia de
poliadenilagdo para finalizar a transcricdo génica e estabilizar o RNA mensageiro
(44,45,46).

Em 1990, Wolff et al. (47), mostraram pela primeira vez, que a injecéo por
via intramuscular de um DNA plasmideal em solugdo, contendo genes para
determinado polipeptideo, induzia expressdo dessa proteina em células
musculares. Este estudo forneceu base para o conceito de que o uso de DNA
procariotico in vivo poderia resultar na expressao direta da proteina na célula alvo.
Em seguida, Ulmer et al. (48), relataram que a vacina de DNA contra o virus da
influenza conferia protec¢ado, estimulando tanto a producdo de anticorpos como a
ativacdo de linfocitos T CD8", o que confirmou a capacidade das vacinas de DNA
em ativar respostas imunes humoral e celular especificas. Apds a imunizagao por
via intramuscular, o material genético pode ser capturado por células musculares
(midcitos) ou por APCs. O DNA vacinal endocitado vai para o nucleo celular, onde
é transcrito em RNA mensageiro e, posteriormente traduzido no citoplasma para
que ocorra a sintese do antigeno protéico relacionado ao agente infeccioso
(45,49).

Os primeiros alvos celulares s&o as células musculares (imunizagéo
intramuscular) e queratindcitos (imunizagdo epidérmica por gene gun). O DNA
também entra em contato com as APCs que estao presentes e com as que sao
atraidas para o local da inoculagéo. O priming do sistema imune envolve APCs
como células dendriticas e células de Langerhans da pele, que endocitam o DNA
em vesiculas para subsequente transporte até o nucleo (50).

O DNA bacteriano possui propriedade adjuvante inerente, capaz de
desencadear a producdo de citocinas por APCs, por meio da interagdo com
receptores TLR, por exemplo, TLR-9 presente na superficie do endossomo (51).
Regides do DNA bacteriano que interagem com o TLR-9 de camundongos
possuem seis bases que contém um dinucleotideo, CpG ndo metilado, flanqueado
por duas purinas na regido 5’ e duas pirimidinas na regido 3: GACGTT (52). As
principais citocinas induzidas via estimulagdo de TLR-9 sdo: IL-12 que estimula

células NK a produzir IFN-y e favorece o desenvolvimento de Th1, TNF-a e IL-6,
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que favorecem a producido de anticorpos e também atuam na diferenciacdo de
linfocitos T citotoxicos (53).

Vacinas de DNA estimulam ambas as vias de apresentagdo de antigenos,
via exogena (restrita a MHC de classe Il) e via enddgena (restrita a MCH de classe
[). A apresentacédo via MHC-I resulta em uma forte reposta imune mediada por
células T CD8", caracteristica das vacinas génicas e que faz estas formulagdes
atrativas contra parasitas intracelulares. Em fung¢ao dessa propriedade, as vacinas
génicas mimetizam patogenos vivos, em contraste com as vacinas constituidas de
antigenos protéicos ou patdogenos mortos, as quais sdo apresentadas pela via
exogena, mediada por T CD4", restrita a MHC-II (53).

1.3. Estudos pré-clinicos com DNAhsp65

A vacina utilizada na execug¢do do nosso trabalho €& denominada
pVAXhsp65 e foi obtida pela inser¢cdo do gene que codifica a proteina hsp65 (heat
shock protein) de M. leprae no vetor pVAX.

Em 1992 Silva et al. (54), realizaram pela primeira vez experimentos de
imunizagdo empregando uma linhagem de células monociticas, transfectadas com
vetores retrovirais contendo o gene da hsp65 de M. leprae. Demonstraram que
esse processo era capaz de induzir células T CD4" e T CD8" antigeno-especificas.
Posteriormente, esse mesmo grupo utilizou a imunizagdo com DNA plasmideal
(pcDNA-hsp65), demonstrando, pela primeira vez, que essa estratégia podia ser
realizada com sucesso para as imunizagdes contra a tuberculose (55). Além disso,
em camundongos desafiados com M. tuberculosis ou previamente infectados com
os bacilos por via endovenosa, esta preparacdo apresentou, respectivamente,
efeito profilatico (56,57,58) e terapéutico (59), sugerindo seu uso potencial na TB.

A partir destas observacdes iniciais foi montado um Centro de Pesquisas
em Tuberculose (CPT) na Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP),
USP. Entre os estudos realizados pelo CPT destacam-se varias investigacoes pré-
clinicas cujo objetivo geral tem sido otimizar esta vacina génica para TB para
validar seu emprego futuro em estudos clinicos. Coelho-Castelo et al. (60),
demonstraram que além das células dendriticas, células B também foram capazes

de expressar a proteina, e sugeriram a importancia destas células na resposta
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imune apdés o emprego desta vacina. Além disso, diferentes sistemas de
vacinacao para a indugao de protecdo contra TB experimental foram testados por
Lima et al. (61), que constataram aumento no tempo de protecdo ao envolver os
plasmideos em lipideos catibnicos. Em estudos subsequentes foram avaliadas
propriedades terapéuticas da DNAhsp65. Bonato et al. (62), concluiram que
camundongos infectados com M. tuberculosis e tratados com a vacina
apresentaram melhora da resposta imune celular caracterizada pela recuperagao
da producao dos niveis de IFN-y e TNF-a, com regulagao positiva de CD18, CD28
e CD95 de células TCD8" e reducdo nas lesdes pulmonares decorrentes da
infecgdo. Nesta mesma linha, foi também demonstrada a viabilidade da utilizagédo
da DNAhsp65 como imunoterapico associada a quimioterapicos. Neste esquema
de tratamento essa associacao foi a mais rapida e eficiente forma de tratamento
na TB experimental (63). Recentemente, foi investigada a possibilidade desta
construgdo se integrar ao genoma do hospedeiro. Nesse sentido Coelho-Castelo
et al. (64), descreveram que o padrdo de metilagdo do DNA plasmideal persistiu
por pelo menos seis meses, sem haver replicagcao deste na célula do hospedeiro,
descartando assim a integragao de ambos.

E exatamente dentro deste contexto pré-clinico e do efeito das
micobactérias ambientais na eficacia do BCG que se insere a presente proposta
de trabalho. Nossa hipbétese de trabalho é que o M. avium, escolhido como
exemplo de micobactéria ambiental, possa afetar a imunogenicidade e a eficacia
protetora da vacina DNAhsp65. Esta premissa é baseada no fato da DNAhsp65
conter um gene que codifica a hsp65, que é um antigeno comum entre
micobactérias. Desta forma, o objetivo geral deste trabalho foi avaliar se o M.
avium, escolhido como um exemplo de antigeno micobacteriano ambiental,

poderia alterar a imunogenicidade e a eficacia protetora da vacina DNAhsp65.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo geral
Avaliar se o M. avium, escolhido como um exemplo de antigeno

micobacteriano ambiental altera a imunogenicidade e a eficacia protetora da
vacina DNAhsp65.

2.2. Objetivos especificos:

Avaliagao da imunogenicidade do M. avium;

Avaliagao do efeito do M. avium na imunogenicidade da vacina DNAhsp65;

Avaliagao do efeito do M. avium na eficacia protetora da vacina DNAhsp65.
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3. Material e Métodos
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3.1. Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c fémeas adultas com 5 - 6 semanas
de idade provenientes do Biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia
do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu. As condi¢bes de manutencao e
manipulacdo dos animais foram aprovadas pela Comissdo de Etica em

Experimentagcdo Animal (Protocolo n°® 389).

3.2. Mycobacterium avium

A cepa de Mycobacterium avium (M. avium) ATCC-15769 foi mantida em
meio de cultura liquido Mildebrook 7H9 enriquecido com ADC (BD Bioscienses,
Sparks, USA) a 37 °C, durante 10 dias. Todos os procedimentos envolvendo o
bacilo até o momento de sua inativacdo foram realizados em laboratério de
seguranga nivel Il no Centro de Pesquisas em Tuberculose (CPT), USP de
Ribeirdo Preto.

