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RESUMO

A tuberculose (TB), doenga causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis, €
considerada uma das maiores causas de mortalidade por doengas infecciosas no mundo. Embora
exista a vacina BCG (Bacilo de Calmete-Guérin), usada para prevencao da TB, e terapia para os
individuos que desenvolvem a doenca, alguns fatores estdo associados com a dificuldade em
restringir o elevado numero de casos, como: 0 abandono da quimioterapia, 0 surgimento de cepas
multi-resistentes as drogas e a eficacia variavel da vacina BCG. Esse contexto levou a
necessidade de se desenvolver uma nova vacina contra TB, que seja mais eficiente que o BCG e
segura para individuos imunocomprometidos. O objetivo deste trabalho foi testar uma estratégia
profilatica na TB experimental imunizando camundongos com uma solu¢cdo de proteinas
secretadas por M. tuberculosis (PFC- Proteinas de Filtrado de Cultura) administrada em presenca
de motivos CpG, como adjuvante. Camundongos BALB/c receberam 3 imunizacdes com
intervalos semanais, por via subcutanea, com uma solugdo contendo 50 pug de PFC e 50 ug de
CpG 1826. Como controles, grupos de animais receberam PFC emulsificado em adjuvante
incompleto de Freund (AIF), PFC e CpG 2041 (ndo estimulatério) ou apenas PBS. A
imunogenicidade das estratégias de imunizacao foi avaliada 15 dias apds a ultima imunizacéo
através da deteccao de anticorpos séricos e de citocinas produzidas por células de baco mediante
estimulagao in vitro. Para avaliagéo da eficicia protetora da preparagéo vacinal, os animais foram
imunizados e, ap6s 60 dias, desafiados por via intratraqueal com uma cepa virulenta de M.
tuberculosis. Setenta dias apds o desafio realizou-se 0 ensaio de protecdo através da contagem
do ndmero de Unidades Formadoras de Colénia (UFC), a detecgdo de citocinas produzidas em
homogenato de pulméao e avaliagdo do fendtipo celular no pulmao. Em relacdo aos ensaios de
imunogenicidade, observamos que a imunizacao com o antigeno PFC acrescido de CpG 1826,
CpG 2041 ou AIF induziu producdo significativa de anticorpos IgG1 antigeno-especificos.
Entretanto, apenas os animais imunizados com PFC e CpG 1826 sintetizaram niveis significativos
do isotipo IgG2a. Esses animais também produziram concentracdes mais elevadas de IFN-y,
enquanto a imunizagao com PFC em AIF induziu producéo de IFN-y, IL-5 e IL-10 por células de
baco estimulas com o antigeno especifico in vitro. Contudo, ap6s o desafio com M. tuberculosis,

nao verificamos protecdo no grupo de animais imunizado com PFC e CpG 1826. No pulméo



desses animais, detectamos concentragcdes mais altas de IFN-y e menores de TGF-3, além de um
alto grau de comprometimento do parénquima pulmonar em relagcdo ao grupo de animais
imunizados com PFC em AIF, no qual houve uma reducao significativa do nimero de UFC. Os
animais imunizados apenas com o antigeno protéico, em presenca de CpG 2041 que nao possuli
efeito estimulatério, ndo apresentaram alteracdo na resposta imune induzida e no numero de UFC
em relagdo aos animais ndo imunizados e infectados. Na tentativa de otimizar a eficacia da
imunizagdo com PFC e CpG 1826, avaliamos também a via de imunizagao intranasal. Entretanto,
camundongos que receberam PFC e CpG 1826 pela via intranasal apresentaram um aumento
significativo no nimero de UFC. Dentro do contexto dos dados obtidos, discutimos neste trabalho
a complexa relacao M. tuberculosis-hospedeiro e suas consequéncias no desenvolvimento de

vacinas contra a TB.
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ABSTRACT

A new vaccine against TB is required due to the variable efficacy of the current vaccine, the
attenuated bacilli Calmete-Guérin (BCG) strain of Mycobacterium bovis. In this work, our aim was
to evaluate the protective efficacy of a vaccine against experimental TB, based on Culture Filtrate
Proteins (CFP) of M. tuberculosis plus CpG motifs, used as adjuvant. Initially, BALB/c mice were
immunized by with 50 ug of CFP plus 50 pug of CpG 1826, 3 doses at 7 days-interval, by
subcutaneous route. Control groups received CFP plus incomplete Freund adjuvant (IFA), CFP
plus CpG 2041 (non-stimulatory) or PBS (non-immunized). After immunizations, we evaluated the
immungenicity of by the detection of antibodies anti-CFP and production of cytokines by spleen
cells stimulated in vitro. After 60 days of the last immunization, mice were challenged with M.
tuberculosis by intratracheal route and the protection was assayed by CFU (Colony Forming Units)
counts. We also detected cytokine levels in the lungs and performed histological analysis 70 days
post-challenge. We observed that immunization with CFP plus CpG 1826, CpG 2041 or IFA
induced the production of anti-CFP IgG1 antibodies. However, only mice immunized with CFP plus
CpG 1826 produced high levels of anti-CFP IgG2a antibodies. These mice also produced higher
levels of IFN-y than mice immunized with CFP plus IFA, after stimulation of spleen cells in vitro with
CFP antigens. Despite of these results, mice immunized with CFP plus CpG 1826 were not
protected after M. tuberculosis infection. In the lung of these mice, we detected higher levels of
IFN-y and lower levels of TGF-B in relation to mice immunized with CFP plus IFA. Histological
analysis showed severe pulmonary injury associated with necrosis in the lungs of CFP plus CpG
1826 immunized mice. On the other hand, mice immunized with CFP plus IFA were protected after
M. tuberculosis challenge and presented lesser pulmonary injury and lower number of CFU. Mice
immunized with CFP, plus non-stimulatory CpG 2041, responded in a similar way on the non-
immunized and infected mice. Taken together, our results showed that the immunization with CFP
plus CpG 1826 stimulated a Th1 cellular immune response characterized by higher levels of IFN-y
in lung. However, this immunization was not able to induce protection against M. tuberculosis

challenge, suggesting that other factors may be associated with protection besides IFN-y.
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1. INTRODUGCAO

Tuberculose

A tuberculose (TB), doenca respiratéria causada pelo bacilo Mycobacterium
tuberculosis, é responsavel por 2 milhdes de mortes ao ano. As estatisticas mostram que a
TB permanece como uma das maiores causas de mortalidade por doengas infecciosas no
mundo, ao lado da AIDS (do inglés, Acquired Immunodeficiency Syndrome) e da malaria
(WHO 2005; VON REYN & VUOLA, 2002; ANDERSEN, 2001). Dados da Organizacao
Mundial da Saude indicam que ocorrem de 8 a 9 milhdes de novos casos de TB anualmente
e cerca de um terco da populagdao mundial encontra-se infectada pelo bacilo. O Brasil ocupa
o 15° lugar entre os 22 paises nos quais se estima que ocorram 80% dos casos de TB no
mundo (WHO 2005; ROOK et al, 2005a e 2005b; VON REYN & VUOLA, 2002;
ANDERSEN, 2001; DYE et al., 1999).

O bacilo M. tuberculosis € uma micobactéria intracelular facultativa de crescimento
lento (NOLTE & METCHOCK, 1995; HOLT et al., 1994). A transmissdo da TB ocorre através
da inalacao de particulas, contendo a bactéria, que sdo expelidas em forma de aerosol por
individuos com a doenca ativa (RILEY et al., 1959).

Apesar das estatisticas mostrarem que grande parte da populagcdo mundial ja
entrou em contato com o bacilo, uma parcela relativamente pequena dos individuos
desenvolve a doenca. Noventa por cento das pessoas infectadas desenvolvem uma forma
latente e assintomatica. Uma pequena porcentagem desses individuos (aproximadamente
10%) pode apresentar reativacdo da infeccao, que poderia ser decorrente de uma infecgao
secundaria, de um quadro de imunossupressao, desnutricdo, consumo alcodlico, condicbes
sanitarias precarias ou de um elevado grau de exposi¢do. Essas situagdes podem resultar
em TB ativa. Por outro lado, 5 a 10 % dos individuos infectados desenvolvem a doenca
progressiva logo apos infecgdo primaria (ROOK et al.,, 2005b; FLYNN & CHAN, 2005;

BOOM et al., 2003).



A profilaxia da TB é realizada pela administracdo da vacina BCG (Bacilo de
Calmette-Guérin) que foi desenvolvida pelos pesquisadores Calmétte e Guérin no Instituto
Pasteur, em 1921 (CHUNG & BIGGERS, 2001; BANNON, 1999; BLOOM et al., 1989). Essa
vacina, empregada desde 1948, é constituida por uma cepa virulenta de Mycobacterium
bovis que foi atenuada através da realizagao de varias culturas in vitro do bacilo.

O tratamento da TB é realizado por meio de quimioterapia, que combina o uso de
diferentes antibiéticos e tem duracdo de no minimo seis meses. Por isso, € muito alto o
numero de casos de abandono do tratamento. Nos ultimos anos, € grande a preocupagao
relacionada a eficacia desses antibioticos contra a doenga devido ao aumento do numero de

pacientes portadores de cepas multi-drogas resistentes (WHO 2005; ZHU et al., 2005).

Ativacao da resposta imune na tuberculose

O estabelecimento da infecgdo pela micobactéria depende de seu encontro inicial
com as células do hospedeiro, geralmente os macrdfagos alveolares ou as células
dendriticas (HINGLEY-WILSON et al., 2000). Esta interacdo, que resulta na fagocitose do
patdégeno, caracteriza a etapa inicial de ativagdo da resposta imune inespecifica. A natureza
dessa resposta imune dependera da interagdo tanto das moléculas de superficie das
micobactérias quanto dos receptores de reconhecimento padréo (do inglés PRR — Pattern
Recognition Receptors) das células da imunidade inata.

A parede celular da micobactéria é composta basicamente por um complexo de
acidos micolicos, arabinogalactano e peptidoglicano (mycolyl arabinogalactan-peptidoglican
MAGP) associados a liporabinomanana (LAM). Esses componentes ativam ou modulam
negativamente a resposta imune do hospedeiro quando interagem com PRRs expressos na
superficie de células da imunidade inata, como os macréfagos e as células dendriticas
(FLYNN & CHAN, 2005). Os PRRs envolvem os receptores para componentes do sistema
complemento, para manose, para proteinas surfactantes, o receptor CD14, que interage

com a proteina que liga LPS (ERNEST, 1998). Além disso, foi descrito recentemente que os



Receptores Tipo Toll (TLR, do inglés Toll Like Receptors) interagem com uma variedade de
moléculas expressas por micobactérias (FLYNN et al., 2005; ABEL et al., 2005; DRENNAN
et al., 2004; KAUFMANN & SHAIBLE, 2003; STENGER et al., 2002; MEANS et al., 1999;
EHLERS et al., 1998). Além desses receptores, o receptor para a por¢gdo constante de IgG
(FcyR) também reconhece o complexo anticorpo-micobactéria.

Estudos in vitro mostram que quando o bacilo, opsonizado por anticorpos 1gG, é
fagocitado via FcyR ocorre ativagdo do macréfago e maturacdo do fagossomo (ERNEST,
1998). Se a micobactéria for internalizada através da interacdo de LAM com TLR2 ou TLR4,
expressos nas ceélulas dendriticas e macréfagos, ocorrera a producao de IL-12 e indugéo de
resposta inflamatéria (FLYNN et al., 2005; ABEL et al., 2005; DRENNAN et al., 2004;
KAUFMANN & SHAIBLE, 2003; STENGER et al., 2002; MEANS et al., 1999; EHLERS et al.,
1998). A resposta inflamatéria também é induzida se a molécula LAM interagir com CD14 na
superficie de macroéfagos, desencadeando a producao de IL-8 e recrutamento de neutréfilos
(PUGIN et al., 1994). Por outro lado, pode ocorrer inibicdo da resposta inflamatoria
decorrente da producédo de IL-10, por macréfagos ou células dendriticas, se houver ligacéo
de LAM ao DC-SIGN (do inglés Dendritic Cell-Specific ICAM-3 Grabbing Non-integrin),
expresso em células dendriticas, ou com o receptor de manose, presente nos macréfagos
(FLYN et al., 2005; QUESNIAUX et al., 2004; KARAKOUSIS et al., 2004; KAUFMANN &
SHAIBLE, 2003; TAILLEUX et al., 2003; CHATTERJEE et al., 1998). Além disso, se 0 bacilo
for opsonizado pelos componentes C3b e C3bi do sistema complemento e fagocitado via
receptores do complemento, como CR1, CR3 e CR4 (do inglés, Complement Receptor),
havera inibicdo da maturagcdo do fagossoma e da ativacdo da cadeia respiratoria,
favorecendo a sobrevivéncia do bacilo (MALIK et al., 2001; MALIK et al., 2000). Portanto, o
padrao de expressdo dos PRRs e sua interacdo com o bacilo parece ser um dos fatores
determinantes para ativacédo da resposta imune na TB.

Apés a fagocitose, a maioria dos bacilos é degradada no interior dos
fagolisossomos pelas enzimas lisossomais (FLYN & CHAN, 2005; FLYN & CHAN, 2001;

HINGLEY-WILSON et al., 2000). A presenca de bacilos remanescentes e dos produtos



micobacterianos resultantes da degradagéo ativam os macroéfagos alveolares, que secretam
citocinas e quimiocinas proinflamatérias, como TNF-a, IL-6, IL-1, IL-8, MCP-1, MCP-3, IP10,
RANTES, MIP1-a e MIP2, resultando no recrutamento de leucocitos para o local da
infecgdo. Inicialmente, ocorre a migragao de neutrofilos para o sitio da infec¢ao, seguidos de
mondcitos que se diferenciam em macréfagos e de precursores de células dendriticas.
(COSMA et al, 2004; KAUFMANN, 2003; ORME, 2003; FLYNN & CHAN, 200f1;
DANNENBERG, 1993; ADAMS, 1976). Dentre estas células, os macrofagos séo descritos
como essenciais na inducao da resposta imune contra TB, pelo fato de serem as células que
contém os bacilos e também por exercerem fungbes microbicidas. Além disso, os
macréfagos atuam como células apresentadoras de antigenos e ativam a resposta imune
adaptativa. Dentre as fungdes efetoras microbicidas exercidas pelos macrofagos, destacam-
se, além da liberagdo de enzimas lisossomais, a producdo de intermediarios reativos do
oxigénio e do nitrogénio (FLYNN et al., 2004; FLYNN et al., 2001; COOPER et al., 2000;
McKINNEY et al., 2000; ODDO et al., 1998; SCHULLER-LEVIS et al., 1994).