3.3. Mycobacterium tuberculosis

A linhagem virulenta Rv (H37Rv — ATCC - 27294) de Mycobacterium
tuberculosis foi mantida em meio de cultura liquido Mildebrook 7H9 enriquecido
com ADC (BD Bioscienses, Sparks, USA) a 37 °C, durante 10 dias. Apds esse
periodo a cultura foi repicada em meio sdélido Lowenstein-Jensen (DIFCO
Laboratories, Detroit, Ml - USA) e mantida por 28 dias, sendo, posteriormente,
mantidas a -70 °C. Todos os procedimentos envolvendo o bacilo foram realizados
em laboratério de seguranga nivel Ill, no Centro de Pesquisas em Tuberculose
(CPT), USP de Ribeiréo Preto.

3.4. Obtencao dos plasmideos pVAX e pVAXhsp65

A purificagdo de cada DNA recombinante utilizado foi realizada seguindo-se
o protocolo do KIT CONCERT HIGH PURITY (LIFE TECHNOLOGIES), que se
baseia na purificacdo de plasmideos em colunas de resina de troca ibnica.
Inicialmente a bactéria Escherichia coli transformada foi colocada em cultura por

6-8 horas, sob agitacdo, em meio LB contendo 50 ug/ml de Kanamicina. Partindo-
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se de uma diluicdo 1:1000 deste crescimento, foi realizada uma cultura durante
uma noite, a 37° C, sob agitagdo. Apds centrifugacdo foi adicionado tampéo de
lise alcalina ao sedimento, seguido de tampéo de neutralizagdo. O material foi
centrifugado durante 15 minutos em temperatura ambiente, para posterior coleta
do sobrenadante. A coluna foi equilibrada em tamp&o apropriado e a seguir foi
aplicado o sobrenadante. A coluna foi entdo lavada e o plasmideo foi eluido e
posteriormente precipitado com isopropanol. O sedimento foi ressuspenso em
tampé&o T.E. e a concentracdo do DNA foi determinada por dosagem em GENE
QUANT (PHARMACIA). A analise da integridade do DNA foi realizada em gel de
agarose 0,8% e a quantidade de endotoxina foi dosada com o kit Quantitative
Chromogenic (LAL, Walkersville, MD, USA).

3.5. Obtencao da rhsp65

Para obteng¢do da proteina recombinante foi utilizada E. coli previamente
transformada com o vetor PUC18 expressando hsp65. Uma coldnia desta bactéria
foi cultivada em meio LB (GIBCO BRL) contendo ampicilina na concentracdo de
100 mg/mL (SIGMA). Apés atingir uma D.O. (600 nm)= 0,6 (equivalente a 10°
bactérias/mL), foi adicionado IPTG (isopropil (-tiogalactosideo) (Invitrogen) na
cultura para induzir a expressao da proteina hsp65. Apds a inducédo, a cultura foi
centrifugada e submetida a ciclos de sonicag&o utilizando sonda de ultrasom Vibra
CellTM (Sonic & Materials, USA) em banho de gelo. Apds centrifugacéo a 16500
rom por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso
em 30 mL de tampdo UPE (Uréia 6 M, EDTA 20 mM, fosfato de potassio
monobasico 50 mM, pH 7,0) e agitado por cerca de 3 minutos em homogeneizador
tipo vortex. A suspensédo foi mantida sob agitacdo suave a temperatura ambiente
por 15 minutos e entdo centrifugada a 16500 rpm por 20 minutos. Adicionou-se
sulfato de amoénio 1 M ao sobrenadante e incubou-se em gelo por 30 minutos.
Apos nova centrifugagdo, o sedimento foi ressuspenso em 3 mL de PBS e
exaustivamente dialisado contra PBS. A visualizacdo da proteina foi feita por
eletroforese em gel de poliacrilamida por coloragdo com azul de Coomassie. O
material foi aliquotado e congelado a -80° C.
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3.6. Imunizagoes
3.6.1. M. avium

A suspensao concentrada de M. avium foi inativada por processo de
autoclavacao durante 30 minutos a 120°C e este material foi estocado a 4 °C. Para
as imunizagdes, essa suspensao foi ajustada para trés diferentes concentragdes
segundo a escala de McFarland.

Camundongos BALB/c foram imunizados com 100 pL das diferentes
concentragdes (0,8x10°, 40x10° ou 2000x10° UFC/mL), por via subcutanea, na
base da cauda.

3.6.2. DNAhsp65

Os plasmideos pVAX (vetor) e pVAXhsp65 (vacina) purificados foram
diluidos em PBS e suas concentragdes acertadas para 2 pg/pL. A estas solugdes
acrescentou-se sacarose (concentracdo final de 10%). Cada animal recebeu 100
pML de preparagao vacinal, contendo 100 pg de DNA, administrada no musculo
quadriceps. O numero total de doses variou segundo o protocolo: trés no protocolo
2 e quatro doses no protocolo 3.

3.6.3. Estratégia M. avium/DNAhsp65

Camundongos BALB/c foram inicialmente imunizados com M. avium
(0,08x10°, 4x10° ou 200x10°/ animal), por via subcutanea na base da cauda. Apds
trés semanas esses animais receberam trés doses de vacina génica como

descrito no item 6.2.

3.7. Reagao de Hipersensibilidade Tardia

Camundongos BALB/c previamente imunizados com M. avium foram
inoculados no coxim plantar com 50 pL de M. avium inativado termicamente
(1x10” UFC/animal). A espessura da pata dos animais inoculados foi medida com
paquimetro (Peacock) antes da inoculagdo (0 hora) e apds 72 horas. O aumento

da espessura entre os dois periodos de leitura foi expresso em milimetros.
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3.8. Obtencao de soros e sobrenadantes de culturas

Amostras de soro foram obtidas por puncido retro-orbital apdés as
imunizagdes. Os periodos nos quais foram obtidas as amostras estdo informados
nos protocolos experimentais. Os niveis de anticorpos anti-hsp65 (IgG2a e IgG1 e
em um experimento IgA, Protocolo 2.2) foram determinados através da técnica de
ELISA, descrita no item 9. Sobrenadantes de culturas de células esplénicas foram
obtidos segundo a metodologia descrita a seguir. Apds o sacrificio dos animais, 0s
bacgos foram retirados, divulsionados, as suspensdes celulares lavadas com RPMI
incompleto e o sedimento celular coletado através de centrifugagdo a 1500 rpm
durante 5 minutos. O nimero de células foi ajustado para 5x10° células/mL em
meio RPMI 1640 contendo penicilina (100.000 U/mL) e 10% de soro bovino fetal.
Em seguida, as células foram distribuidas em placas de 48 pocos (1 mL).
Posteriormente, foram adicionados diversos estimulos: ConA (10 pg/mL); M.
avium inativado por calor (1x10” UFC) e rhsp65 (10 pg/mL ). Apds 48 horas de
incubacgédo a 37 °C em ambiente contendo 5% de CO,, os sobrenadantes foram

coletados e estocados a -20° C para posterior dosagem de citocinas.

3.9. Ensaio imunoenzimatico (ELISA)
3.9.1. Para dosagem de anticorpos

Placas de poliestireno (Nunc) de 96 pogos foram inicialmente sensibilizadas
com a proteina hsp65 recombinante: (5 pg/mL) diluida em tampéo
carbonato/bicarbonato de sédio 0,05 M, (pH 9,6) e incubadas por 18 horas, a 4 °C.
Posteriormente, as placas foram lavadas e incubadas com PBS contendo 0,25%
BSA e 0,05% Tween 80 (Difco Laboratories) durante 1 hora, em temperatura
ambiente. A essa etapa seguiu-se a adigdo das amostras, incubando-se por 1
hora a 37 °C. Apds novas lavagens, anti-lgG1, anti-lgG2a e anti-IgA de
camundongo (PharMingen) conjugados a biotina, diluidos 1:1000, foram
adicionados e as placas foram incubadas por 1 hora, a 37 °C. A reacgao foi entao
revelada com o substrato H,O, e o cromégeno OPD" (ortho-phenilenodiamina) e
interrompida adicionando-se acido sulfurico 2 N. A leitura da absorbancia foi

realizada em 490 nm em leitor de ELISA.
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3.9.2. Para dosagem de citocinas em sobrenadantes
Os niveis de IFN-y e IL-5 foram avaliados utilizando os pares de anticorpos

(captura e revelador) especificados abaixo:

Citocina Anticorpo de captura Anticorpo revelador
IFN-y AN18 C15.16
IL-5 TRKF5 TRFK4

Placas de 96 pocgos (Nunc) foram recobertas com solugdo contendo
anticorpo purificado de captura anti-IFN-y e IL-5 de camundongo (PharMingen),
diluidos 1:1000 em tampéao fosfato de sédio (pH 9.0). As placas foram incubadas a
4 °C, durante 12 h. Apos cinco lavagens com solugdo PBS — Tween 20 (0.05%), foi
adicionada a solucédo de bloqueio, constituida de PBS com 10% de soro bovino
fetal, com incubagcdo por 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas e incubadas durante 12 h, a 4 °C, com as amostras e com as
respectivas curvas dos padrboes de citocinas, diluidas na base dois em tampao
PBS contendo 10% soro bovino fetal e 0.05% de Tween 20. Decorrido o tempo de
incubacéo, as placas foram lavadas e incubadas com os anticorpos anti-IFN-y e IL-
5 biotinilados, diluidos 1:1000 em tampao PBS contendo 10% de soro bovino fetal
e 0.05% de Tween 20, durante 1 hora, a temperatura ambiente. Posteriormente,
as placas foram incubadas com a solugdo AB (estreptoavidina + peroxidase)
durante 30 minutos, a temperatura ambiente. As placas foram lavadas e a reacao
revelada com o substrato H,O, e o cromégeno OPD" (ortho-phenilenodiamina) e
interrompida adicionando-se acido sulfurico 2 N. A leitura da absorbancia foi

realizada em 490 nm em leitor de ELISA.

3.10. Preparo de M. tuberculosis e infecgao experimental
A preparagdo do indéculo de M. tuberculosis H37Rv para a infecgao
experimental foi feita a partir de uma aliquota mantida a -70 °C. Duzentos
microlitros deste material foram distribuidos em 10 mL de meio Middlebrook 7H9
enriquecido com ADC (BD Biosciences, Sparks, USA) e a cultura incubada por 7
dias a 37 °C. A suspensdo de micobactérias foi centrifugada e a massa obtida
ressuspensa em 2 mL de PBS estéril e agitada vigorosamente por 2 a 3 minutos
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em tubo contendo pérolas de vidro. Desta suspenséo foi retirada uma amostra de
100 pL que foi adicionada a 100 pL de diacetato de fluoresceina (2 ug/mL) e a 100
pL de brometo de etideo (10 mg/mL), posteriormente, a viabilidade foi determinada
em microscopio de fluorescéncia (Leica, Germany), segundo McDonough & Kress
(65). Foram utilizadas aliquotas com viabilidade superior a 85% e o numero de
bacilos da suspensao foi determinado através da densidade Optica da cultura a
540 nm. A suspenséo foi centrifugada a 3500 rpm por 20 minutos e o sedimento
ressuspenso em 1 mL de solugdo salina estéril e agitado vigorosamente em tubo
cbnico com pérolas de vidro estéreis por 2 minutos.

Os animais foram anestesiados por via intraperitoneal com 2,22 -
Tribromoetanol 99% (ACROS, New Jersey, USA), na concentragédo de 2,5% em
PBS, na dose de 250 mg/animal. Através da traquéia exposta foram injetados 100

L da suspensdo contendo 1x10° bacilos/mL (1x10* bacilos/animal).

3.11. Determinacao do numero de unidades formadoras de colénia (UFC)

Animais infectados, previamente imunizados ou n&o, foram sacrificados 30
dias apds a infecgdo e os pulmdes foram retirados e pesados. Apos pesagem, o
terceiro I6bulo do pulméo direito foi fragmentado e transferido para tubo contendo
RPMI acrescido de Colagenase tipo IV (0,5 pg/mL) (Sigma St Louis, MO) e
incubado durante 30 min a 37 °C. A suspensao celular obtida foi homogeneizada
utilizando-se o aparelho Omni-Mixer, centrifugado a 1500 rpm por 10 min e o
sobrenadante desprezado e o “pellet” ressuspenso em 1 mL de meio RPMI. A
partir de uma aliquota de 100 pL foram feitas diluigdes em PBS de 10, 100, 1000 e
10000 vezes. Cem microlitros das diluicbes foram plaqueados em meio sdlido
7H11 (Difco Laboratories, Detroit, MI, USA) acrescido de agar bacteriologico
(Difco), plaqueando-se 50 pL em cada lado da placa. As placas foram vedadas e
incubadas a 37 °C por 28 dias. Apds este periodo, as colénias de micobactérias
foram contadas com auxilio de lupa. O numero de colbnias foi corrigido de acordo
com as diluicdes e peso dos pulmdes e expresso em logi do numero de
UFC/pulméao.
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3.12. Analise histopatolégica dos pulmoes

O Iébulo superior direito dos pulmdes dos animais foram removidos apos 30
dias da infecgdo. Os tecidos foram fixados por 24 h em tampao de Millonig (10%
formaldeido — Sigma ST. Louis, MO, USA; 1,86% de fosfato de potassio
monobasico e 0,42% de hidroxido de sédio — Merck, Montreal, Canada, pH=7,4).
As amostras fixadas foram desidratadas em séries de etanol, xilol e incluidas em
Paraplast Plus (McCormick). Cortes histolégicos com 5 um de espessura foram
corados com hematoxilina — eosina (HE) e analisados quanto a manutencdo da
estrutura normal, presencga e tipo de infiltrado celular e presenca de areas de

necrose.

3.13. Analise estatistica

Os dados obtidos foram analisados empregando-se o programa Graph Pad
Software (San Diego, CA, USA, 1993). Os resultados foram avaliados por analise
de variancia (ANOVA), ndo paramétrica, por meio de comparagdes multiplas pelo
método de Kruskal-Wallis, seguida pelo teste de Dunn. Valores com p<0,05 foram
considerados significativos.
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4. Protocolos Experimentais e Resultados
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4.1. PROTOCOLO 1

AVALIAGAO DA IMUNOGENICIDADE DO M. avium

Salina M. avium M. avium M. avium
[ 0,08x109] [ 4x109] [ 200x109]

Dose Dose Dose

3-5 cam./grupo baixa intermediaria alta

A CE SN CE NS

)] )]
| | | |
3 semanas

Avaliagéo da Rl in vivo

Reacédo de HT com M.
avium [ 1x107]

Avaliagao da RI in vitro

|
v v

Soro Cultura de baco
IgG1/1gG2a (M. avium; ConA)
IL-5; IFN-y
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4.1.1. Reacao de hipersensibilidade tardia e producao de anticorpos e
citocinas

A resposta imune induzida pela inoculagéo de M. avium por via subcutanea,
na base da cauda, foi inicialmente avaliada apds inoculagao de trés concentragoes
distintas de indculo: doses baixa, intermediaria e alta, correspondentes a 0,08x10°,
4x10° e 200x10°, respectivamente. O primeiro parametro da resposta imune
celular analisado in vivo foi a reagdo de hipersensibilidade tardia no periodo de
72h apds a inoculagédo de antigenos micobacterianos. Neste periodo foi observado
aumento na espessura das patas (mm), nos animais imunizados com as doses
intermediaria e alta de M. avium. O aumento observado no grupo imunizado com
dose alta apresentou reacdo de hipersensibilidade tardia significativa em relagao
aos grupos salina e dose baixa (figura 1). Os niveis de anticorpos anti-hsp65 nos
animais imunizados com M. avium foram baixos e similares aos encontrados no
grupo controle, o qual recebeu somente solugcdo salina. Estes resultados séo
mostrados na figura 2 e se referem a IgG1 (figura 2a) e IgG2a (figura 2b).