Apesar do macrofago ser caracterizado como uma célula efetora primaria, o bacilo
M. tuberculosis desenvolveu diversos mecanismos que permitiram sua sobrevivéncia e
replicagdo no microambiente interno desta célula. Deste modo, a ativagdo inicial dos
macréfagos pelos bacilos, na maioria das vezes, é insuficiente para elimina-los e o controle
da infeccado requer a ativagdo da resposta celular imune especifica, principalmente dos
linfécitos T (FLYNN & CHANN, 2005; FLYNN et al.,, 2004; BROWN & TAFFET, 1995;
CLEMENS & HORWITZ, 1993; BERMUDEZ, 1993).

Os trabalhos realizados por North (1974), mostrando que camundongos isentos de
linfécitos T eram mais suscetiveis a TB experimental e os estudos de Lefford e
colaboradores (1974), comprovando que células T poderiam transferir imunidade,
representaram um marco inicial na tentativa de se caracterizar as varias fungbes das
subpopulag¢des de linfécitos T na TB.

As infecgbes micobacterianas em individuos susceptiveis normalmente induzem

uma intensa resposta de hipersensibilidade tipo IV, que resulta na formacao de granulomas.



Estes granulomas constituem-se de uma &rea central de necrose circundada por
macréfagos infectados. Linfécitos T CD4+ e T CD8+ em menor quantidade, distribuem-se
mais perifericamente, ao redor dos macréfagos. Além disso, ocorre um pequeno influxo de
linfocitos B na periferia do granuloma. Na maioria das vezes, os macréfagos fundem-se
formando as células gigantes (COSMA et al, 2004; KAUFMANN, 2003; ORME, 2003; BOOM
et al., 2003; DANNENBERG 1993; ADAMS, 1976). A diferenca entre os granulomas
humanos e aqueles observados em camundongos, € que nos ultimos dificilmente encontra-
se necrose (KAUFMANN, 2003; ORME, 2003). Em hospedeiros com o sistema imune
integro, os granulomas tém a funcdo de evitar a expansao local e sistémica do foco de
micobactérias, ou seja, uma tentativa de isolar o foco infeccioso persistente.

O recrutamento de linfocitos T CD4+ € essencial para o desenvolvimento da
imunidade protetora durante a infeccdo, uma vez que o habitat preferencial das
micobactérias nos macréfagos € o fagossomo, o que resulta na apresentacao de antigenos
preferencialmente complexados as moléculas de classe |l do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex) e ativacao desta
populacao de linfocitos. Além disso, pode ocorrer apresentagdo de antigenos via moléculas
e classe | do MHC, ativando células T CD8+ conforme seré abordado adiante.

Varios modelos experimentais utilizando linhagens de animais deficientes para a
molécula CD4 ou eliminando-se as células T CD4+ pelo uso de anticorpos monoclonais
comprovaram a importancia destas células desde a fase aguda da infecgdo até os estagios
mais cronicos da TB (SAUNDERS et al., 2002; SCANGA et al., 2000; CARUSO et al., 1999).
Linfécitos T CD4+ capazes de transferir imunidade aparecem nas primeiras semanas apés
infeccdo experimental (ORME et al., 1992). Estas células, quando estimuladas in vitro com
antigenos especificos, proliferam e secretam IFN-y (GRIFFIN & ORME, 1994). Em humanos,
observou-se que em individuos infectados com o virus HIV, que apresentaram numero
reduzido de linfocitos T CD4+, havia um aumento significativo da susceptibilidade a TB

(FLYNN, 2004; SELWYN et al., 1989).



Apos o recrutamento das células T CD4+ ocorre a ativagao e migragao de linfécitos
T CD8+. A importancia da subpopulacdo de linfocitos T CD8+ nas infeccdes
micobacterianas foi descoberta nos ultimos anos e, apesar da relutdncia em admiti-la,
recentemente tem sido bastante referenciada. Modelos experimentais mostraram que
animais deficientes em B2 microglobulina, na molécula TAP (transportador associado com
processamento de antigenos), em CD8, em moléculas de classe | do MHC ou em perforina
foram todos mais susceptiveis a infeccao com M. tuberculosis que os animais selvagens
(SOUSA et al., 1999; BEHAR et al., 1999; COOPER et al, 1997b; FLYNN, 1992). Diversos
grupos de pesquisa identificaram, tanto em modelo experimental quanto em individuos com
TB, a presenca de linfécitos T CD8+ especificos para antigenos secretados por M.
tuberculosis, como ESAT-6, CFP10, antigenos 85A e 85B, lipoproteina de 19kDa e proteina
de 19kDa (SHAMS et al., 2004; KAMATH et al., 2004; SMITH et al., 2000; GELUK et al.,
2000). Além disso, Brookes e colaboradores (2003) mostraram que células T CD8+ sao
capazes de eliminar as bactérias em cultura de macroéfagos humanos infectados com M.
tuberculosis, por um mecanismo dependente de contato celular com o envolvimento das
moléculas CD95 e CD95L.

Os mecanismos efetores desencadeados pela ativacdo das células T CD8+
parecem prolongar a sobrevida de animais infectados, pois na sua auséncia, os
camundongos tornavam-se mais suscetiveis a infecgdo, principalmente nos pulmdes
(FLYNN, 1992). Linfécitos T CD8+ também secretam IFN-y e sugere-se que a lise de
macroéfagos infectados por linfécitos T CD8+ antigeno-especificos proporcione a liberagdo
de micobactérias, que podem ser eliminadas apés a fagocitose por macréfagos ativados por
IFN-y (ORME, 1992). Os mecanismos de lise e citotoxicidade mediados pelos linfécitos T
CD8+ ocorre tanto pela via que envolve a exocitose de granulos como perforina e
granulisina, ou pela via que requer a ligacdo de CD95 (BROOKES et al., 2003; SILVA et al.,

2001; SERBINA et al., 2000; STENGER et al., 1998; LEWINSOHN et al., 1998).



Células T “ndo convencionais” também podem estar envolvidas na resposta ao
bacilo. Estas células podem ser linfécitos Tyd, especificos para fosfoantigenos
micobacterianos, ou células NKT que reconhecem antigenos apresentados pela moléculas
CD1. Células T y6 ativadas por monécitos infectados por M. tuberculosis, secretam IFN-y,
podem lisar macréfagos infectados e controlar o crescimento da bactéria (ANGELINI et al.,
2004; DIELI et al., 2001; TSUAKAGUCHI et al., 1995; HAVLIR et al., 1991).

Recentemente, tem-se abordado a importdncia das células NKT na TB

experimental. Ndo existe um consenso sobre o papel dessas células durante a
infecgdo. Apostolou e colaboradores (1999) observaram uma falha formacdo de
granuloma em camundongos deficientes de células NKT (APOSTOLOU et al., 1999).

Também foi descrito que a ativagdo de células NKT com seu ligante natural, a o-
galactosilceramidase, protege camundongos contra TB (CHACKERIAN et al., 2002). Por
outro lado, outros pesquisadores mostraram que ndo ha diferengca entre camundongos
deficientes de células NKT e selvagens apos desafio com cepa virulenta de M. bovis
(KAWAKAMI et al., 2002). Da mesma forma, a deplegdo dessas células em camundongos
infectados com M. tuberculosis ndo ocasionou diferenca no numero de UFC no pulmao
desses animais (JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 2003).

A contribuicdo das células B CD19+ na TB também permanece controversa.
Camundongos deficientes de células B apresentaram aumento no numero de UFC
(Unidades Formadoras de Col6nia) apds desafio com M. tuberculosis em relacdo aos
camundongos selvagens (VORDERMEIER et al, 1996). Entretanto Johnson e
colaboradores (1997) nédo observaram diferengcas na UFC do pulmdo de camundongos
selvagens e deficientes de células B 45 dias apds desafio com aerosol contendo baixo
numero de bacilos. Por outro lado, Bosio e colaboradores mostraram que linfécitos B
possuem um papel protetor durante as fases mais iniciais da infecgdo. Neste trabalho,

camundongos deficientes de células B apresentaram aumento do comprometimento



pulmonar e disseminagdo da bactéria quando comparados aos camundongos selvagens
(BOSIO et al., 2000).

Quanto as citocinas associadas a resposta protetora na TB humana e
experimental, o IFN-y apresenta papel essencial pelo fato de ativar mais eficientemente os
mecanismos microbicidas dos macrofagos (FLYNN & CHAN, 2005; COOPER et al., 1993;
FLYNN et al., 1993). As citocinas TNF-a e a IL-12 também estao relacionadas com protecao
pelo fato de atuarem no recrutamento celular e na diferenciagéo de células T produtoras de
IFN-vy, respectivamente (FLYNN, 2004; COOPER et al., 1997; FLYNN et al., 1993).

O IFN-y estimula a expressédo de MHC de classe | e Il e de moléculas
coestimulatérias na superficie das células apresentadoras de antigeno (APC), aumenta a
fusdo do endossomo ao fagolisossoma e a expressao da enzima iNOS (do inglés, inducible
Oxid Nitric Synthase), responsavel pela producdo de Oxido Nitrico (NO, do inglés Oxid
Nitric). Essa citocina também promove a troca de isotipo de imunoglobulinas para anticopos
opsonizantes, como IgG2a em camundongo, que facilitam a fagocitose do bacilo
(SALGAME, 2005; FLYNN, 2004; COOPER et al., 1997; FLYNN et al., 1995;, FLYNN et al.,
1993). Camundongos deficientes de IFN-y quando infectados apresentam uma doenga mais
grave acompanhada de aumento na mortalidade em relagdo a animais selvagens (PEARL et
al., 2001; FLYNN et al., 1993; COOPER et al., 1993).

A IL-12 é uma citocina essencial para a diferenciacao de linfécitos T CD4+ em Th1
(doinglés, T helper), produtores de IL-2, IFN-y e TNF-B. Experimentos in vitro mostram que
a IL-12 é secretada logo apés a fagocitose do bacilo por macréfagos e células dendriticas
(FLYNN et al., 2003; TRINCHIERI, 2003; HENDERSON et al., 1997; LADEL et al., 1997). A
administragédo de IL-12 recombinante a camundongos BALB/c, previamente infectados com
o bacilo, aumentou a sobrevida desses animais (FLYNN et al, 1995). Além disso,
camundongos deficientes de IL-12 sdo mais susceptiveis a TB (COOPER et al., 1997a).

Estudos realizados em populagdes humanas mostraram que a mutagcdo no gene que



codifica a subunidade p40 da IL-12 ou no gene que codifica o receptor para esta citocina
aumenta a susceptibilidade as infeccées micobacterianas (OTTENHOF et al., 1998).

Além da IL-12, trabalhos da literatura ressaltam o papel do TNF-a na formagéao e
manutencdo dos granulomas em camundongos e humanos (FLYNN & CHAN, 2005).
Camundongos deficientes de TNF-a ou do receptor para esta citocina apresentaram defeito
na formacao de granulomas apés a infeccao com M. tuberculosis (SAUNDERS et al., 2005;
BEAN et al, 1999; FLYNN et al, 1995). Em camundongos com infec¢do cronica, a
neutralizagdo do TNF-a resultou na desorganizagdo estrutural do granuloma, aumento da
patologia e morte dos animais (MOHAN et al, 2001). Em humanos, foi observado o
aumento da susceptibilidade a TB apo6s bloqueio da agdo do TNF-o apdés o uso de
anticorpos monoclonais anti-TNF-a para o tratamento da artrite reumatdide (FELDMANN &
MAINI, 2001; RHOADES et al., 1995).

Por outro lado, a producdo exacerbada de outras citocinas como IL-4 e IL-10
resulta na dificuldade em controlar a infeccao micobacteriana.

A IL-10 é uma citocina produzida por macréfagos e células dendriticas apds
interacdo com alguns componentes da micobactéria. Além disso, linfocitos T ativados
também produzem IL-10. Essa citocina modula negativamente a resposta inflamatéria e
inibe a proliferagao de células T, a produgéo de IL-12 e IFN-y (ROJAS et al., 1999; YSSEL &
de VRIES, 1993; De WAAL MALEFYT et al., 1991; FIORENTINO et al., 1991). A IL-10
também regula negativamente a expressdo de moléculas coestimulatérias e de classe | e |l
do MHC na superficie de APCs, além de inibir a produgdo de TNF-o e de Oxido nitrico
(TURNER et al., 2002; ROJAS et al., 1999; CHADBAN et al., 1998; FLESCH et al., 1994; De
WAAL MALEFYT et al.,, 1991). Camundongos deficientes de IL-10 apresentam aumento na
imunidade contra a micobactéria associado a reducdo do numero de bacilos no pulméo
(MURRAY & YOUNG, 1999). Confirmando o papel imunomodulador desta citocina, animais
transgénicos que expressam niveis aumentados de IL-10 sdo mais susceptiveis a TB em

relagdo a camundongos selvagens (TURNER et al., 2002).
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A IL-4 é uma citocina caracteristica da resposta imune de padrdo Th2. Embora
alguns trabalhos mostrem que a deficiéncia de IL-4 ndo interfere na progressao da TB, essa
citocina possui um efeito deletério para a resposta imune do hospedeiro contra o bacilo
(revisto por ROOK, DHEDA & ZUMLA, 2005; NORTH, 1998). A transferéncia de células T
produtoras de IL-4 para camundongos infectados agravou a doenca nos animais (WANGOO
et al., 2001). Além disso, em camundongos BALB/c, a presenca de TNF-a tornou-se toxica
quando mais de dez por cento das células no local da infeccdo sao produtoras de IL-4
(ROOK et al., 2004; HERNANDEZ-PANDO & ROOK, 1994). A progressao da TB humana é
acompanhada por aumento na producdo de IL-4 secretada por células T CD4+ e CD8+.
Além disso, parece haver uma correlagéo entre 0 aumento nos niveis dessa citocina com a
severidade da doenga (SMITH et al., 2002; LIENHARDT et al., 2002; VAN CREVEL et al.,
2000; SEAH, SCOTT & ROOK, 2000).

Dentro deste contexto, a compreensdo da regulacdo da reposta imune durante a
infec¢gdo natural pode auxiliar no desenvolvimento de estratégias, como novas vacinas e
imunoterapias, que permitam intervir na resposta contra M. tuberculosis. Em sintese, uma
nova vacina contra a TB devera estimular uma resposta imune, com inducao de linfocitos T
CD4+ e T CD8+ de memdéria, mais potente que a induzida pela infeccao natural, sendo esta
resposta associada com a produgcdo de IFN-y, IL-12, TNF-a, entre outros mediadores
soluveis ou expressos na superficie celular, que estejam relacionados com a inducao de
respostas mediadas por células. Além disso, é preciso que haja producdo de citocinas
regulatérias, como a IL-10, para que a forte resposta celular induzida ndo provoque lesdes,

OU Mesmo necrose, no tecido pulmonar.