A estimulagcdo das culturas esplénicas com antigenos micobacterianos
induziu producgao significativa de IFN-y nos animais previamente imunizados com
doses intermediaria e alta de M. avium. A produgéo de IFN-y induzida por Con A
foi menor nos grupos previamente imunizados em comparagdo com O grupo
controle (figura 3).

Niveis elevados de IL-5 também foram detectados nas culturas
provenientes dos animais imunizados com doses intermediaria e alta de M. avium
reestimuladas in vifro com o antigeno especifico. A estimulagdo com Con A
induziu produgdo de IL-5, mas os resultados foram similares nos 4 grupos
experimentais (figura 4). Chama atencdo o fato dos animais imunizados com
doses intermediaria e alta de M. avium, apresentarem produgdo enddgena
elevada em comparagdo com o grupo controle. Estas alteragdes observadas nao
apresentaram diferenga estatistica em relagdo ao grupo controle, provavelmente

devido ao numero reduzido de animais testados.
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Figura 1 — Reacgado de hipersensibilidade tardia em camundongos BALB/c
imunizados com M. avium. Os animais foram testados 21 dias apos a
imunizacdo pela inoculagdo de 100 pl da suspensdo de 1x10® UFC de M.
avium/mL no coxim plantar. A medida da espessura da pata foi realizada 72

h apés o desafio. Os resultados representam a meédia + E.P.M. de 5

animais.
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Figura 2 — Niveis séricos de anticorpos (IgG1 e IgG2a) anti-hsp65 em
camundongos BALB/c imunizados com M. avium. As amostras de soro
foram coletadas 3 semanas apos a imunizacdo e o nivel de anticorpos foi
determinado por ELISA apés diluicdo 1:10 das amostras. Os resultados

representam a média £ E.P.M. de 5 animais.
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Figura 3 — Producdo de IFN-y por células esplénicas de camundongos BALB/c
imunizados com M. avium. Os niveis de IFN-y em culturas estimuladas com M. avium
(1,2x10” UFC de M. avium/mL) (a) e em culturas estimuladas com ConA (10 pg/mL) (b)
foram determinados por ELISA em sobrenadantes coletados apds 48 h de cultura. Os
resultados representam a média + E.P.M. de 3 animais.

Obs.: Niveis de IFN-y nas culturas controle (n&o estimuladas com Ag. Mic. ou ConA)

ficaram abaixo de 66 pg/mL, limite minimo de deteccéo.
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Figura 4 — Producédo de IL-5 por células esplénicas de camundongos BALB/c
imunizados com M. avium. Os niveis de IL-5 em culturas estimuladas com M. avium
(1,2x10” UFC de M. avium/mL) (a) e em culturas estimuladas com ConA (10 pg/mL)
(b) foram determinados por ELISA em sobrenadantes coletados apos 48h de cultura.

Os resultados representam a média + E.P.M. de 3 animais.
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4.2. PROTOCOLO 2

EFEITO DO M. avium NA IMUNOGENICIDADE DA VACINA DNAhsp65

Salina M. avium M. avium M. avium
[ 0,08x108] [4x109] [ 200x109]
5 cam./grupo D. baixa D. inter. D. alta

l l l 3 semanas l
3 doses

Salina Vetor Vacina Vacina intervalo de
| 15 dias/dose |

!

Soro: <«—— 3 semanas — Cultura de baco:
IgG1 (rhsp-65 e ConA)
IgG2a IL-5 e IFN-y
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4.2.1. Produgao de anticorpos e citocinas

Para a determinacdo do efeito da imunizagdo prévia com M. avium na
imunogenicidade da vacina DNAhsp65 foram utilizados seis grupos experimentais.
Os trés grupos controle foram injetados previamente com salina e posteriormente,
com trés doses de salina, vetor ou vacina. Os trés grupos experimentais adicionais
foram imunizados inicialmente com M. avium em trés diferentes concentragdes,
seguido das trés doses de vacina.

Trés semanas apos a administracdo da ultima dose foram avaliadas as
respostas imunes humoral (IgG1 e IgG2a) e celular (IFN-y e IL-5).

A produgédo de anticorpos em animais imunizados apenas com a vacina
apresentou padrdo misto caracterizado tanto pela producédo de IgG1 quanto de
IlgG2a. A imunizagao prévia com M. avium, a qual foi seguida de trés doses de
vacina, primou para maior indugcédo de anticorpos por DNAhsp65 (figura 5a e 5b).
Este efeito foi estatisticamente significativo no grupo imunizado com a maior dose
de M. avium e foi confirmado em experimento posterior (figura 6a e 6b). Para
avaliar se esta modulagao positiva do nivel de anticorpos estava relacionada com
possivel priming para diferenciacdo Th1, calculamos, com o0s resultados
mostrados na figura 6, a relagdo numérica entre as densidades Opticas
correspondentes a quantificacdo de IgG2a e IgG1 em duas situagdes: nos animais
s6 vacinados e nos animais primados com a dose mais elevada de M. avium
seguida da vacina. Constatamos que ndo ocorreu alteragdo significativa da
relagdo 1gG2a/lgG1 nas duas situagdes (grupo vacina 0,87 e vacina + M. avium,
0,82). Quanto a produgéo de citocinas, o contato prévio com M. avium reduziu a
producdo de IFN-y e aumentou a produgdo de IL-5 por células esplénicas
estimuladas com rhsp65 em animais vacinados com DNAhsp65 (figura 7a e 7Db).
De forma semelhante, animais que foram submetidos ao contato prévio com M.
avium e posteriormente vacinados com DNAhsp65 apresentaram reducido na
producdo de IFN-y e aumento na produgdo de IL-5 por células esplénicas
estimuladas com ConA (figuras 8a e 8b). Chama atencdo o fato dos animais
imunizados com doses intermediaria e alta de M. avium apresentarem elevada

producédo endogena de IL-5. Elevada produgédo de IFN-y foi observada no grupo
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controle inoculado com vetor, tanto nas culturas estimuladas com rhsp65 quanto

com ConA.
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Figura 5 — Efeito de diferentes doses de M. avium sobre a producdo de
anticorpos induzida pela vacina DNAhsp65. As amostras de soro foram
obtidas 15 dias apds a 3% imunizagdo com a vacina DNAhsp65 (100 pg/dose)
e o nivel de anticorpos foi determinado por ELISA. Média da D.O. + E.P.M. de

5-6 amostras testadas apos diluigao 1:10.
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Figura 6 — Efeito de dose elevada de M. avium sobre a produgdo de
anticorpos induzida pela vacina DNAhsp65. A concentracido de anticorpos nas
amostras de soro obtidas 15 dias apds 3% imunizagdo com a vacina
DNAhsp65 (100 pg/dose) foi determinada por ELISA. Média da D.O. £ E.P.M.

de 5-6 amostras testadas apds dilui¢ao 1:10.
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Figura 7 — Efeito de diferentes doses de M. avium sobre a produgao de citocinas
induzida pela vacina DNAhsp65. As culturas de esplendcitos foram estimuladas
com rhsp65 (10 yg/mL) e os niveis de IFN-y (a) e IL-5 (b) foram determinados por
ELISA em sobrenadantes coletados apos 48h de cultura. Média da D.O. + E.P.M.

de 5-6 animais.
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Figura 8 — Efeito de diferentes doses de M. avium sobre a producdo de
citocinas induzida pela vacina DNAhsp65. As culturas de esplendcitos foram
estimuladas com ConA (10 pg/mL) e os niveis de IFN-y (a) e IL-5 (b) foram
determinados por ELISA em sobrenadantes coletados apds 48h de cultura.
Média da D.O. + E.P.M. de 5-6 animais.
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4.3. PROTOCOLO 3

EFEITO DO M. avium NA EFICACIA PROTETORA DA VACINA DNAhsp65

Salina M. avium [ 200x109]
D. alta

6 cam./grupo
Lo L2 L2 L2 &2 &3
l l l 3 semanas l

3 doses -
. int |
Salina Vetor Vacina Vacina 1”; Zg: /zgsee
4 doses - l
intervalo de
15 dias/dose 3 semanas

!