Desenvolvimento de novas vacinas contra tuberculose
O desenvolvimento de uma cepa atenuada de Mycobacterium bovis, que provoca a
TB bovina, por Calmette e Guérin no Instituto Pasteur em 1921, representou a descoberta

de uma vacina para a TB humana (MARTIN, 2005; BLOOM et al., 1999; GRANGE et al.,
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1993). Estima-se que mais de 2,5 bilhdes de pessoas ja tenham sido vacinadas (MARTIN,
2005).

Esta vacina apresenta uma série de vantagens considerando-se uma populagéao de
individuos imunocompetentes. E uma preparagdo vacinal segura e, como imunégeno,
estimula o desenvolvimento de memdéria imunoldgica de longa duracgéo, variando de 5 a 50
anos, apenas com uma dose unica de administragdo. Pode ser administrada ao nascimento,
apresenta estabilidade ao calor na forma de vacina viva liofilizada e, sobretudo, é uma
vacina cuja produgao requer baixo custo (MARTIN, 2005; O'DONNELL, 1997). Além disso,
o BCG protege contra as formas mais graves de TB durante a infancia, TB extrapulmonar e
meningite, e também contra a hanseniase (MARTIN, 2005).

Entretanto, a eficacia do BCG pode variar de 0 a 80%, dependendo da populagéo
estudada (COLDITZ et al., 1994). A variabilidade na protecao conferida por essa vacina esta
associada a varios fatores: o contato prévio com micobactérias ambientais, principalmente
nas regides tropicais, as caracteristicas genéticas das diferentes populagdes vacinadas, o
fato do BCG ser produzido por laboratérios de diferentes paises, além do fato dessa vacina
estar sendo mantida em cultura ha muitos anos, o que acarretou a perda de segmentos
génicos que poderiam ser imunogénicos (MARTIN, 2005; BRITTON & PALENDIRA, 2003;
VON REYN & VUOLA, 2002; BRANDT et al., 2002; HESS & KAUFMANN, 1999). Além
disso, a vacina BCG interfere nos testes de sensibilidade para deteccdo da doenca, nao
apresenta protecao adicional com a administracao de reforcos da vacina e nao é totalmente
segura para individuos com AIDS, por ser uma vacina constituida de microorganismos vivos
(BRITTON & PALENDIRA, 2003; HESS & KAUFMANN, 1999).

Dessa forma, nos ultimos 8 anos, mais de 170 vacinas experimentais contra a TB
foram testadas em modelos animais, muitas das quais encontram-se em fases de ensaio
clinico (REED & LOBET, 2005; GINSBERG, 2002). Essas estratégias de imunizacao
baseiam-se no uso de vacinas constituidas de microorganismos vivos recombinantes ou de

vacinas de subunidades.

12



Vacinas de microorganismos vivos

As primeiras tentativas para o desenvolvimento de uma vacina contra TB
envolviam o uso de microorganismos atenuados ou mortos (SMITH, 1985). Embora
estimulassem a geracao de meméria imunolégica de longa duracao, nao foram eficientes,
pois induziam uma intensa resposta inflamatéria, prejudicial ao hospedeiro. No periodo de
1950 a 1975, outras tentativas basearam-se em componentes da parede celular de
micobactérias. No entanto, estes componentes geravam uma resposta inflamatoéria
inespecifica e a eficacia de longa duracao destas preparacdes passou a ser questionada
(ORME, 1988).

As vacinas compostas de microorganismos vivos sdo uma alternativa interessante
de imunizacao, pois induzem uma resposta imunolédgica celular e humoral, que pode ser de
longa duracao. Além disso, ndo necessitam de adigdo de adjuvante uma vez que 0s proprios
componentes da bactéria possuem este papel. No entanto, oferecem alguns riscos, como
reversao de viruléncia ou possivel inducdo de patologia mediante situagbes de
imunossupressao.

Dessa forma, avancos nos campos da bioinformatica e da microbiologia molecular,
juntamente com informagdes sobre o genoma das micobactérias, permitiram a atenuacao
direcionada das bactérias. Essas micobactérias atenuadas sao cepas mutantes de uma
bactéria virulenta que sofreram alteragdo em seu genoma de forma a deixarem de ser
patogénicas (VON REYN & VUOLA, 2002). Além disso, essas tecnologias possibilitaram o
desenvolvimento de microorganismos auxotroficos e recombinantes.

As bactérias auxotréficas sdo microorganismo que possuem uma alteragdo em um
determinado elemento de uma via metabdlica vital. Dessa forma, sobrevivem por curtos
periodos no hospedeiro, mas o suficiente para induzir uma resposta imune protetora. Este
tipo de vacinacao representa uma estratégia interessante para individuos imunossuprimidos.
Existem diversas vacinas constituidas de M. tuberculosis auxotréfico, como é o caso das
cepas panCD (Pantotenato auxotréfico), leuD (Leucina auxotréfico), purC (Purina

auxotréfico), proC (Prolina auxotréfico) e trpD (Triptofano auxotéfico) (SAMPSON et al.,
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2004; BRITTON & PALENDIRA, 2003; SAMBANDAMURTHY et al., 2002; SMITH et al.,
2001; HONDALUS et al., 2000; JACKSON et al., 1999).

Outra estratégia de imunizacédo envolve o uso de BCG recombinante. Neste caso,
sdo inseridos na micobactéria genes que passam a expressar determinadas proteinas.
Essas proteinas podem ser citocinas inflamatérias, como a IL-12, ou antigenos
imunodominantes de M. tuberculosis (MARTIN, 2005; REED & LOBET, 2005; ROOK,
DHEDA & ZUMLA, 2005; e WILLIAMS et al., 2005). Entre as varias cepas de BCG
recombinante encontram-se: o rBCG30, que expressa o antigeno 85B (Ag85B) de M.
tuberculosis; o BCG RD1, uma cepa de BCG na qual foram inseridos genes do complexo
RD1 de M. tuberculosis e o BCGAure-Hly que expressa a proteina listeriolisina de Listeria
Monocytogenes e é deficiente da enzima uerase (HORWITZ & HARTH, 2003; PYM et al.,

2003; HORWITZ et al., 2000; GRODE et al., 2005).

Vacinas de subunidades

As vacinas de subunidades consistem no uso de um ou mais componentes da
micobactéria. Esses componentes podem ser elementos da parede do bacilo, filtrados de
cultura ou moléculas secretadas, como proteinas, carboidratos, lipoglicoproteinas e
glicolipideos (revisto por REED & LOBET, 2005). As estratégias utilizadas para a
administracdo das vacinas de subunidade envolvem desde a simples injecdo do antigeno
acrescido de adjuvante, até o uso de vacinas génicas.

Com a descoberta de técnicas de manipulacdo do DNA recombinante, o genoma
de M. tuberculosis foi identificado, possibilitando a caracterizagdo de inUmeros antigenos
imunogénicos, e até mesmo imunodominantes, que se revelaram candidatos promissores
para o desenvolvimento de vacinas contra a TB (COLE et al., 1998). Dentro deste contexto,
as vacinas de subunidades testadas contra TB, apesar de serem consideradas seguras,
exigiam alto custo de producdo. Além disso, este tipo de formulacdo revelou-se pouco
imunogénico, sendo necessaria a administracdo doses adicionais, ou reforgos, além da

utilizacao de adjuvantes eficazes que promovessem o desenvolvimento de resposta celular.
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Neste ponto, encontra-se a maior desvantagem das vacinas de subunidades na profilaxia de
infeccbes provocadas por patdgenos intracelulares. A administracdo de uma vacina de
subunidade acrescida dos adjuvantes disponiveis estimula preferencialmente a ativacao de
linfocitos T CD4+, que poderéo se diferenciar em Th1 ou Th2, resultando na ativagdo de um
padrédo de resposta mista, humoral e celular.

Como se sabe, 0 sucesso das vacinas inativadas ou de subunidades disponiveis
atualmente baseia-se na sua capacidade de induzir memaria imunolégica de longa duragéao.
No entanto, a induc¢ao destas respostas de longa duragédo associa-se a ativagdo da resposta
humoral, que € eficiente na eliminacdo de bactérias extracelulares e na neutralizagdo de
virus. Para patégenos intracelulares, cujo controle da infeccdo requer a ativacao de
mecanismos mediados por células, ainda ndo existem vacinas eficientes disponiveis, com
excegao as vacinas virais atenuadas.

Uma nova forma de vacinagéo, usando o DNA que contém o gene para o antigeno
de interesse, tem sido bastante explorada na ultima década, pelo fato de estimular tanto a
resposta humoral quanto a celular. Essas vacinas mimetizam os efeitos das vacinas vivas
atenuadas por possibilitarem a geragdo de antigenos enddgenos, e conseqientemente, a
ativacdo dos linfécitos T CD8+; atuam como adjuvante da resposta celular devido aos
motivos CpG (GURUNATHAN, KLINMAN & SEDER, 2000). As vacinas de DNA foram e
continuam a ser testadas em uma série de modelos de infeccdo experimental em
camundongos e também em primatas ndo humanos, além de ensaios de fase clinica |
(BAROUCH et al., 2000; WANG et al., 1998; MANICKAN et al., 1995).

O Centro de Pesquisas em Tuberculose da Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto (CPT-FMRP-USP) estuda, tanto na area de pesquisa quanto na &rea de
desenvolvimento, uma vacina de DNA baseada no gene que codifica a proteina de choque
térmico de 65 kDa (hsp65) de Mycobacterium leprae. Esta vacina constitui-se do plasmideo
pcDNA3, que contem um gene para resisténcia a ampicilina, no qual foi clonado o gene da
hsp65 (pcDNA3-hsp65). Quando administrada por via intramuscular em camundongos

desafiados com M. tuberculosis ou previamente infectados com os bacilos por via
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endovenosa, a vacina DNA-hsp65 apresentou efeito profilatico e terapéutico,
respectivamente (LOWRIE et al,, 1999; BONATO et al., 1998). O efeito profilatico desta
vacina de DNA estava associado com a produgéo de IFN-y por linfécitos T CD4+ e T CD8+
que expressavam altos niveis do receptor de adesdo CD44, além da atividade citotdxica,
sendo o efeito protetor semelhante ao conferido pela vacina BCG (SILVA et al., 1999;
BONATO et al,, 1998). Utilizando um modelo de infec¢do intratraqueal, que se aproxima
mais da via natural de infecgdo no homem, também foi avaliado o efeito terapéutico da
vacina DNA-hsp65. Verificou-se uma reducéao significativa no niumero de UFC nos pulmdes
dos animais infectados e tratados com DNA-hsp65 que também apresentaram maior
producdo de IFN-y e TNF-o e maior preservacao do parénquima pulmonar em relagdo aos
animais infectados e nao tratados com DNA-hsp65 (BONATO et al., 2004).

Outras vacinas de DNA que codificam diversos atigenos de M. tuberculosis como
os antigenos 85B, 85A, MPT64, ESAT-6, Mtb72f, proteina de 38kDa, estdo sendo testadas
em modelo murino (LANGERMANS et al., 2005; ZHU, JIANG & LUO, 2005; LUO et al.,
2004; BRANDT et al., 2004; SKEIKY et al., 2004; TSENOVA et al., 2003; FONSECA et al.,
2001; BRANDT et al., 2000).

Entretanto, parece que a eficacia protetora das vacinas de DNA em animais de
pequeno porte, como 0s camundongos, nao corresponde a protecdo esperada quando
determinadas preparagdes foram testadas em animais de maior porte, como os primatas
nao humanos (revisto por ORME, 2003 e 2005).

No sentido de otimizar as estratégias de vacinagdo, um novo conceito de
imunizacdo descrito recentemente € a imunizacdo heteréloga ou “prime boost”. Nesta
estratégia, os animais recebem a primeira imunizacao (“prime”) com uma vacina atenuada
recombinante, que pode ser um vetor viral recombinante ou bactéria recombinante. Apds o
“prime”, o individuo recebe um reforco (“bost”), que é uma segunda imunizagdo com o
antigeno administrado por outra via, ou numa formulagédo diferente do “prime” (revisto por

MARTIN, 2005; ANDERSEN & DOHERTY, 2005).
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O uso de proteinas recombinantes também mostrou resultados promissores na
protecdo contra TB. Langermans e colaboradores (2005) descreveram que a imunizacao de
camundongos e também de primatas ndo humanos com a proteina de fusdo ESAT-6/Ag85B
conferiu protecdo contra TB (LANGERMANS et al, 2005; OLSEN et al., 2001). Outro
candidato a vacina contra TB é o antigeno Mtb72f, uma combina¢cdo dos antigenos
secretados Mtb32 e Mitb39, que quando acrescido do adjuvante AS02A mostrou efeito
protetor em modelos de TB experimental com camundongos, cobaias, coelhos e primatas

nao humanos (BRANDT et al., 2004; SKEIKY et al., 2004; TSENOVA et al., 2003).

Proteinas de filtrado de cultura de M. tuberculosis

Um fato importante a ser ressaltado em relagdo as vacinas de subunidades € que a
maior parte das proteinas utilizadas nessas formulagdes, e que conferem protecdo contra
TB, sao proteinas secretadas por M. tuberculosis.

Ha alguns anos, varios grupos de pesquisa estudam a propriedade imunogénica
dessas proteinas. Diversas fragbes foram caracterizadas por diferentes grupos de pesquisa.
Entre elas encontram-se proteinas altamente imunogénicas, imunodominantes.

Dessa forma, as proteinas secretadas por micobactérias vivas representaram uma
estratégia promissora para o desenvolvimento de vacinas contra TB. Essas proteinas sédo
descritas como CFP (do inglés, Culture Filtrate Proteins). Alguns estudos mostraram que
estas preparagdes foram capazes de conferir protecdo, quando administradas em presenga
de adjuvante, contra desafio subseqiiente com M. tuberculosis (ANDERSEN, 1994), embora
outros estudos descrevessem que a protecdo ndo seria de longa duragdo como aquela
induzida pelas vacinas vivas (ROBERTS et al., 1995).