Infecgao (M. tuberculosis)

[ 1x10%]
4 semanas
UFC Histopatologia
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4.3.1. Determinagao de carga bacteriana e analise histopatolégica pulmonar
Em funcdo da cinética de dose realizada nos protocolos anteriores que

mostrou maior imunogenicidade das doses mais elevadas de M. avium optamos

por realizar o protocolo que avaliou a eficacia protetora com animais imunizados

com a dose mais alta de M. avium (200x10° UFC/animal).

Para avaliacdo do efeito do M. avium na eficacia protetora da vacina
DNAhsp65 foram utilizados seis grupos experimentais. Os grupos controle foram
injetados previamente com salina e posteriormente, com trés doses de salina,
vetor ou vacina. Os outros grupos foram imunizados inicialmente com M. avium
(dose alta) e depois com trés doses de salina, vetor ou vacina.

Decorridas trés semanas apos a ultima imunizacgéo, todos os grupos foram
inoculados, via intratraqueal, com 1x10* UFC/0,1 mL de M. tuberculosis. Trinta
dias depois da infeccdo os animais foram sacrificados e os pulmdes coletados
para determinacdo do numero de unidades formadoras de coldnias (UFC) e
analise histopatologica.

Utilizando como parametro a recuperacao de bacilos viaveis do pulmao
(UFCs) foi observado que a administragcdo de 4 doses de DNAhsp65 ou a
associacdo de M. avium com 3 doses de DNAhsp65 nao reduziu o numero de
UFCs (figura 9). Contudo, a analise histopatolégica comparativa dos pulmdes dos
grupos normal, infectado e DNAhsp65/infectado, mostrou preservagao do
parénquima pulmonar proporcionada pela vacinagdo com DNAhsp65 (4 doses)
(quadro 1 e figura 10). Além disso, a analise comparativa dos grupos: infectado,
DNAhsp65/infectado, M.avium/infectado e M.avium+DNAhsp65 (3
doses)/infectado, demonstrou que a sensibilizagao prévia com M. avium diminuiu o
efeito de preservagao do parénquima pulmonar pela vacina DNAhsp65 (quadro 2
e figura 11).
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Figura 9 — Efeito da imunizagdo prévia com M. avium na eficacia protetora
(UFC no pulmao) da vacina DNAhsp65. Camundongos BALB/c primados com
M. avium (200x10° UFC/animal) foram posteriormente imunizados com
DNAhsp65. Grupos controles foram inoculados com salina, M. avium, vetor,
ou vacina. Trés semanas apos a ultima dose de vacina os animais foram
infectados com 1x10*UFC/0,1 mL de M. tuberculosis por via intratraqueal.
Trinta dias apds a infecgdo os animais foram avaliados quanto ao numero de

UFC no pulmao. Média £ E.P.M. de 6 animais.
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Quadro 1 — Analise histopatologica pulmonar de animais imunizados com

DNAhsp65 (4 doses) e desafiados com M. tuberculosis.

A estrutura pulmonar estava preservada sendo que

Figura Normal brénquios, alvéolos pulmonares e vasos apresentavam
10 A aspecto normal.
O parénquima pulmonar estava intensamente infiltrado
Figura Infectado | apresentando acumulo de células mononucleares ao
10B redor dos vasos e brénquios e também areas de necrose
dispersas pelo intersticio do érgéo.
Presenca de areas preservadas de parénquima com
Figura | Imunizado | estruturas alveolares semelhantes as de animais normais.
10 C | (DNAhsp65) | Os infiltrados inflamatorios situados em regides
infectado perivascular e peribronquial caracterizaram-se pela

presenca de células mononucleares.
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Figura 10 - Efeito da imunizagdo com DNAhsp65 no parénquima pulmonar.
Camundongos BALB/c foram imunizados com DNAhsp65 e os grupos controles
inoculados com salina. Trés semanas apdés a ultima dose de vacina ou salina os
animais foram infectados com 1x10*UFC/0,1 mL de M. tuberculosis por via
intratraqueal. Trinta dias apds a infecgdo foi avaliada a histopatologia pulmonar.
Na coluna da esquerda estdo representadas as histopatologias dos grupos
normal (A); salina/infectado (B) e vacinal/infectado (C), aumento de 100x. Na
coluna da direita estdo representados os mesmos grupos (A, B e C),
respectivamente. Fotomicrografias em aumento de 400x. Coloragao:
Hematoxilina-eosina (HE).
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Quadro 2 — Analise histopatolégica pulmonar de animais primados com M. avium e

posteriormente imunizados com DNAhsp65 (3 doses) e desafiados com M.

O parénquima pulmonar estava intensamente infiltrado,
apresentando acumulo de células mononucleares ao redor
dos vasos e brénquios e areas de necrose dispersas pelo
intersticio do 6rgéao.

Presenca de areas preservadas de parénquima com
estruturas alveolares semelhantes as de animais normais.
Os infiltrados inflamatdrios, situados em regides
perivasculares e peribronquiais, caracterizaram-se pela

presenca de células mononucleares.

O parénquima pulmonar apresentou-se intensamente
infiltrado com acumulo de células mononucleares ao redor
dos vasos e bronquios, além de areas de necrose,

dispersas pelo intersticio do érgéo.

tuberculosis.
Figura Infectado
1A
Imunizado
Figura | (DNAhsp65)
1B infectado
Figura | M. aviume
11C infectado
M.avium +
Figura | DNAhsp65 e
11D infectado

Desorganizagdo evidente da arquitetura do parénquima
pulmonar  caracterizada por  intensos infiltrados
perivasculares e peribronquiais compostos por células
mononucleares. Os alvéolos apresentaram-se
comprometidos e as areas de necrose, maiores que as
observadas nos outros grupos, permearam todo o intersticio

pulmonar.
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Figura 11 - Efeito da imunizacdo prévia com M. avium na eficacia protetora
(preservagao do parénquima pulmonar) da vacina DNAhsp65. Camundongos
BALB/c primados com M. avium (200x10® UFC/animal) foram posteriormente
imunizados com DNAhsp65. Grupos controles foram inoculados com salina, M.
avium, vetor, ou vacina. Trés semanas apos a ultima dose de vacina os animais
foram infectados com 1x10* UFC/0,1 mL de M. tuberculosis por via intratraqueal.
Trinta dias apds a infecgéo foi avaliada a histopatologia pulmonar. Histopatologias
dos grupos infectado (A), vacina/infectado (B), M. avium (dose alta) +
salina/infectado (C) e M. avium (dose alta) + vacinal/infectado (D). Fotomicrografias
e aumento de 100x. Coloragéo: Hematoxilina-eosina (HE).
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5. Discussdo
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O Brasil € um dos paises com maior incidéncia de TB e segundo dados do
Sistema de Informagédo de Agravos de Notificagdo (Sinan/MS), sdo notificados 85
mil casos novos de TB, anualmente. Assustadoramente ocorrem cerca de 6 mil
Obitos por ano em decorréncia desta doencga (66).

Atualmente o BCG € a unica preparagao vacinal disponivel para profilaxia
desta infecgédo. Entretanto, segundo a OMS sua eficacia varia de 0 a 80%. Além
disto, a eficacia da vacinagdo neonatal com BCG diminui no decurso da idade
(67).

Tanto a eficacia variavel quanto a queda na imunidade tém sido atribuidas,
pelo menos parcialmente, ao efeito de micobactérias ambientais as quais
modulariam negativamente esta resposta através de imunidade cruzada. Em
funcao destas limitagcdes do BCG se pesquisa uma nova vacina para tuberculose.
Entre as vacinas candidatas se destaca a vacina génica construida pela insergéo
do gene que codifica a hsp65 de M. leprae em vetores plasmideais, pcDNA3
inicialmente e pVAX mais recentemente.