O primeiro trabalho descrito mostrou que uma vacina baseada em CFP e adjuvante
DDA (Dimethyldioctadecil Ammonium Bromide) induziu nivel de protecado comparavel a da
vacina BCG (ANDERSEN, 1994). Em trabalho anterior deste mesmo grupo, foi mostrado
que células T associadas com protegcdo contra TB experimental eram direcionadas

principalmente contra proteinas constituintes da preparacdo CFP (ANDERSEN & HERON,
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1993). A imunizagdo com CFP em modelo experimental de TB com cobaias também induziu
resposta celular e protecdo contra a doenca (BEHAR et al., 1999).

A partir da década de 90, com as primeiras evidéncias sobre a protecdo conferida
por esses antigenos, surgiram diversos trabalhos com o uso de formulagdes vacinais
baseadas em proteinas secretadas por M. tuberculosis (BRANDT et al., 2000; ROBERTS et
al., 1995; ANDERSEN, 1994; ANDERSEN & HERON, 1993; HUBBARD, FLORY &
COLLINS, 1992). Nesses estudos foram empregados diferentes esquemas de imunizacao
envolvendo o uso de diversos adjuvantes, como DDA, MPL (Monofosforil Lipidio A), DMT
(Dimicolato de trealose), AIF (Adjuvante Completo de Freund) e citocinas (revisto por
BRITTON & PALENDIRA, 2003; BRANDT et al., 2000; ROBERTS et al., 1995; ANDERSEN,

1994; ANDERSEN & HERON, 1993; HUBBARD, FLORY & COLLINS, 1992).

Adjuvantes

Além do tipo de antigeno administrado, a definicdo da natureza da resposta imune
induzida é determinada pela escolha do adjuvante empregado na vacinagdo. Existem
apenas trés adjuvantes liberados para uso clinico: o Hidréxido de Aluminio, empregado na
maior parte das vacinas (BUDDLE et al., 2002; BREWER et al., 1999); o MF59, que é uma
emulsdo de 6leo em agua empregada para vacinas contra influenza (PODDA & DEL
GIUDICE, 2003), e os virossomos, que sao estruturas similares a lipossomos contendo
proteinas virais, também empregado em vacinas contra influenza e hepatite (HUCKRIEDE
et al., 2003). O grande empecilho é que esses adjuvantes liberados para uso em humanos
promovem o desenvolvimento de uma resposta imune Th2. Para modelos experimentais
existem varios adjuvantes capazes de desencadear resposta celular Th1, contudo, em funcao
da sua elevada toxicidade, esses adjuvantes nao sao liberados para uso humano.

Diversos adjuvantes empregados em modelo animal encontram-se em fase de testes
para uso clinico. Esses adjuvantes sao: CAP (do inglés Calcium Phosphate Nanoparticles);
LTKS2, Lipovac, AS2, IC31, Montanide, ISCOM (do inglés, Immunostimulating Complexes) e

OM-174 (revisto por DOHERTY & ANDERSEN, 2005). Com excegao do CAP e do Montanide,
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os demais adjuvantes tém sido testados em modelos de TB por induzirem uma resposta Th1.
O LTK63 é uma toxina modificada proveniente de Escherichia coli inicialmente testada em
voluntarios como uma vacina contra influenza (PEPPOLONI et al., 2003). O Lipovac € uma
emulsdo estavel contendo DDA e DMT, também chamado de fator corda, e tem mostrado
grande eficacia e seguranga em modelos animais (HOLTEN-ANDERSEN et al., 2004). O AS2
€ uma emulsdo de 6leo em agua contendo o 3-deacetil-monofosforil-lipideo A (MPL),
proveniente de Salmonella enterica, e uma saponina purificada da casca da arvore Quillaria
saponaria (Quil-A) (TIBERIO et al., 2004). O ISCOM € uma formulagéo da saponina Qui-A,
colesterol, fosfolipideos e proteinas. O OM-174 é um lipideo A de E. coli sintético, detoxificado
e modificado (MOREIN et al, 1999). E finalmente, o IC31 €& uma mistura de
oligodeoxinucleotideos (ODN) e aminodcidos policatibnicos, que protegem os ODNs de
degradacéao, e assim como os demais adjuvantes citados, desencadeiam uma forte resposta
Th1 (MATTNER et al., 2002; LINGNAU et al., 2002)

Os ODN:s sintéticos sao testados em modelo animal ja ha alguns anos. Esses ODNs,
também descritos como motivos CpG (CpG-ODNs), sdo definidos como sequéncias de fita
simples de DNA contendo uma citosina € uma guanina (motivo CG) ndo metiladas,
flanqueadas por duas bases purinas na extremidade 5 e duas bases pirimidinas na
extremidade 3’ (GURUNATHAN, KLINMAN & SEDER, 2000; CHU et al., 1997; BIRD, 1986).
Os motivos CpG sao encontrados na natureza em DNA de células procariéticas e séo
caracterizados como um tipo de PAMP (do inglés Pathogen Associated Molecular Pattern) por
serem reconhecidos por TLR9, que por sua vez é classificado como um PRR. Os PRRs
geralmente encontram-se expressos em células da resposta imune inata e reconhecem
moléculas (PAMPs) que atuam no sentido de “alertar” o sistema imune para iniciar uma
resposta. O TLR9 interage com os motivos CpG no reticulo endoplasmatico das células e
desencadeia um sistema de sinalizagdo intracelular via MyD88 e NF-kB. Esta cascata
bioquimica de ativagédo induz o aumento da expressao de moléculas de classe Il do MHC e de
moléculas coestimulatérias, como CD80 e CD86, CD40, e secrecao de citocinas, como IL-12 e

IL-6 por monécitos e macrofagos e de IFN-y indiretamente por células NK, devido a sintese de
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IL-12 (GURUNATHAN, KLINMAN & SEDER, 2000; KRIEG, Yi & HARTMANN, 1999; CHU et
al., 1997). Chu e colaboradores demonstraram que a imunizacdao de camundongos BALB/c e
B10.D2 com HEL (do inglés Hen Egg Lysozyme) acrescido de Adjuvante Incompleto de
Freund levou a producéo de IL-5 por células de baco cultivadas na presenca do antigeno HEL.
Quando esses animais foram imunizados com HEL e AIF acrescidos de motivos CpG, houve
um aumento significativo da producéo de IFN-y e IL-12 por células de baco estimuladas com
HEL (CHU et al., 1997). Estes dados sugerem que a administracao de motivos CpG in vivo
pode levar a um direcionamento da resposta para um padrdo celular, pelo fato dessas
seqlUéncias comportarem-se como um adjuvante para indugdo de resposta imune de padréo
Thi.

Atualmente, foram sintetizadas e patenteadas classes distintas de seqUéncias CpG
capazes de estimular tipos especificos de células do sistema imune. A seqliéncia CpG tipo “A”
ativa a maturacao de células APCs, induz a secrecdo de IFN-o por células dendriticas
plasmocitéides, producao de TNF-a por plasmacitos e ativa células NKT a produzirem IFN-a e
IFN-y . A sequéncia CpG descrita como tipo “B” é capaz de ativar a proliferagéo e secregao de
citocinas por linfécitos B e por células dendriticas plasmocitéides (KRIEG, 2002; VERTHELY!
et al., 2001; HARTMANN et al., 2000). Ja a sequéncia CpG tipo “C” estimula a secrec¢ao de IL-
6 por linfocitos T e de IFN-a por células dendriticas plasmocitéides (HARTMANN et al., 2003;
MARSHALL et al., 2003). Além disso, as existem seqgliéncias sintetizadas capazes de ativar
especificamente células de camundongo enquanto que outras sdo especificas para células
humanas (KLINMAN et al., 2001).

Nesse sentido, a utilizacdo de seqliiéncias CpG parece promissora na tentativa de
modular a ativagdo da resposta imune frente a uma preparagdo antigénica usada como
estratégia profilatica contra TB. Como as proteinas secretadas por M. tuberculosis apresentam-
se como antigenos importantes na resposta imune contra a TB, a adi¢do do adjuvante CpG as

proteinas CPF podem representar uma estratégia interessante na formulacdo de uma nova

vacina contra TB.
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2. OBJETIVOS

Objetivo Geral:
Este trabalho teve como objetivo avaliar a eficdcia do adjuvante CpG-ODN em
potencializar a imunogenicidade dos antigenos secretados por M. tuberculosis, como

estratégia de vacinacao na TB experimental.

Objetivos Especificos:

A- Padronizacao dos esquemas de imunizagcdo com PFC e motivos CpG.

B- Caracterizagdo da indugé@o de ativagdo da resposta imune pelo esquema de
imunizacao proposto através da avaliacao da producao de citocinas por células do baco e
deteccéao de anticorpos séricos.

C- Avaliacao da eficacia protetora do esquema de imunizacao através do desafio
com M. tuberculosis.

D- Caracterizagdo da resposta imune dos animais imunizados e posteriormente
desafiados através da producdo de citocinas no pulmao, do grau de diferenciacdo das
células pulmonares e da anadlise histoldgica, comparando-a ao grupo de animais apenas

infectados.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 — Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c, SPF (do inglés, Specific Pathogen Free),
fémeas com idade entre 6 e 8 semanas, provenientes do Biotério de Animais Isogénicos da
Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — FCFRP — USP. Apds o desafio
com cepa virulenta de Mycobacterium tuberculosis, os animais foram mantidos em
isoladores, em laboratério de biosseguranca nivel lll, adequado para a manipulagcao de

animais infectados com esta bactéria, com livre acesso a agua e racgao.

3.2 - Vacina Experimental

A vacina experimental foi constituida de proteinas secretadas por M. tuberculosis
(denominadas como PFC) acrescida de motivos CpG como adjuvante.

Os antigenos PFC (Proteinas de filtrado de cultura de M. tuberculosis) foram

cedidos pelo Dr. Gilles Marchal, do Instituto Pasteur — Paris, Franga.

3.2.1 - Andlise das proteinas em gel SDS-PAGE (SDS-polyacrylamide
gel eletrophoresis)

Para andlise do perfil das proteinas constituintes do filtrado de cultura de M.
tuberculosis foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida. Ap6és a montagem do
sistema, fez-se a selagem das placas de vidro com gel de Agarose (GIBCO BRL) a 1% e
adicionou 3 mL do gel de separacdo a 15% (o protocolo de preparo descrito a seguir).
Adicionou-se logo em seguida 1 mL de agua, que foi removida assim que ocorreu a
polimerizacdo do gel. Adicionou-se entdo 4 mL do gel de separacdo a 10% e, apds a

polimerizacéo, o gel de empilhamento.
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Gel de separacao 10% 15%

Agua destilada 1,25 mL 2mL
Tris HCI (Invitrogen) (1,5M pH 8,8) 1,25 mL 1,25 mL
SDS (JT Baker) 10% 50 uL 50 uL
Bis/acrilamida 30% (Sigma) 2,5mL 1,665 mL
Persulfato de aménio 10% (GIBCO) 25 uL 25 uL
TEMED (Ultra Pure, GIBCO) 20 uL 20 uL

Gel de empilhamento

Agua destilada 6,1 mL
Tris HCI (1,5M pH 8,8) 2,5mL
SDS 10% 100 pL
Bis/acrilamida 30% (Sigma) 1,3 mL
Persulfato de aménio 10% (GIBCO) 50 puL
TEMED (Ultra Pure, GIBCO) 10 pL

Apb6s polimerizacdo do gel, as amostras foram ressuspensas em tampao de
eletroforese 5 vezes concentrado (TrisBASE 5 M, 714 uL de 2-mercaptoetanol, 1,25 g de
SDS e 5 mL de glicerol) e aquecidas até fervura por 2 minutos. Foram analisadas varias
concentracdes de PFC: 1 ug, 5 ug, 10 ug e 25 pug. O material foi submetido a eletroforese
em tampao de corrida (Glicina 0,192 M, TrisBASE 0,025 M, SDS 0,1%, pH 8,3) por 2 horas
a 60 V, utilizando o aparelho da Life Tecnologies Inc., Modelo 250 (BRL). O padrao de 1Kb
Brench Mark™ Prestained Protein Ladder (Invitrogen Corp., Carlsbad, CA, USA) foi utilizado
como marcador de peso molecular e uma curva com diversas concentra¢cdes de soro
albumina bovina (Pierce, Rockford, IL,USA) (1 ng, 2 ng, 5 ug e 10 ug) foi utilizada para

quantificacdo das proteinas presentes nas bandas reveladas.
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Apos a eletroforese, o gel foi fixado e corado por impregnagdo com prata e a
visualizacdo das bandas foi feita no equipamento Image Master VDS (Hoefer Pharmacia
Biothech Inc. San Francisco, Califérnia, USA) com filtro amarelo (Keiko Co. Ltda). A imagem
foi digitalizada e analisada em programa computacional, Image Master VDS Software, capaz
de quantificar cada banda de acordo com o marcador de concentracédo (curva de BSA) e o

peso molecular do padréao.

3.2.2 - Adjuvantes

Oligodeoxinucleotideos

Oligodeoxinucleotideos, também descritos como motivos CpG, foram sintetizados
pela Invitrogen (Invitrogen Corp., Custom Primers — CA, USA) na escala de 1umol de acordo
com as sequéncias descritas a seguir, e contendo ligacao fosfotioato em todas as bases,
exceto na ultima.

Oligo CpG 1826: 5" TCC ATG ACG TTC CTG ACG TT 3’

Oligo CpG 2041: 5" CTGGTC TTTCTGGTTTTTTTC TGG 3°

Devido a sequéncia de pares de bases CG presentes, o oligo CpG 1826 possui
efeito imunoestimulatério para camundongos, ao contrario do oligo CpG 2041, usado como

controle negativo nos grupos experimentais.

Adjuvante Incompleto de Freund

O Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) (Gibco BRL) foi utilizado como controle
positivo nos grupos experimentais. O adjuvante foi preparado, de acordo com as orientacoes
do fabricante, homogeneizando-se a proteina diluida em solucdo de PBS e o adjuvante

numa proporcao de 1:1 até a aquisicao de uma emulsdo homogénea e consistente.
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3.3 - Imunizacoes e grupos experimentais

Os animais imunizados com PFC receberam 3 imunizagbes com intervalos de 7
dias, por via subcutanea na regido dorsal, ou por via intranasal. Foram administrados, em
cada dose, 50 pug de PFC juntamente com 50 ug de CpG 1826 ou CpG 2041, num volume
final de 100 uL ou entdo, 50 ug de PFC em 50 pL de PBS juntamente com 50 uL de AlF.
Como grupo controle, os animais receberam volume equivalente de PBS pelas vias

subcutanea ou intranasal.

3.3.1 - Grupos experimentais e delineamento

Grupo Imunizacao
Controle - PBS sc N&o imunizado (recebeu PBS por via subcutanea)
Controle - PBS in N&o imunizado (recebeu PBS por via intranasal)

PFC + CpG 1826 sc 50 nug de PFC+ 50 pg do oligo CpG 1826 — via subcutanea
PFC + CpG 1826 in 50 ug de PFC+ 50 ug do oligo CpG 1826 — via intranasal

PFC + CpG 2041 50 ug de PFC+ 50 pg do oligo CpG 2041 — via subcuténea
PFC + AIF 50 pg de PFC em Adjuvante Incompleto de Freund — via
subcutanea

Inicialmente foi avaliada a imunogenicidade das preparacgdes vacinais. Grupos de 5
camundongos BALB/c foram imunizados e, quinze dias apds a ultima dose da vacina, os
animais foram sacrificados. Foi coletado o soro para deteccao de anticorpos anti-PFC e o
baco para realizacdo de cultura e dosagem de citocinas produzidas mediante estimulagéo
com antigeno especifico.

Para a avaliacdo do desenvolvimento de resposta protetora, grupos de
camundongos BALB/c foram imunizados e desafiados com uma cepa virulenta de M.
tuberculosis 60 dias apés o final das imunizacoes. Setenta dias apdés o desafio, esses
animais foram sacrificados para dosagem de citocinas em homogenato do pulmao,
avaliagdo do fendtipo celular associado com memdria imunoldgica e ativagdo celular, e

determinagé&o do numero de UFC no pulmao.
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3.4 - Cultura das células do baco

A cultura das células de bago foi realizada de acordo com a metodologia descrita
por Bonato e colaboradores (2001). Em sintese, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e o baco foi coletado em 2 mL de meio RPMI-1640 Incompleto
(Sigma) e mantido em gelo. Em camara de fluxo laminar os bagos foram divulssionados, as
células obtidas contadas em camara de Neubauer e diluidas em meio RPMI-Completo
(Sigma) suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (GIBCO; Grand Island, NY, USA),
penicilina (100 uw/mL), estreptomicina (100 ug/mL) e gentamicina 10 pg/mL (GIBCO; Grand
Island, NY) para um concentragdo final de 5x10° células/mL. O volume de 1 mL da
suspensdo celular foi distribuido em cada pog¢o de placas de 24 pogos (Costar) para
posterior estimulo in vitro com 10 pg/mL de PFC, ou com 40 ug/mL do mitégeno
concanavalina A (conA). Estas concentragdes foram determinadas em experimentos
prévios. Apos 48 horas de cultura, os sobrenadantes foram coletados e armazenados a —

70°C para dosagem de citocinas por ELISA.

3.5 - Preparo do inéculo de M. tuberculosis para desafio

A preparacao do inoculo de M. tuberculosis H37RV (ATCC 27294) para infecgao foi
realizada a partir de uma aliquota de micobactérias congelada a —70°C (com viabilidade
superior a 85%). Duzentos microlitros dessa aliquota foram distribuidos em 10 mL de meio
Middlebrook 7H9 (DIFCO Laboratories, Detroit, MI, USA) enriquecido com Middlebrook
ADC™ (BD Biosciences, Spark, USA), e incubado por 7 dias a 37°C. A suspensdo de
micobactérias obtida foi centrifugada a 3220 x g por 20 minutos e o sedimento ressuspenso
em 2 mL de PBS estéril e agitado vigorosamente por 2 a 3 minutos em tubo contendo
pérolas de vidro, até adquirir aspecto homogéneo. A viabilidade da cultura foi verificada, de
acordo com a metodologia descrita por McDonough & Kress (1995), incubando-se por 10

minutos e a 37°C, 100 uL desta suspensdo de bactérias com 100 puL de diacetato de

fluoresceina, 2 ug/mL (Acros Organics, New Jersey, USA) e 100 uL de brometo de etidio,(10
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mg/mL (Sigma, St. Louis, MO, USA). A seguir, a suspensao de micobactérias foi observada
em microscopio de fluorescéncia modelo Aristoplan (Leitz Wetzlar, Germany). As bactérias
viaveis apresentam coloracdo verde enquanto as bactérias mortas coram-se com a solucao
de brometo, apresentando-se com uma coloracdo avermelhada. As suspensdées com
viabilidade superior a 85% foram filtradas e sua concentragdo acertada de acordo com a
escala n?1 de McFarland (1x10” bacilos/mL). Posteriormente, a concentragdo foi ajustada
para 1x10° bacilos/mL. Todos os procedimentos de cultura da micobactéria, preparo do

indculo e desafio dos animais foram realizados em laboratério de biosseguranga nivel lll.

3.6 - Desafio dos animais com M. tuberculosis

Cada animal foi desafiado com 100 L de suspens&o contendo 1x10° bacilos de M.
tuberculosis H37Rv por via intratraqueal, 60 dias ap6s a ultima imunizagdo. Para esse
procedimento, os animais foram previamente anestesiados com uma solucdo de
trioromoetanol (Acros Organics, New Jersey, USA) a 2,5% em PBS por via intraperitoneal.
Ap6s a anestesia, realizou-se o procedimento cirurgico para exposicao da traquéia e
inoculacdo da bactéria. Como controle experimental, foi acrescentado um grupo que

recebeu PBS por via intratraqueal em vez do desafio com a bactéria.

3.7 - Avaliacao do pulmao dos animais desafiados

Setenta dias ap6s o desafio, os animais foram sacrificados e os pulmdes coletados
e colocados em placas de petri estéreis contendo 2 mL de meio RPMI-1640 Incompleto
(Gibco BRL). Os pulmdes foram pesados e tiveram seus I6bulos separados para os diversos
procedimentos experimentais: o I6bulo superior direito foi colocado em um tubo contendo 10
mL de formol tamponado para posterior processamento e andlise histologica; os l6bulos
superior e inferior esquerdos foram coletados em tubos contendo 2 mL de RPMI-1640
incompleto e armazenados a —20°C para posterior detec¢do de citocinas; os lébulos inferior

e médio direitos foram coletados em placas de petri de 22 mm de didmetro (Corning, NY,
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USA) para obtencdo de células para andlise por citometria de fluxo e ensaio de protecéo

(UFC).

3.8 - Coleta, digestao e obtencao de células de pulmao

A obtencao das células do pulmao foi realizada de acordo com protocolo descrito
por Bonato et al (2004). Os lébulos inferior e médio esquerdos, destinados aos ensaios de
UFC e de citometria de fluxo, foram pesados, cortados em pequenos fragmentos e
transferidos para um tubo cénico (Falcon) de 50 mL contendo 15 mL da solucdo de
digestdo. Essa solugao foi preparada em meio de cultura RPMI-1640 incompleto contendo
0,5 ng/mL de Liberase (Liberase Blendzymez — Roche, Indianapolis, IN) e 25 U/mL de
Desoxiribonuclease | (Gibco BRL). Apds a adicdo da solucdo de digestao, os tubos foram
incubados a 37°C, sob agitagdo constante, durante 30 minutos. Apés a digestéo, as células
foram dispersas com auxilio de uma seringa de 10 mL e centrifugadas a 453 x g, por 10
minutos, a 4°C. O sedimento foi ressuspenso em 1 mL de RPMI-1640 incompleto. Uma
aliquota de 100 uL dessa suspenséo foi retirada para o protocolo de UFC e o restante foi
novamente centrifugado e o sedimento ressuspenso em 5 mL de meio RPMI-1640 contendo
10% de SFB para inibir a atividade da enzima liberase. As células presentes foram
separadas do restante da matriz digerida utilizando-se uma malha de ago inox (Nylex screen
— Sigma), seguida de lavagem da malha com mais 10mL de meio RPMI-1640. As células
obtidas foram centrifugadas a 453 x g, por 10 minutos, a 4°C, ressuspensas em 1 mL de
meio RPMI-1640 e contadas em camara de Neubauer. A concentracao final foi acertada
para 1x10” células/mL. Essas células foram utilizadas para avaliagdo da expressdo de

marcadores de superficie por citometria de fluxo.
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3.9 - Marcacao das células para citometria de fluxo

As populagdes de células do pulmdo de animais imunizados e desafiados foram
caracterizadas pela expressdao de marcadores de superficie utilizando anticorpos
monoclonais especificos conjugados a fluorocromos.

As células obtidas apds a digestdo do pulméo foram distribuidas em tubos de
poliestireno, 1x10° células em 100 pL por tubo, e incubadas durante 30 minutos, a 4°C, com
anticorpo anti-CD16/CD32 (Fc Block™- PharMingen), na concentragdo de 0,5 pg/10°
células. Esta incubacao visa minimizar as ligacdes inespecificas. Posteriormente, essas
células foram incubadas com os respectivos anticorpos monoclonais de interesse, de acordo
com a tabela abaixo, (0,5 — 0,75 ug de anticorpo/1x10° células) durante 30 minutos, a 4°C,
no escuro. Apos o tempo de incubagdo as células foram lavadas com 2 mL de PBS
contendo 2% de SFB, centrifugadas a 453 x g, 4°C, por 10 minutos e ressuspensas em 300
uL de PBS contendo 1% de formol (Nuclear) para a fixacdo das células. As preparacoes
celulares foram adquiridas em FACSort™ (Becton & Dickinson, San Diego, CA, USA).
Foram adquiridas 10000 células por tubo, analisadas através do programa Cell Quest, de
acordo com parametros de tamanho (FSC), granularidade (SSC) e intensidade de
fluorescéncia dos anticorpos marcados com ficoeritrina (PE) e isotiocianato de fluoresceina
(FITC). Inicialmente, foi determinada a populagédo de linfocitos, baseada nos parametros
FSCS e SSC, para deteccao das porcentagens de linfocitos T (CD4+ e CD8+) e Linfécitos B
(CD19+). Em seguida, avaliamos nessas populagdes a expressdao de CD18, através da
mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF), e de CD44, através da porcentagem de
células expressando CD44". Além disso, também foram delimitadas as populagdes de
macrofagos e células dendriticas, de acordo com os parametro de FSC e SSC, para
deteccao das porcentagens de macrofagos CD11b+ e células dendriticas CD11c+. Nestas
populacdes, avaliamos a expressao de CD86 e da molécula de classe Il do MHC através da
MIF e da porcentagem de macréfagos e ou células dendriticas expressando essas

moléculas.
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Todos os anticorpos foram adquiridos da PharMingen e utilizados de acordo com

as instrucdes do fabricante.

Marcacao
FITC PE
Isotipo controle IgG2a rato Isotipo controle IgG2a rato
Clone: R35-95 Clone: G155-178

CD3 — Clone: 145-2C11
CD4 — clone: RM4-5
CD18 —clone: C71/16
CD18 —clone: C71/16
CD18 —clone: C71/16
CD4 — clone: RM4-5
CD8 — clone: 53-6.7
CD19 —clone: 1D3
Isotipo controle 1gG2b rato
Clone: A95-1
CD11b —clone: M1/70
CD11c — clone: M1/70
CD11b —clone: HL3
CD11c —clone: HL3

CD19 —clone: 1D3
CD8 — clone: 53-6.7
CD4 —clone: H129.19
CD8 — clone: 53-6.7
CD19
CD44 —clone: IM7
CD44 — clone: IM7
CD44 — clone: IM7
Isotipo controle IgG hamster
Clone: A19-3
CD86 — clone: GL1
CD86 — clone: GL1
Classe Il — clone: AMS-32.1
Classe Il — clone: AMS-32.1

3.10 - Determinacao do numero de unidades formadoras de col6énia (UFC)

A partir da aliquota de 100uL do pulméo digerido foram feitas diluicbes em PBS de
10, 100, 1000 e 10000 vezes. As diluicées (100 uL) foram plagueadas em meio solido 7H11,
7H9 (DIFCO Laboratories, Detroit, Ml, USA) acrescido de agar bacteriol6gico (Difco),
adicionando-se 2 gotas de 50 uL em lados opostos da placa. As placas foram vedadas e
incubadas a 37°C por 28 dias. Apés o periodo de incubacao, as coldénias de micobactérias
foram contadas com auxilio de lupa (Leica Microsystems, ZOOM 2000). O numero de
colénias foi corrigido de acordo com as diluicbes e 0 peso dos pulmdes e expresso em Log1o

do nimero de UFC por grama de pulmao.
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3.11 - Deteccao de citocinas

A deteccao de citocinas foi realiza no sobrenadante de cultura de células do bago
dos animais imunizados e no homogenato do pulmao dos animais imunizados e desafiados.

Para a detecgéo das citocinas presentes no pulmao dos animais, foram coletados
os lobulos superior e inferior esquerdos e colocados em um tubo contendo 2 mL de meio
RPMI-1640 incompleto, pesados e armazenados a —20°C. Os I6bulos foram descongelados
e homogeneizados com auxilio de homogeneizador mecéanico, modelo Ultra-Turrax T8 (IKA-
WERKE), centrifugados a 3220 x g por 15 minutos a 4°C. O sobrenadante foi coletado e
armazenado a —70°C para posterior detec¢cdo de citocinas por ELISA (Enzyme —Linked

Immunosorbent Assay).

3.12 - Ensaio Imunoenzimatico ELISA para deteccao de citocinas

A produgdo de citocinas sobrenadante de cultura de bagco e em homogenato de
pulmao foi avaliada por ELISA. Placas de 96 pocos de poliestireno (Maxisorp Nunc-Immuno
Plates, Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com 100 puL da solugcdo de anticorpo
monoclonal purificado especifico para a citocina de interesse (PharMingen, San Diego, CA,
USA - citados na tabela abaixo), diluido em tampao de ligacao (Na,HPO, 0,1 M, pH 9,0)
numa concentracao final de 1 ug/mL. As placas foram incubadas a 4°C durante uma noite e
posteriormente lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 (Vetec Quimica Fina Ltda) e
blogueadas com 200 uL/po¢o com uma solugao de PBS contendo 10% de Soro Fetal Bovino
(Gibco BRL) (PBS/SFB 10%). Apos incubagdo por 1 hora, a temperatura ambiente, as
placas foram novamente lavadas. As amostras foram adicionadas, 100 uL/pogo, juntamente
com a curva padrao de citocina recombinante, diluida na base 2 em PBS/SFB 10% / Tween
0,05%, e incubadas por uma noite, a 4°C. Apds lavagem, foi feita incubagéo por 1 hora, a
temperatura ambiente, com anticorpo monoclonal conjugado com biotina especifico para a
citocina de interesse (PharMingen, San Diego, CA, USA), adicionando-se 100 ulL/poco do

anticorpo diluido em PBS / SFB 10% / Tween 20 0,05% numa concentragdo final de
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0,5 ug/mL. Decorrido o periodo de incubacdo, procedeu-se mais uma etapa de lavagem e
adicionou-se 100uL/poco de solugdo de avidina biotina peroxidase StrepAB kit™, diluida
1000 vezes (Dako, Carpinteria, CA, USA) e incubou-se por 30 minutos a temperatura
ambiente. As placas foram reveladas pela adigdo do substrato OPD (Sigma, St. Louis, MO,
USA) ap6s procedimento de lavagem. A reagéao foi finalizada pela adigédo de 50 pL/pogo de
acido sulfurico 16% (Merck & Co. Inc.). A leitura da absorbancia foi realizada em
espectrofotdmetro de placa (uQuant Bio-Tek Instruments Inc.) em 490nm. A determinacéao
das concentracdes das citocinas foi feita por interpolacdo dos resultados de absorbancia
obtidos nas amostras em relacdo aos da curva padrdo. Todos os anticorpos e citocinas
recombinantes foram adquiridos da PharMingen e utilizados de acordo com as instru¢gées do
fabricante. Os limites de detec¢do das citocinas foram: 78 pg/mL para IFN-y e IL-12, 39
pg/mL para IL-5 e 19,5 pg/mL para IL-4, IL-6 e IL-10. E o ponto mais concentrado da curva

para IL-5, IL-6, IL-10, e IL-12 foi de 10000 pg/mL e para IFN-y e IL-4 foi de 5000 pg/mL.