O objetivo geral desta investigagéo foi avaliar se antigenos micobacterianos
ambientais podem, de forma similar ao que tem sido proposto para o BCG, afetar
a imunogenicidade e a eficacia protetora desta nova vacina para TB. Neste
trabalho utilizamos a construgdo pVAXhsp65, cujo plasmideo vetor esta aprovado
para uso humano, pois contém o gene de resisténcia ao antibidtico kanamicina. A
justificativa para esta investigagdo se encontra no fato de que o antigeno
codificado por esta vacina (proteina de choque térmico de 65 KDa) esta presente
em varias micobactérias ambientais e mesmo em outros patégenos e poderia, por
ser ubiqua, afetar de forma similar, a vacina DNAhsp65.

Em funcdo desta premissa avaliamos o efeito da inoculagdo do M. avium
nas caracteristicas da resposta imune induzida por uma imunizag&o posterior com
DNAhsp65. Com este protocolo geral tinhamos em mente mimetizar uma situagao
possivel na natureza, ou seja, o contato com micobactérias ambientais antes da
imunizagao genética.

Iniciamos este trabalho avaliando se o M. avium induzia resposta imune.
Para isto, diferentes doses da micobactéria inativada pelo calor foram inoculadas
por via subcutanea. Este procedimento desencadeou resposta imune especifica
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constatada pela positividade da reacdo de hipersensibilidade tardia e pela
producédo de IFN-y por esplendcitos reestimulados com o antigeno in vitro e pela
producédo enddgena de IL-5 nos grupos imunizados com doses intermediaria e alta
de M. avium. A producgado das citocinas, IFN-y e IL-5, sugeriu a indugdo de uma
resposta imune de padrao misto, ou seja, Th1/Th2. A produgédo de IFN-y também
foi avaliada apos estimulo dos esplendcitos com Con A. Neste caso chamou a
atencao o fato das células oriundas de animais previamente imunizados com M.
avium ter produzido menor quantidade de IFN-y. Ndo investigamos a origem deste
fenbmeno, mas €& possivel que tenha ocorrido morte celular associada com
hiperativagdo destas células (68). Voltaremos a discutir este assunto, de forma
mais detalhada, mais adiante.

A resposta imune humoral, a qual foi avaliada pelos niveis de anticorpos
IgG1 e IgG2a anti-hsp65, mostrou auséncia de anticorpos. Pensamos inicialmente
que este resultado negativo se devesse ao fato do antigeno hsp65 ndo ser um
antigeno imunodominante no M. avium. Esta possibilidade encontra algum suporte
na literatura. Nagabhushanam et al. (69), ao avaliar em camundongos BALB/c
inoculados com M. avium vivo concluiram que poucos clones de células T foram
estimulados durante a infeccdo e que a hsp65 ndo € um antigeno imunodominante
para células T nesse modelo. Estes autores justificam tais resultados
relacionando-os a baixa disponibilidade da hsp65 a qual se encontra associada ao
meio citoplasmatico e parede celular da micobactéria. A possibilidade de que o
protocolo empregado (uma unica dose, administrada por via subcuténea, de
micobactéria morta e sem adjuvante) tenha sido pouco imunogénico também nao
pode ser descartada. A determinagéo do nivel de anticorpos para antigenos totais
de M. avium teria sido, certamente, mais adequada.

Apos a constatagédo de que o M. avium induzia resposta imune, avaliamos o
efeito do priming com M. avium na resposta imune induzida pela vacina
pVAXhsp65. Os resultados obtidos mostraram claramente que a inoculagao prévia
de M. avium afetou a imunogenicidade desta vacina génica. Esta interferéncia foi
observada tanto na producido de anticorpos quanto de citocinas; tendo se
caracterizado por aumento de IgG1 e IgG2a séricas anti-hsp65 e por maior

producao espontanea de IL-5 e menor de IFN-y por esplendcitos estimulados in
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vitro com rhsp65. Em conjunto estes resultados mostram que o contato prévio com
M. avium modulou a resposta imune especifica posteriormente induzida pela
vacina génica.

O efeito na producgéo de IgG1 e IgG2a anti-hsp65 foi bastante claro, tendo
ocorrido uma modulagao positiva na resposta imune humoral. Por outro lado, o
efeito na producéo de citocinas é mais dificil de entender e, portanto, de avaliar. A
constatacdo de que o IFN-y diminuiu e que a IL-5 aumentou tanto nas culturas
estimuladas com rhsp65 quanto Con A, sugere a primeira vista, uma estimulagéo
preferencial de Th2. Entretanto, esta possibilidade ndo combina com a
constatacdo de que os dois isotipos de 1gG (IgG1 e IgG2a) foram igualmente
induzidos. A produgado de anticorpos IgG2a que tem propriedade opsonizante, é
entendida na literatura, como um anticorpo indicador de ativagédo Th1 (70). Uma
possibilidade € que esta menor produgcao de IFN-y se deva a um fendmeno de
apoptose que estaria ocorrendo, in vitro ou in vivo, com as células Th1 produtoras
de IFN-y. Este fenbmeno conhecido como morte celular por excesso de ativagao
desencadeia apoptose mediada por interagdo Fas-FasL (71,68). Além disso, tem
sido descrito que células Th1 sdo mais propensas a apoptose do que células Th2
(68).

Uma comparagao direta com a literatura € dificultada pela inexisténcia de
protocolos similares ao utilizado neste trabalho. Apesar de mais de 200 vacinas
estarem sendo testadas atualmente, empregando outros antigenos
micobacterianos, tais como Ag85A e 85B, APA, CFP10, MTP64, ESAT-6, Hsp60,
65 e 70 KDa, proteina R8307, antigeno micobacteriano rico em prolina 36 KDa, 19
KDa e proteina 45 KDa e as resultantes de proteina de fusdo, Mtb32/Mtb39
(‘Mtb72F’) produzida pela Corixa Inc./ Glaxo Smith Kline e a ESAT-6/Ag85B
desenvolvida pelo Statens Serum Institute de Copenhague (43,45,46,47,72), em
poucos destes trabalhos tem sido investigada uma possivel interferéncia de
micobactérias ambientais. Um trabalho que se assemelha a abordagem feita por
nos foi realizado por Brandt et al. (29). Neste caso, além de ser avaliada a
interferéncia de micobacterias ambientais no BCG, foram feitos experimentos
paralelos com vacinas de subunidades (Ag85B e ESAT-6), a fim de estabelecer
comparagdes. Diferente do BCG, as vacinas de subunidades ndo foram afetadas
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no contexto de protegdo (dados de UFC), entretanto poucos informagdes desse
protocolo foram apresentadas.

Além disto, uma comparagao direta com o efeito de micobactérias
ambientais sobre o BCG também ¢ dificultada, pois a eficacia desta vacina parece
se dever, em grande parte, a sua multiplicagdo e consequente indugdo de
resposta imune (29). Tem sido sugerido que as micobactérias ambientais exercem
efeito deletério sobre o BCG (73,74), justamente por blogquearem esta
multiplicagao inicial (75). Um efeito similar ndo seria esperado em vacinas génicas.

A possibilidade de que o contato prévio com o M. avium esteja propiciando
um microambiente que permita a diferenciagdo preferencial de células Th2
encontra respaldo na literatura.

Hernandez-Pando et al. (33), relataram que a imunizagdo de camundongos
BALB/c previamente imunizados com M. vaccae (10’ e 10°), via subcutanea,
constataram que animais inoculados com a dose elevada (10° CFU) e
posteriormente, desafiados com M. tuberculosis, induziu resposta mista, Th1 +
Th2, que conduziu ao aumento da susceptibilidade a doenca, se comparado a
controles nao imunizados, com rapida inducdo de pneumonia e alteracdo da
predominéncia de resposta imune Th1 para Th2 (IL-2/IL-4) e correlagdo com o
aumento da expressdao de RNA mensageiro de TNF-a. Em fungdo desses
resultados, concluiram que a reatividade cruzada proveniente de antigeno
micobacteriano pode desencadear resposta imune protetora ou aumento da
susceptibilidade ao M. tuberculosis, como resultado da associa¢do de padrao Th2
com TNF-a.