Anticorpo Purificado
IFN-y Clone: R4-6A2

Anticorpo Biotinilado
Clone: XGM1.2

Isotipo: IgG1 de rato

Isotipo: IgG1 de rato

IL-2 Clone: JES6-1A12 Clone: JES6-5H4
Isotipo: IgG2a de rato Isotipo: IgG2b de rato
IL-4 Clone: 11B11 Clone: BVD6-24G2
Isotipo: IgG1 de rato Isotipo: IgG1 de rato
IL-5 Clone: TRKF5 Clone: TRFK4
Isotipo: IgG1 de rato Isotipo: IgG2a de rato
IL-6 Clone: MP5-20F3 Clone: MP5-32C11
Isotipo: IgG1 de rato Isotipo: IgG2a de rato
IL-10 Clone: JES5-2A5 Clone: SXC-1
Isotipo: IgG1 de rato Isotipo: IgM de rato
IL-12/ Clone: 9A5 Clone: C17.8
p70 Isotipo: 1IgG2b de rato Isotipo: IgG2a de rato
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3.13 - Ensaio imunoenzimatico ELISA para deteccao de anticorpos anti-PFC

A produgédo de anticorpos especificos anti-PFC foi avaliada por ELISA a partir dos
soros pré-imunes e soros coletados duas semanas apés a ultima imunizacao. Placas de 96
pogos de poliestireno (Maxisorp Nunc-Immuno Plates, Rochester, NY, USA) foram
sensibilizadas com 100uL de solucao de proteinas, diluidas em tampao de ligagdo (Na,CO;
14,3mM e NaHCO; 10,3Mm pH 9,6) numa concentracao final de 2,5 ou 5 ug/mL. As placas
foram incubadas a 4°C durante uma noite e posteriormente lavadas com PBS contendo
0,05% de Tween 20 (Vetec Quimica Fina Ltda) e bloqueadas com 200 ulL/poco com uma
solucdo de PBS contendo 10% de Soro Fetal Bovino (Gibco BRL) (PBS/SFB 10%). Apdés
incubagéo por 1 hora, a 37°C, as placas foram novamente lavadas e as amostras (soros)
foram adicionadas, 100uL/ pogo diluidas 1:50, 1:100, 1:500 e 1:1000, e incubadas por 2
horas a 37°C. Apoés lavagem das placas, foi realizada incubagao por 1 hora, a 37°C, com
anticorpo monoclonal anti-lgG1 ou anti-lgG2a conjugados com biotina (PharMingen, San
Diego, CA, USA), adicionando-se 100 pL/pog¢o do anticorpo diluido em PBS/SFB10%/Tween
20 0,05% numa concentragéo final de 0,5 ug/mL. A solugédo de avidina biotina peroxidase
StrepAB kit™ (Dako, Carpinteria, CA, USA) foi adicionada (100 pL/poco) apés procedimento
de lavagem, sendo incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. As placas foram
reveladas pela adicdo do substrato OPD (Sigma, St. Louis, MO, USA) e a reacao foi
finalizada pela adicdo de 50uL/poco de acido sulfurico 16% (Merck & Co. Inc.). A leitura da
absorbéancia foi realizada em espectrofotdmetro de placa (uQuant Bio-Tek Instruments Inc.)
em 490nm. Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos da PharMingen e utilizados de

acordo com as instrugdes do fabricante.

3.14 - Deteccao de 6xido nitrico em homogenato de pulmao

A deteccdo da produgao de oxido nitrico (NO) foi avaliada através da dosagem de
nitrito (NO,) do sobrenadante do homogeneizado de pulmdo dos animais vacinados e

desafiados. Para a dosagem de nitrito, 100 puL de sobrenadante dos homogeneizados foram
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distribuidos em placas de 96 pocos e adicionado 100 puL do reagente de Greiss contendo
uma parte da solucdo estoque de NEED a 0,1% (Sigma, St. Louis, MO) e uma parte da
solucao estoque de sulfanilamida a 1% em acido fosférico (H;PO,). Para andlise quantitativa
das amostras, foi construida na mesma placa a curva padrdo contendo concentragbes de
nitrito de sodio variando entre 200 a 3 pM. Ap6s 5 minutos de incubagdo a temperatura
ambiente, a D.O. foi obtida em leitor de microplacas com filtro de 540 nm (uQuant Bio-Tek

Instruments Inc.).

3.15 — Histologia

Para a andlise histoldgica do pulméo dos animais desafiados, imunizados ou néo, o
l6bulo superior direito do pulmao de cada animal foi coletado e fixado em formol tamponado
com fosfato. Posteriormente esse material foi processado pela técnica Ana Maria Rocha, no
laboratério coordenado pelo Dr. Edson Garcia Soares, no Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Foram realizados os cortes histologicos (5 um) e
as laminas obtidas foram coradas com Hematoxilina e Eosina. Também foi realizada uma
coloracdo por Ziehl Nielsen, especifica para Bacilos Alcool Acido Resistentes (BAAR) para a
deteccdo de M. tuberculosis. As laminas foram analisadas por microscopia Optica pelo

patologista Dr.Edson Garcia Soares.

3.16 - Analise estatistica

Para realizagcao da analise estatistica utilizou-se o programa Prism 4.0. Foi feita a
analise de variancia (ANOVA) seguida do teste t ndo-pareado para comparar os dados entre
os diferentes grupos experimentais. Foram considerados significativos os valores com

p<0,05.
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3.17- Delineamento experimental
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4. RESULTADOS

4.1 - Analise das proteinas presentes no filtrado de cultura de M. tuberculosis

Para avaliacdo das diversas fracGes de proteinas presentes no filtrado de cultura
de M. tuberculosis (PFC), realizou-se uma eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 1).
Foram aplicadas no gel, além das amostras e do padrao de peso molecular, diferentes
concentracdes de BSA que permitiram a quantificacdo das fracées por meio de comparagao
da densidade das bandas obtidas com a curva de BSA (Tabela 1).

Como se pode observar na figura 1 e na tabela 1, com a adigdo de 1 ug de PFC na
canaleta (B), revelaram-se 3 bandas cada uma com peso molecular de aproximadamente
32-35 kDa (r11), 29-30 kDa (r12) e 9-10 kDa (r16), sendo esta ultima banda a de maior
densidade. Na canaleta C, que continha 5 ug de PFC, além destas trés bandas r11, r12 e
r16, revelaram-se outras quatro, cada uma com cerca de 70 kDa (r5), 54-56 kDa (r7), 40-41
kDa (r9) e 6 kDa (r17). Na canaleta D, referente a aplicacado de 10 ug de PFC, visualizou-se
mais uma banda, correspondente a 47 a 50 kDa (r8). Quando foram aplicados 25 ug de
PFC, visualizado no canaleta E, verificou-se que ocorreu apenas aumento da densidade das
bandas, ndo havendo revelacdo de nenhuma banda adicional. Sendo assim, com essa
concentracao de antigeno PFC, péde—se observar a presenca de fracées protéicas com

pesos moleculares entre 70 e 6 kDa.
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Figura 1: Perfil eletroforético da suspensao de PFC. Diferentes concentragbes de PFC
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE), corado com nitrato
de prata. Juntamente com as amostras, foi aplicado no gel um padréo de peso molecular de
6,7 a 179 kDa e uma curva de BSA de 1 a 10 pug. Canaleta A: padrao de peso molecular, B:
1 ug de PFC, C: 5 ug de PFC, D: 10 ug de PFC, E: 25 ug de PFC; F: 1 ug de BSA, G: 2 ug
de BSA, H: 5 ug de BSA, |: 10 ug de BSA. As diversas bandas marcadas correspondem aos
pesos moleculares descritos na tabela 1.
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Resultados

A B C D E F G H I
Padrao PFC 1pg PFC Sug PFC 10pug PFC 25ug BSA 1 BSA2 BSAS BSA10

Bandas | PM | [ug] PM [ug] PM [Lg] PM [Lg] PM [ug] PM | [ug] PM [ug] PM | [ug] | PM | [ug]

rl 179,300 0,063
2 120,000( 0,279

3 83,800] 1,018

r4 75,550] 1,677 74,257| 2,423 75,117| 4,790] 75,987| 8,362
r5 70,102] 1,553] 68,902] 2,013] 68,902 0,980

6 65,80030,024

7 56,446 0,846] 54,092] 0,711 54,555 0,876

r8 50,100] 3,408 47,727 0,610 47,727 0,642

9 41,263| 0,820 41,013] 1,094 41,013 1,823

r10 38,600] 3,936

rll 35,377| 0,463] 34,364] 1,093] 33,704] 0,903] 34,364 1,600

ri2 30,005 0,143] 30,005| 0,642 29,146| 0,460] 29,430 1,091

13 27,500] 2,578
rl4 20,500] 3,012
rl5 16,100] 2,845

rl6 9,832 2,605 9,832 3,128 9,308 2,826 9,308 3,892
rl7 6,700] 1,548 6,343 1,172 6,005 1,151 5,684 2,099
Total 48,712 3,211 9,253 9,769 13,002 1,677 2,423 4,790 8,362

Tabela 1: Perfil eletroforético da suspensao de PFC. Diferentes concentragdes de PFC (1, 5, 10 ou 25 ug, B, C, D e E respectivamente)
foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE). Juntamente com as amostras, foi aplicado no gel um padrao de peso
molecular (A) e uma curva de BSA (F, G, H e I). Os resultados da tabela correspondem ao peso molecular das bandas presentes nas amostras

e a concentragao de proteina presente em cada banda. PM = peso molecular da banda e [ug] = concentragao protéica na banda (em ug).
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4.2 - Padronizacao das imunizacoes com o antigeno PFC e o adjuvante CpG

Apos a identificacdo das fragbes protéicas presentes na suspensao de PFC, foi
realizada uma padronizacdo do esquema de imunizacdo dos animais. Para isto,
camundongos BALB/c foram imunizados com diferentes doses do antigeno PFC e dos
motivos CpG, o que permitiu a definicdo das concentragdes de antigeno e adjuvante a
serem utilizados nas imunizacées subseqlientes. Com base em dados da literatura
(ANDERSEN et al., 1994; HUBBARD et al., 1992; ROBERTS et al., 1995; LINDBLAD et al.,
1997), grupos de 3 animais receberam 3 imuniza¢des por via subcutdnea, com intervalos
semanais, com as seguintes concentracoes de PFC e CpG 1826: 25 ug de PFC + 30 ug de
CpG 1826; 50 ug de PFC + 30 ug de CpG 1826; 100 ug de PFC + 30 ug de CpG 1826; 50
ug de PFC + 50 ug de CpG 1826. Como controle, um grupo de animais foi injetado com
PBS.

Duas semanas apds a ultima imunizagdo, os animais foram sacrificados e realizou-
se a coleta dos soros para a dosagem de anticorpos anti-PFC e do baco para estimulacao in

vitro com o antigeno especifico.

4.2.1 — Deteccao de anticorpos anti-PFC

Em relagdo a producdo de anticorpos IgG1 e IgG2a (Figura 2) anti-PFC, os
diferentes protocolos de imunizacdo com PFC e adjuvantes empregados possibilitaram a
deteccao niveis aumentados de anticorpos anti-PFC das duas subclasses em relacdo aos
soros pré-imunes e aos do grupo controle (animais injetados com PBS). Entretanto, ndo
houve diferenca estatistica entre os grupos imunizados com as diferentes concentracoes de
PFC. Além disso, a sensibilizagdo das placas com 5 ou 2,5 ug/mL de PFC (dados nao
mostrados), também nao resultou em diferencas relevantes nos dados obtidos.

Apesar de nao ter havido diferenca estatistica entre os grupos imunizados, os
animais vacinados com 50 ug de PFC + 50 ug de CpG 1826 e com 100 pug de PFC + 30 ug

de CpG 1826 apresentaram niveis aparentemente mais altos de anticorpos IgG2a anti-PFC.
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Os mesmos animais imunizados com 50 pug de PFC + 50 ug de CpG 1826 apresentaram
menor produgdo de anticorpos IgG1 anti-PFC, enquanto as demais imuniza¢des

estimularam principalmente a producéo de IgG1 antigeno-especifica.
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Figura 2: Deteccdao de anticorpos IgG1l e IgG2a anti-PFC no soro de animais
imunizados com diferentes concentracoes de PFC e CpG 1826. Camundongos BALB/c
receberam trés imunizagbes por via subcutdnea com intervalos de 7 dias. Os diferentes
grupos (n=3) receberam 25, 50 ou 100 nug do antigeno PFC acrescido de 30 pug de CpG
1826 ou 50 ug de PFC acrescido de 50 pug de CpG 1826. Os animais do grupo controle
receberam PBS. Os niveis de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-PFC foram detectados por
ELISA nos soros dos animais (diluidos 50, 100, 500 € 1000 vezes) antes do inicio das
imunizagdes (pré-imune) e duas semanas apos a ultima imunizagéo. O ensaio de ELISA foi
realizado com sensibilizacao da placa com 2,5 ug/mL de PFC em tampéao de ligacdo. Os
resultados sdo representados pela média = desvio padrdo da densidade oOptica (DO) das
amostras de cada grupo (n=3). * p<0,05 em relacao aos grupos pré-imune e controle (PBS).
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4.2.2 Deteccao de citocinas em sobrenadantes de cultura de células do

baco

Quinze dias apds a ultima imunizagdo, as células do bago dos animais foram
cultivadas mediante diferentes concentragdes do estimulo especifico, 10, 5 ou 2,5 ug/mL de
PFC, ou do estimulo policlonal, 40 ou 4 ug/mL de concanavalina A (ConA). Quarenta e oito
horas apds o estimulo, os sobrenadantes foram coletados para dosagem das citocinas
IFN-v, IL-2, IL-4 e IL-10.

A comparacao dos niveis de IFN-y detectados nos diferentes grupos experimentais
nao mostrou diferenca estatisticamente significativa. Contudo, a imunizacdo com 50 ug de
PFC + 50 ug de CpG 1826 induziu niveis mais elevados dessa citocina, em relagdo aos
demais grupos, quando as células foram estimuladas com 10 e 2,5 pug/mL de PFC. Quando
o estimulo foi de 5 ug/mL de PFC, o grupo que recebeu 50 ug de PFC + 30 ug de CpG 1826
apresentou produgado maior que os demais grupos. Além disso, 0s grupos experimentais que
receberam 50 ug de PFC + 30 pug de CpG 1826, 100 ug de PFC + 30 ug de CpG 1826 e
50 ug de PFC + 50 ug de CpG 1826 apresentaram niveis de IFN-y mais elevados em
relagdo ao grupo controle (injetado com PBS) quando as células foram estimuladas com as
diferentes concentragdes do antigeno-especifico. O estimulo policlonal com 40 ug de ConA
induziu producéo signficativa de IFN-y em relagéo ao estimulo especifico (Figura 3).

Um unico animal do grupo que recebeu 50 ug de PFC + 30 ug de CpG 1826
apresentou nivel detectavel de IL-4, embora baixo, mediante estimulo especifico, enquanto
nenhum dos outros grupos apresentou produgdo desta citocina. Apenas o estimulo com
40 png/mL de ConA induziu niveis significativos em todos os grupos em relagéo ao estimulo
especifico PFC (dados nao mostrados).

Em relagdo a produgédo de IL-2, verificamos que células do bago de animais
imunizados com diferentes concentracoes de PFC e CpG secretaram niveis significativos de
IL-2 frente re-estimulagcdo antigeno-especifica em relagdo as células nao estimuladas in

vitro. Células do baco de animais que receberam PBS (grupo controle) apresentaram
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producdo espontanea de IL-2 similar a producao frente a estimulagdo antigeno-especifica. A
estimulacao policlonal com 40 ug/mL de ConA induziu niveis significativamente mais altos
de IL-2 em relagédo ao estimulo com 4 pg/mL de ConA e em relagdo ao estimulo especifico
em todos os grupos experimentais (Figura 4).

A estimulacdo das culturas com PFC resultou em producao significativa de IL-10
em relacdo as células ndo estimuladas de todos os grupos experimentais. Contudo, os
niveis foram mais elevados nos grupos de animais imunizados com PFC e CpG em relacao
ao grupo controle. Nao houve diferenca estatistica quando comparamos os diferentes
grupos mediante o estimulo com PFC. Além disso, a estimula¢do policlonal com 40 ug/mL
de ConA induziu niveis significativamente mais altos de IL-10 em relagdo ao estimulo com 4
ug/mL de ConA e ao estimulo especifico com PFC em todos os grupos experimentais
(Figura 4).

De acordo com os resultados apresentados nas figuras 2, 3 e 4, foi definida como
concentracdo a ser utilizada nos protocolos de imunizagdo: 50 pg de antigeno PFC
acrescidas de 50 pg do adjuvante CpG 1826. Esta concentragéo foi a que melhor estimulou
producdo de anticorpos lgG2a antigeno-especificos e IFN-y, embora também tenha
estimulado produgéo de IL-10.

Além disso, a concentracdo de 10 ug/mL de PFC para estimulagdo antigeno-
especifica in vitro mostrou-se mais eficiente na inducdo da producdo das citocinas

analisadas (Figuras 3 e 4), sendo portanto, definida para estimular as culturas.
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Figura 3: Deteccao de IFN-y e IL-4 em sobrenadantes de células do baco de animais

imunizados com diferentes concentracoes de PFC e CpG 1826. Camundongos BALB/c

receberam trés imunizagbes com intervalos de 7 dias. Os diferentes grupos (n=3) receberam
25 (A), 50 (B) ou 100 ug (C) do antigeno PFC acrescido de 30ug de CpG 1826 ou 50 ug de
PFC acrescido de 50 ug de CpG 1826 (D). Os animais do grupo controle receberam PBS

(CT). Duas semanas apdés a ultima imunizagédo, os animais foram sacrificados e as células

do baco foram estimuladas com concanavalina A (conA) 4 ug/mL ou 40 ug/mL, ou PFC

2,5 pg/mL, 5 ug/mL ou 10 pg/mL. Apods 48 horas, os sobrenadantes foram coletados para

deteccado de citocinas por ELISA. + p<0,05 em relacdo ao sobrenadante de cultura de

células nao estimuladas (meio)

47



4000 ["IConA 40ug/mL
Il ConA 4pug/mL

5007 () 25pg 50pg 100 pg 50 pg
() 30pg 30pg 30pg 50pg * +

400 . #

= # 1 * toa
+

?Em 300 + * . :
Q_ +
o 2001
=

100 ﬂ ﬂ ﬁ

: i
PFC () 25 pg 50 pg 100 pg 50 g
CpG () 30 ug 30 ug 30 ug 50 ug
6000 [ 1ConA 40ug/mL
Il ConA 4ug/mL

0 () 25pg 50pg 100pg 50 pg
() 30pg 30pg 30pg S0pg
1250+
i)
£ 1000
=)
L 750 .
+
2 .
i 500+ f # [ 1Meio
- _ # + i PFC 2,5ug/mL
T + [ PFC 5,0pg/ml
0 ﬁ = [ I PFC 10,0pug/mL
PFC () 25 ug 50 ug 100 pg 50 ug
CpG () 30 ug 30 ug 30 ug 50 ug

Figura 4: Deteccao de IL-2 e IL-10 em sobrenadantes de células do ba¢co de animais
imunizados com diferentes concentracées de PFC e CpG 1826. Camundongos BALB/c
receberam trés imunizagdes com intervalos de 7 dias. Os diferentes grupos (n=3) receberam
25 (A), 50 (B) ou 100 ug (C) do antigeno PFC acrescido de 30 ug de CpG 1826 ou 50 ug de
PFC acrescido de 50 ug de CpG 1826 (D). Os animais do grupo controle receberam PBS
(CT). Duas semanas apdés a ultima imunizagédo, os animais foram sacrificados e as células
do baco foram estimuladas com concanavalina A (conA) 4 ug/mL ou 40 ug/mL, ou PFC 2,5
ug/mL, 5 pug/mL ou 10 ug/mL. Apds 48 horas, os sobrenadantes foram coletados para
deteccao de citocinas por ELISA. + p<0,05 em relacdo ao sobrenadante de cultura de
células ndo estimuladas (meio), # p<0,05 em relacdo ao sobrenadante de células
estimuladas com 10 ug/mL de PFC.
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4.3 - Avaliacao da inducao de resposta imune humoral e celular apés
imunizacao de camundongos Balb/c

Padronizadas as concentragdes de antigeno e adjuvante a serem utilizadas,
grupos de 5 camundongos BALB/c foram imunizados com 50 pug de PFC acrescidas de 50
ug de CpG 1826 (imunoestimulatério) ou de 50 ug de CpG 2041 (controle); 50 ug de PFC
em Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) por via subcuténea, em 3 doses com intervalos de
7 dias. Os animais do grupo controle receberam 100 uL de PBS pela mesma via.

Duas semanas apés a ultima imunizacdo, os animais foram sacrificados, realizou-
se a coleta do soro para dosagem de anticorpos anti-PFC e do bago para detecgdo de

citocinas produzidas apés estimulagao in vitro com antigeno especifico.

4.3.1 — Deteccao de anticorpos anti-PFC

Os resultados da dosagem de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-PFC encontram-se
expressos na figura 5.

Os niveis de anticorpos IgG1 anti-PFC apresentaram-se significativamente
elevados nos grupos imunizados com PFC e os diferentes adjuvantes (CpG 1826 e AlF) ou
com CpG 2041 (n&do estimulatério) em relagcao aos grupos controle (PBS) e aos soros pré-
imunes. Os animais imunizados com PFC emulsificado em AIF mostraram niveis
significativamente mais altos em relacdo aos demais grupos. Esses animais apresentaram
niveis baixos de anticorpos IgG2a enquanto aqueles imunizados com o antigeno PFC
acrescido de CpG 1826 apresentaram niveis significativamente mais altos de anticorpos
lgG2a anti-PFC. Em nenhum dos outros grupos detectou-se a presenga significativa de

anticorpos IgG2a.
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Figura 5: Deteccao de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-PFC. Camundongos BALB/c foram
imunizados por via subcutanea com 50 pug do antigeno PFC acrescido de 50 pug de CpG
1826, 50 ug de CpG 2041 ou em Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) em 3 doses com
intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS nas imunizagbes. Os niveis de
anticorpos IgG1 e IgG2a anti-PFC foram detectados por ELISA no soro dos animais (diluido
500 e 1000 vezes) antes do inicio das imunizagbes (pré-imune) e duas semanas apoés a
Ultima imunizagdo. Os resultados sdo representados pela média + desvio padrdao da
densidade Optica das amostras de cada grupo (n=5). * p<0,01 em relagcdo aos grupos pré-
imune e controle, # p<0,05 em relagdo ao grupo imunizado com PFC + CpG 1826; A p<0,05
em relagdo ao grupo imunizado com PFC + AlF; x p<0,01 em relagdo ao grupo imunizado
com PFC + CpG 2041.
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4.3.2 Deteccao de citocinas em sobrenadante de cultura de células do

baco

Apo6s a avaliagdo da produgdo de anticorpos, detectamos o perfil de citocinas
produzidas mediante estimulacdo especifica. Analisamos a ativagcao celular por meio da
deteccgéao de citocinas que regulam a resposta imune, como IFN-v, IL-5, IL-12 e IL-10.

Com relagdo a produgéo de IL-12, apresentada na figura 6, verificamos que nao
houve diferenca estatistica entre os grupos de animais imunizados. No entanto, células do
baco de animais vacinados com PFC e CpG 1826 secretaram niveis mais elevados, porém
nao significativos, de IL-12 em relagdo aos demais grupos. Observamos também que os
niveis de IL-12 detectados no grupo controle foram elevados e semelhantes aos niveis
detectados nos grupos de animais imunizados com PFC + CpG 2041 ou PFC emulsificado
com AlF.

Em relagé&o a produgéo de IL-10, verificamos que células de animais imunizados com
PFC em AIF produziram concentracdes estatisticamente elevadas desta citocina em relagcao aos
demais grupos (Figura 6). Assim como o que ocorreu com a producéo de IL-12, a producéo
espontanea de IL-10, detectada nos sobrenadantes de células ndo estimuladas, foi elevada,
principalmente no grupo controle e em animais imunizados PFC + CpG 1826.

Em sintese, a vacina PFC + CpG 1826 estimulou tanto a producao de IL-12 quanto de
IL-10 por células do bagco, embora as concentracdes de IL-12 detectadas tenham sido
superiores as de IL-10. Do contrario, a imunizacdo com PFC + AIF estimulou altos niveis de IL-
10 e niveis mais baixos de IL-12. Diante desses resultados, fomos avaliar a produgéo de IFN-y e
de IL-5 nos sobrenadantes de cultura de células do baco dos diferentes grupos experimentais.

A inducao de resposta imune celular especifica foi avaliada pela producdo de IFN-y
apods estimulo especifico com PFC (Figura 7). Nao houve diferenga estatistica entre os grupos
experimentais. Contudo, entre os animais imunizados com PFC, os grupos que receberam AlF e
CpG 1826 produziram niveis mais elevados de IFN-y frente estimulacédo especifica em relagéo

ao grupo controle o grupo de animais que receberam PFC + CpG 2041.
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Quanto a produgédo de IL-5, também apresentada na figura 7, constatou-se que
animais imunizados com PFC em AIF produziram niveis significativos desta citocina em relacao
aos demais grupos, enquanto os grupos que receberam CpG 2041 e CpG 1826 produziram
concentragdes mais baixas, ainda assim, significativas em relacdo ao controle. Apesar de nao
haver diferenga estatistica, os animais imunizados com PFC + CpG 1826 produziram niveis
inferiores de IL-5 em relagédo aos imunizados com PFC + CpG 2041.

Portanto, a imunizacdo com a vacina experimental PFC + CpG 1826 estimulou a
producédo antigeno-especifica de IFN-y, IL-12 e IL-10, baixa producao de IL-5 e altos niveis
de anticorpos especificos IgG2a. A imunizagdo com PFC em AIF desencadeou a produgéo
de elevados e significativos niveis de IgG1, IFN-y, IL-5 e IL-10. Por outro lado, o uso de CpG
controle (CpG 2041), similar a imunizagao apenas com o antigeno sem adjuvante, induziu

apenas a producao significativa de anticorpos IgG1 e de IL-5 e IL-10.
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Figura 6: Deteccao de IL-12 e IL-10 em sobrenadantes de células do baco de animais
imunizados. Camundongos BALB/c (n=5) foram imunizados por via subcutédnea com 50 g
do antigeno PFC acrescido de 50 ug de CpG 1826, PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041
ou em AIF em 3 doses com intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS. Duas
semanas apos a Ultima imunizacdo, os animais foram sacrificados e as células do baco
foram estimuladas com 40 pug/mL de concanavalina A (conA) ou com 10 ug/mL de PFC.
ApGs 48 horas, os sobrenadantes das culturas foram coletados para deteccéo de citocinas
por ELISA. Os resultados sdo expressos em média + desvio padrdo da concentracao da
citocina em pg/mL. « p<0,01 em relacdo aos demais grupos, # p<0.05 em relacéo as células
do mesmo grupo estimuladas com PFC; + p<0,05 em relagéo ao sobrenadante de cultura de

células ndo estimuladas (meio).
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Figura 7: Deteccao de IFNy e IL-5 em sobrenadante de células do baco de animais
imunizados. Camundongos BALB/c (n=5) foram imunizados por via subcutanea com 50ug
do antigeno PFC acrescido de 50ug de CpG 1826, PFC acrescido de 50ug de CpG 2041 ou
em Adjuvante Incompleto de Freund (AIF) em 3 doses com intervalos de 7 dias. O grupo
controle recebeu PBS. Duas semanas apdés a Ultima imunizagdo, os animais foram
sacrificados e as células do bago foram estimuladas com 40ug/mL de concanavalina A
(conA) ou com 10ug/mL de PFC. Apds 48 horas, os sobrenadantes das culturas foram
coletados para deteccao de citocinas por ELISA. Os resultados sdo expressos em média +
desvio padrdo da concentracdo da citocina em pg/mL. + p<0,05 em relagdo ao
sobrenadante de cultura de células nao estimuladas (meio). * p<0,05 em relagdo ao grupo

nao imunizado (PBS); « p<0,05 em relacdo aos demais grupos.
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4.4 - Ensaio de protecao para avaliacao da eficacia da vacina experimental

Apos a avaliagdo da imunogenicidade da vacina experimental, testamos a atividade
protetora dessa preparacdao. Camundongos BALB/c foram imunizados com o antigeno PFC
acrescido de CpG 1826, CpG 2041 ou antigeno emulsificado em AlF. Neste experimento
adicionamos um grupo de animais que recebeu a vacina experimental (PFC + CpG 1826)
pela via intranasal. Como controle, os animais receberam PBS pelas vias subcutédnea ou
intranasal. Dois meses ap6s a ultima imunizagcdo, os animais foram desafiados por via
intratraqueal com uma cepa virulenta de M. tuberculosis. Como controle do procedimento de
infecgdo um grupo experimental recebeu PBS no desafio, esse grupo foi denominado de
“grupo Branco”, para ser diferenciado do grupo controle infectado e ndo imunizado (grupo
PBS). Setenta dias ap6s o desafio, o pulméao dos animais foi avaliado quanto ao nimero de
UFC de M. tuberculosis.