Nossos resultados mostram de forma evidente que a producédo de IL-5
estava significativamente elevada em animais primados com as doses
intermediaria e alta de M. avium. Chama atencéo o fato desta elevada producao
ser esponténea, ou seja, ser independente de estimulo in vitro com rhsp65 ou Con
A. No nosso entender esta produgao de IL-5 sugere diferenciagdo Th2, embora a
literatura tenha classicamente descrito a IL-4 como a citocina indicadora de Th2
(76,77). Em poucos experimentos detectamos niveis mais elevados de IL-4 em
animais imunizados com M. avium, comparativamente com animais normais ou

imunizados com DNAhsp65 (resultados nao mostrados).
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Talvez essa modulacdo da resposta imune, no sentido Th2, possa estar
relacionada ao tipo de componente estrutural presente em micobactérias. Estudos
recentes indicaram que lipideos ou lipoproteinas da parede celular de M.
tuberculosis, cepa Beijing, em comparagdo com cepas de M. tuberculosis de
menor viruléncia, podem induzir maior producdo de IL-4 e IL-13 por células
humanas (78,79,80).

Também é atrativa a possibilidade de que este efeito modulador do M.
avium seja dependente de dose. Esta possibilidade é reforgada por alguns dos
nossos resultados. Por exemplo, observamos que o efeito modulador positivo do
M. avium sobre produc¢do de anticorpos foi maior na concentragdo mais elevada
desta micobactéria. Também foi na concentragao mais elevada que ocorreu maior
producdo de IL-5 e menor produgdo de IFN-y. Realmente, dados da literatura
mostram que a dose de micobactéria usada para imunizacido determina a natureza
da resposta imune Th1/Th2. Enquanto baixas doses conduzem a uma resposta
exclusivamente mediada por células (resposta Th1), altas doses geralmente
desencadeiam resposta mista Th1/Th2 (81,82,83). O mecanismo imunoldgico
envolvido nestas respostas parece dever-se a diferengas quantitativas de
ocupacdo do TCR pelo complexo MHC-antigeno. Isto parece gerar diferencas
qualitativas na transducdo de sinal durante a ativagao, resultando na producao
maior de um fendétipo do que outro (84).

Tendo demonstrado que o M. avium afetava a imunogenicidade, na etapa
seguinte investigamos se esta alteragdo era acompanhada por mudanga na
capacidade protetora da vacina pVAXhsp65.

Estudos preliminares com trés doses de DNA (100 pg cada) de pVAXhsp65
mostraram que esta nova preparagcdo nao diminuia o numero de UFC no pulméo
(85). Por isto neste trabalho utilizamos um esquema vacinal com quatro doses da
vacina. Apesar deste protocolo também n&o ter diminuido o numero de UFCs no
pulmdo, o mesmo foi claramente capaz de preservar o parénquima pulmonar,
tendo a inflamagao se restringido as regides perivasculares e peribronquicas. Este
foi um dos resultados que consideramos bastante relevante neste trabalho. Este
efeito protetor da vacina génica para tuberculose foi descrito anteriormente por
Bonato et al. (62), empregando o vetor pcDNA3; na construgdo vacinal
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(pcDNAshsp65) em um protocolo terapéutico. Segundo os autores o mecanismo
envolvido nesta protecdo foi relacionado a intensa ativacdo da resposta imune
celular caracterizada pela recuperacado da producao dos niveis de IFN-y e TNF-q,
com regulagdo positiva de CD18, CD28 e CD95 de células TCD8", que nos
pulmdes contribuiram para redugdo da carga bacteriana e lesdo pulmonar.

Resultados similares de protecédo da estrutura pulmonar foram descritos por
Basaraba et al. (86), que em protocolo de imunoterapia, utilizaram cobaias
previamente infectadas com M. tuberculosis e, posteriormente, imunizadas com
uma unica dose de BCG. A histopatologia dos pulmbes desses animais foi
caracterizada por infiltrados celulares peribronquiais, peribronquiolares e
perivasculares envolvidos por parénquima normal, enquanto que animais
submetidos a trés imunizagdes com BCG apresentaram substituicdo tecidual de
parénquima pulmonar por tecido conectivo fibroso e pequenos focos de necrose.

E possivel que o mecanismo envolvido na preservacdo da estrutura
pulmonar observada nos animais que receberam a vacina DNAhsp65 possa estar
relacionado com reducdo de apoptose dos macréfagos alveolares. Zhang et al.
(87) demonstraram correlagao inversa entre a expressédo de hsp65 e porcentagem
de apoptose em macrofagos oriundos de camundongos infectados com
Plasmodium yoelii. Desta forma, sugeriram que a hsp65 possa ter contribuido para
a imunidade protetora, prevenindo a apoptose de macrofagos. Descrigao
semelhante foi feita por Polla et al. (88), ao utilizar Toxoplasma gondii como
modelo de infecgao.

Embora tenhamos utilizado uma estratégia diferente (M. avium +
pVaxhsp65), nossos resultados foram similares aos descrito por Skinner et al.
(89), que em modelo de profilaxia, utilizaram marsupiais ( Trichosurus vulpecula), e
demonstraram que a associagao de M. vaccae (inativado e em baixa dose) com
BCG foi eficiente em protegcdo da estrutura pulmonar. Entretanto, tal associagéo
nao resultou na reducao de UFC nos pulmdes mesmo quando essa associagao foi
feita empregando doses maiores de M. vaccae. Resultados da analise
histopatologica demonstraram que as lesdes pulmonares nos animais do grupo
vacinado foram caracterizadas por extensas areas de necrose do parénquima

pulmonar. Por outro lado, animais vacinados com BCG apresentaram menos
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necrose e o grupo imunizado com M. vaccae e BCG apresentou numero menor de
animais com lesdes pulmonares, quando comparado aos demais grupos.

Em nosso estudo, este efeito protetor no parénquima foi, entretanto,
bloqueado pela imunizagdo prévia com M. avium. Estes animais, nos quais a
carga bacteriana se manteve inalterada no pulméo, apresentaram desorganizagao
evidente do parénquima pulmonar, caracterizada por infiltrados mononucleares
perivasculares e peribronquiais e também por areas mais extensas de necrose.
Consideramos este achado o mais relevante deste trabalho, pois 0 mesmo abre
varias frentes de investigacdo e discussao de interesse pratico na profilaxia da
tuberculose. Se este efeito deletério do M. avium (ou outra micobactéria ambiental
qualquer) for comprovado também em seres humanos, este fato obviamente
constituira um obstaculo para uso desta vacina. Por outro lado, a caracterizagao
do mecanismo imunoldgico envolvido nesta interferéncia podera esclarecer o
efeito das micobactérias ambientais no BCG.

Este efeito do M. avium no parénquima foi semelhante ao encontrado por
Basaraba et al. (89), que ao imunizarem cobaias com trés doses de BCG. Os
autores constataram substituicdo do parénquima pulmonar por tecido fibroso com
poucos e pequenos focos de necrose. Esta resposta inflamatéria patolégica em
cobaias foi relacionada, por esses pesquisadores a resposta imune exacerbada.
Tais observacbes remetem a classica Reacdo de Koch, observada em
camundongos inoculados perifericamente com antigeno micobacteriano
apresentaram inflamagao pulmonar aguda e morte (90). Embora n&o tenhamos
registrado mortes entre os animais desafiados com M. tuberculosis, os dados da
analise histopatolégica corroboram com a descrigdo acima e podem estar
associados a uma maior estimulacdo do sistema imune a qual submetemos os
animais (priming com M. avium + DNAhsp65 + infeccdo M. tuberculosis).

Estas observagdes também assemelham-se as encontradas por Turner et
al. (91), que ao avaliarem as propriedades imunoterapéuticas de vacinas anti-TB,
constataram que o BCG administrado apds o desafio ndo somente foi ineficaz mas
também desencadeou alteragdes patoldgicas nos pulmdes. Os autores sugeriram
inicialmente que o BCG tivesse reforcado a imunidade induzida pela infec¢éo pelo
M. tuberculosis, o que teria causado dano tecidual, devido a atragdo de fagocitos.
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A segunda possibilidade seria a de que o reforgo da resposta pelo BCG teria
contra regulado ou subvertido a organizagao do granuloma.

O mecanismo imunolégico pelo qual a micobactéria ambiental diminuiu o
efeito protetor da vacina de DNAhsp65 no parénquima pulmonar certamente esta
relacionado com alteragdes imunoldgicas causadas pela inoculagéo prévia de M.
avium. Neste sentido gostariamos de especular uma possivel contribuicdo de
células T reguladoras. Atualmente tem sido sugerido que micobactérias
ambientais, por serem potentes indutoras de células T reguladoras (Treg), possam
controlar respostas tipo Th1 e Th2 (92). Este € um aspecto importante que tem
sido notado em testes cutaneos em resposta ao BCG ou pelo contato recente com
M. tuberculosis, que €& diminuido em paises em desenvolvimento onde
micobactérias ambientais sdo abundantes (93,94). Em 2004 foi proposta a
hipétese de que a excessiva atividade imunorregulatéria de alguns pacientes
suprimia a resposta protetora. Alguns pacientes com altos niveis de IL-10 eram
essencialmente anérgicos. Isto sugeria a atividade excessiva de células Tregs
(95). Entretanto, a maioria dos pacientes ndo anérgicos tinha resposta necrosante,
originalmente definida por Robert Koch em cobaias e subseqlentemente
observada no homem (96). Isto sugeriu que a atividade relativa da via regulatéria é
variavel na TB, mas independentemente desta atividade ser alta ou baixa, o
paciente tem a doencga. As atividades das células Tregs poderiam, portanto, ndo
ser fator crucial. Provavelmente, o M. tuberculosis patogénico ndo falhava na
inducdo de uma resposta Th1 ou causar a baixa regulagcado desta resposta, mas
por “deliberadamente corromper” a resposta Th1, por meio de favorecimento do
fendtipo Th2 (95). Isto tem sido correlacionado ao background de resposta Th2
resultante de alguns componentes de M. tuberculosis em humanos (97) e também
em modelos experimentais (98). Essa hipotese foi claramente demonstrada em
amostras de sangue de malawianos, nos quais o PPD induziu liberagdo de IL-5,
quando comparado as amostras do Reino Unido (Dockrell, H. comunicagéo
pessoal). Além disso, a vacinagdo com BCG falhou em baixar a producdo de IL-5
(Dockrell, H. comunicagédo pessoal). Acredita-se também que humanos com um
significante background Th2 anti-M. tuberculosis, associado a liberagdo de
antigenos durante a terapia, conduza ao fendmeno de Koch sistémico mediado
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por IL-4 e TNFa (99,100). Desse modo, acreditamos que uma possivel interagédo
sinérgica de citocinas (Th2 + TNFa) possa ter ocorrido no microambiente
pulmonar, e que este efeito foi potencializado pelo contato prévio com M. avium e
posteriormente pelo M. tuberculosis, 0 que resultou em maior efeito deletério na
estrutura do parénquima pulmonar. Dosagens de TNFa nos homogenatos
pulmonares destes animais poderao validar esta hipotese.

No seu conjunto, os resultados obtidos neste trabalho apontam para um
possivel efeito deletério de micobactérias ambientais na eficacia da vacina
DNAhsp65. Este efeito, que talvez se deva ao estabelecimento de um
micorambiente Th2, devera ser considerado nos procedimentos de imunizagédo em

que a DNAhsp65 seja utilizada como vacina para tuberculose.
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6. Conclusoes
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* A sensibilizagdo prévia com M. avium (via subcutanea) contribuiu para o
aumento da imunogenicidade da vacina DNAhsp65, mas nao foi eficaz na
redugao do numero de UFCs.

* DNAhsp65 (4 doses) nao foi eficaz na redugdo do numero de UFCs, mas

protegeu parcialmente o parénquima pulmonar.

* A inoculagdo prévia com M. avium diminuiu o efeito protetor da vacina

DNAhsp65 sobre o parénquima pulmonar.
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8. Lista de Abreviaturas
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Mg: micrograma

pL: microlitro

pHm: micrometro

7H9 e 7H11: meio Middlebrook para cultura de bactérias
AB: estreptoavidina-peroxidase

Ag: antigeno (85A, 85B)

AIDS: Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
ANOVA: analise de variancia

APC: célula apresentadora de antigeno

ATCC: colegao americana de tipos de culturas
BCG: Bacilo de Calmette Guérin

BSA: soro albumina bovina

CD: marcadores de superficie

COg: diéxido de carbono

ConA: concanavalina A

CpG:citosina — fosfato — guanina

CPT: Centro de Pesquisas em Tuberculose
DC-SIGN: receptor de célula dendritica

DNA: acido desoxirribunucleico

DO: densidade optica

E. coli: Escherichia coli

EDTA: acido etilenodiamino tetra-acético

EPM: erro padrao médio

ESAT6/Ag85b: vacina anti-TB baseada em proteina de fus&o
H2SO4: acido sulfurico

HE: hematoxilina eosina

HSP: proteina de choque térmico (KDa 60, 65...)
IFNy: interferon gama

lg: imunoglobulina

IL: interleucina-4, 5, 6, 10, 13...

IPTG: isopropil B-tiogalactosideo

KDa: kilodalton
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LB: meio Luria-Bertani

LTa: linfotoxina alfa

. avium: Mycobacterium avium

. bovis: Mycobacterium bovis

. fortuitum: Mycobacterium fortuitum

. kansasii: Mycobacterium kansasii

. tuberculosis: Mycobacterium tuberculosis

. vaccae: Mycobacterium vaccae

S S XXX X

: molar

MHC: complexo principal de histocompatibilidade

mL: mililitro

Mtb32/Mtb39: vacina anti-TB baseada em proteina de fusao
NK: célula natural killer

nm: nonémetro

NOD: diabético ndo obeso - linhagem de camundongo
OPD: orto-fenilenodiamina

PBS: solugao salina tamponada com fostato

pcDNAhsp65: vacina génica

pVAX: vetor plamideal

pVAXhsp65: vacina génica

rhsp65: proteina de choque térmico 65 KDa recombinante
RNA: acido ribonucléico

RNI: reativo intermediario do nitrogénio

ROI: reativo intermediario do oxigénio

rpm: rotagdes por minuto

RPMI: meio liquido para cultura de células (Roswell Park Memorial Institute)
Sinam/MS: Sistema de Informac&o de Agravos de Notificagdo/Ministério da Saude
Tyd célula T gama delta

TB: tuberculose

TCR: receptor para antigeno em célula T

TE: tampé&o tris-EDTA

Th: linfocito T auxiliar de fendtipo 0, 1 ou 2
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TLR: receptor do tipo toll

TNFa: fator de necrose tumoral alfa
Treg: Célula T regulatéria

UFC: unidade formadora de colonia
USP: Universidade de S&o Paulo
WHO: Organizacdo Mundial da Saude
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Livros Gratis

( http://www.livrosgratis.com.br )

Milhares de Livros para Download:

Baixar livros de Administracao

Baixar livros de Agronomia

Baixar livros de Arquitetura

Baixar livros de Artes

Baixar livros de Astronomia

Baixar livros de Biologia Geral

Baixar livros de Ciéncia da Computacao
Baixar livros de Ciéncia da Informacéo
Baixar livros de Ciéncia Politica

Baixar livros de Ciéncias da Saude
Baixar livros de Comunicacao

Baixar livros do Conselho Nacional de Educacdo - CNE
Baixar livros de Defesa civil

Baixar livros de Direito

Baixar livros de Direitos humanos
Baixar livros de Economia

Baixar livros de Economia Doméstica
Baixar livros de Educacao

Baixar livros de Educacdo - Transito
Baixar livros de Educacao Fisica

Baixar livros de Engenharia Aeroespacial
Baixar livros de Farmacia

Baixar livros de Filosofia

Baixar livros de Fisica

Baixar livros de Geociéncias

Baixar livros de Geografia

Baixar livros de Histdria

Baixar livros de Linguas
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