Como pode-se observar na figura 8, os animais imunizados com PFC + AIF
apresentaram uma redugdo significativa, de 1,2 logio,n0 numero de UFC em relagédo ao
grupo controle PBS (apenas infectado) e ao grupo de animais imunizados com PFC + CpG
2041. Os animais que receberam PFC + CpG 1826 pela via subcutanea apresentaram uma
discreta, de 0,5 logyo, reducado no numero de UFC em relagédo a esses dois grupos, PBS e
PFC + CpG 2041, contudo essa diferenca nao foi estatisticamente significativa. Além disso,
os animais imunizados com PFC + CpG 1826 pela via intranasal apresentaram um aumento
significativo no numero de UFC em relagcdo ao seu respectivo grupo controle, que recebeu
PBS por via intranasal nas imunizagées. Portanto, a imunizagdo com a vacina experimental,

PFC + CpG 1826 néo conferiu protegao significativa contra infecgéo por M. tuberculosis.
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Figura 8: Numero de unidades formadoras de colénia (UFC) no pulmao de animais

Log UFC/g

imunizados ou nao e infectados com M. tuberculosis. Camundongos BALB/c foram
imunizados por via subcutdnea (n=8) ou intranasal (n=6) com 50 ug do antigeno PFC
acrescido de 50 ug de CpG 1826, 50 ug de PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041 (n=7) ou
em AIF (n=7), em 3 doses com intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via
subcutanea (n=12) ou intranasal (n=8) — PBS/Mtb. Sessenta dias a ap6s ultima imunizagao,
os animais foram desafiados com M. tuberculosis H37Rv, 1x10° bacilos por via intratraqueal.
Setenta dias apods o desafio, os animais foram sacrificados e o pulmao coletado, digerido e
as células plaqueadas em meio de cultura 7H11. Apds 28 dias de cultura, o nimero de UFC
foi analisado. Resultados expressos em Logs, do niumero de UFC por grama de pulmao.
* p<0,05 em relacao ao grupo controle, que recebeu PBS pela via subcutanea; ® p<0,05 em
relacéo ao grupo controle que recebeu PBS pela via intranasal (PBS in).
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4.5 - Avaliacao da resposta imune no pulmao dos animais desafiados

4.5.1 — Deteccao de citocinas em homogenato de pulmao

O perfil de resposta imune induzido no local da infecgéo foi avaliado pela detecgéao
das citocinas da imunidade adaptativa, IFN-y e IL-5 (Figura 9); inflamatérias IL-12, IL-6 e
TNF-a (Figura 10) e regulatérias, IL-10 e TGF-PB (Figura 11).

Quando comparamos o0s resultados obtidos entre o grupo de animais néo
imunizados e os animais nao infectados (Branco) com o grupo nao imunizado e infectado
(PBS), verificamos que houve um aumento significativo na producdo de todas as citocinas
dosadas, IL-12, IL-6, TNF-a, IL-10, TGF-B e IFN-y, exceto para a producao de IL-5, que foi
semelhante entre esses dois grupos. Além disso, os niveis de IFN-y, IL-12, IL-6 e TNF-a
foram mais elevados quando comparados aos niveis de IL-5, IL-10 e TGF-B nos pulmdes
dos animais infectados (Figuras 9, 10 e 11).

Animais imunizados com solucdo de PFC + CpG 1826 pela via subcutanea
apresentaram maior producdo de IFN-y, embora nao significativa, e produziram niveis
similares de IL-10 e TFG-B em relacdo ao grupo apenas infectado (PBS). Além disso, ainda
em relacao ao grupo PBS, observamos que animais imunizados com PFC + CpG 1826 pela
via subcuténea produziram menos IL-5, IL-12, IL-6 e TNF-a, sendo detectada reducao
significativa para a producao de IL-6 e TNF-a (Figuras 9, 10 e 11).

Verificamos a produgéo de concentragdes similares de IL-12, TNF-a, IL-10 e TGF-
quando comparamos o grupo imunizado com PFC + CpG 1826 ao grupo imunizado com
PFC + CpG 2041 (n&o estimulatoério). Ainda com relagao a estes dois grupos, observamos
que animais imunizados com PFC + CpG 1826 produziram concentragdes mais elevadas de
IFN-y e IL-5 e menores de IL-6. No entanto, estas diferencas foram significativas apenas
para IL-5 e IL-6 (Figura 9, 10 e 11).

Os animais imunizados com PFC + CpG 1826 pela via intranasal apresentaram
uma reducao significativa nos niveis de IL-10 e um aumento na produgéo de IL-12 e IL-6 em

relacéo ao seu respectivo grupo controle, que recebeu PBS pela via intranasal. Além disso,
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a imunizagdo com PFC + CpG 1826 pela via intranasal, em relagdo ao grupo que recebeu
PFC + CpG 1826 pela via subcutanea, induziu a produgéo de niveis mais baixos de IFN-y e
IL-10, mais altos de IL-5, TGF-B, IL-12 e TNF-a e similares de IL-6. Entretanto, foi sendo
estatisticamente significativa apenas a diferenca para a producao de IL-12 e TNF-a (Figura

9,10e 11).
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Figura 9: Deteccao de citocinas em homogenatos de pulmao de animais imunizados e
desafiados com M. tuberculosis. Camundongos BALB/c foram imunizados por via
subcutanea (n=8) ou intranasal (n=6) com 50 pug do antigeno PFC acrescido de 50 ug de
CpG 1826, 50 ug de PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3
doses com intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via subcutanea (n=12) ou
intranasal (n=8) — PBS/Mtb. Sessenta dias a apds ultima imunizagcdo, os animais foram
desafiados com M. tuberculosis H37Rv, 1x10° bacilos por via intratraqueal. Setenta dias
apoés o desafio, os animais foram sacrificados e o pulmao coletado e foram dosadas as
citocinas no homogenato dos pulmdes por ELISA. Os resultados expressam a média +
desvio padrdo da concentragdo de citocina em pg/mL. O p<0,05 em relacdo ao grupo nao
infectado (Branco); * p< 0,05 em relagéo ao grupo infectado, ndo imunizado (PBS); x p<0,05
em relacdo ao grupo imunizado com PFC + CpG 2041; A p<0,05 em relagdo ao grupo
imunizado com PFC + AIF
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Figura 10: Deteccao de citocinas em homogenatos de pulmao de animais imunizados e
desafiados com M. tuberculosis. Camundongos BALB/c foram imunizados por via
subcutanea (n=8) ou intranasal (n=6) com 50 pug do antigeno PFC acrescido de 50 ug de
CpG 1826, 50 ug de PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3
doses com intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via subcutanea (n=12) ou
intranasal (n=8). Sessenta dias a apods ultima imunizagdo, os animais foram desafiados com
M. tuberculosis H37Rv, 1x10° bacilos por via intratraqueal. Setenta dias apés o desafio, os
animais foram sacrificados e o pulmao coletado e foram dosadas as citocinas no homogenato
dos pulmdes por ELISA. Os resultados expressam a média + desvio padrao da concentracao de
citocina em pg/mL. O p<0,05 em relagdo ao grupo ndo infectado (Branco); * p< 0,05 em
relacdo ao grupo infectado, ndo imunizado (PBS); ~ p<0,05 em relagdo ao grupo nao
imunizado e desafiado (PBS) e ao grupo imunizado com PFC + CpG 2041; A p<0,05 em

relacéo ao grupo imunizado com PFC + AlF.
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Figura 11: Deteccao de citocinas em homogenatos de pulmao de animais imunizados e
desafiados com M. tuberculosis. Camundongos BALB/c foram imunizados por via
subcutanea (n=8) ou intranasal (n=6) com 50 pug do antigeno PFC acrescido de 50 ug de
CpG 1826, 50 ug de PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3
doses com intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via subcutanea (n=12) ou
intranasal (n=8). Sessenta dias a apds ultima imunizagdo, os animais foram desafiados com
M. tuberculosis H37Rv, 1x10° bacilos por via intratraqueal. Setenta dias apds o desafio, os
animais foram sacrificados e o pulméo coletado e foram dosadas as citocinas no homogenato
dos pulmdes por ELISA. Os resultados expressam a média + desvio padrdo da concentracdo de
citocina em pg/mL. O p<0,05 em relacdo ao grupo nao infectado (Branco); * p< 0,05 em
relacdo ao grupo infectado, ndo imunizado (PBS); # p<0,05 em relacdo ao grupo imunizado
com PFC + CpG 1826 pela via subcutanea; ® p<0,05 em relacdo aos grupo infectado que
recebeu PBS pela via intranasal (PBS in)
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4.5.2 — Deteccao de oxido nitrico em homogenato de pulmao

De acordo com a figura 12, os grupos de animais desafiados, imunizados ou néo,
apresentaram um aumento significativo dos niveis de éxido nitrico (NO) em relacdo aos
animais nao infectados (grupo Branco).

Animais imunizados com PFC + CpG 1826 pela via subcutédnea ou PFC + CpG
2041 apresentaram um aumento na producdo de nitrito em relacdo aos animais ndo
imunizados e infectados (PBS), embora esse aumento néo tenha sido significativo. O grupo
imunizado com PFC em AIF produziu niveis similares de nitrito quando comparado ao grupo
n&o imunizado e infectado.

Além disso, os animais imunizados com PFC + CpG 1826 pela via intranasal
apresentaram niveis inferiores, nao significativos, de nitrito em relacdo ao seu respectivo

grupo controle, animais desafiados que receberam PBS pela via intranasal (PBS in)
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Figura 12: Deteccédo de Oxido Nitrico em homogenato de pulmao de animais imunizados e
desafiados com M. tuberculosis. Camundongos BALB/c foram imunizados por via
subcutanea (n=8) ou intranasal (n=6) com 50 pug do antigeno PFC acrescido de 50 ug de
CpG 1826, 50 ug de PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3
doses com intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via subcutanea (n=12) ou
intranasal (n=8) — PBS/Mtb. Sessenta dias a apds ultima imunizagcdo, os animais foram
desafiados com M. tuberculosis H37Rv, 1x10° bacilos por via intratraqueal. Setenta dias
apos o desafio, os animais foram sacrificados e o pulméao coletado e dosou-se a producao de
oxido nitrico no homogenato dos pulmées. Os resultados expressam a média + desvio padrao da

concentragao de citocina em pg/mL . O p<0,05 em relagdo ao grupo nao infectado (Branco).
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4.5.3 — Analise do fenotipo celular em pulmao de camundongos
BALB/c apos o desafio

Inicialmente, determinamos o numero de células T (CD3+) e B (CD19+) presentes
na populagdo de linfocitos das amostras de células de pulmao provenientes de
camundongos BALB/c imunizados, 70 dias p6s-desafio.

Como podemos observar na figura 13, todos os grupos de animais desafiados,
previamente imunizados ou nado, apresentaram aumento significativo do influxo de linfécitos
T e B, caracterizado pelo aumento no numero de células CD3+ e CD19+ respectivamente,
em relacdo aos linfécitos presentes no pulmao de animais do grupo Branco (ndo infectado).
Constatamos também que houve um maior influxo de linfécitos T em relagéo aos linfécitos
B.

Quando observamos os dados obtidos referentes aos grupos nao imunizados e
infectados (PBS sc e PBS in) ou que foram imunizados e desafiados, verificamos que
animais imunizados com PFC + AIF, PFC + CpG 2041 e com PFC + CpG 1826
apresentaram numero de células CD3+ inferior, mas ndo significativo, em relagdo aos

grupos nao imunizados e infectados (Figura 13).

64



8+ R 8-
‘g 74 T g 74 o )
Z 6 o ° X 64
& T ° &
54 _
8 8
- 44 - 44
7] 7]
2 3+ £ 3-
8 8
E 2] £ 2]
= 1 7 1-
[= ,__'= [=
0 0-
87 8-
o7 2
ted ted
= 6 < 6 — Branco
2 5 2 5- C—IPBSsc/Mb
g 4 o o . :—; 4 [1PFC + CpG 2041sc
2 o L T 24l . ° W PFC + CpG 1826 sc
8 5] o 3 . [1PFC + AF
£ E .l W PBS in / Mtb
' l= z I PFC + CpG 1826 in

Figura 13: Numero de linfécitos T (CD3+) e B (CD19+) presentes no pulmao.
Camundongos BALB/c foram imunizados por via subcutanea (n=8) ou intranasal (n=6) com
50 ug do antigeno PFC acrescido de 50 ug de CpG 1826, 50 ug de PFC acrescido de 50 ug
de CpG 2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3 doses com intervalos de 7 dias. O grupo controle
recebeu PBS por via subcutédnea (n=12) ou intranasal (n=8) — PBS/Mtb. Sessenta dias a
ap6s Ultima imunizacdo, os animais foram desafiados com M. tuberculosis H37Rv, 1x10°
bacilos por via intratraqueal. Setenta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados, e
foram analisadas as populagées de linfécitos T e B no pulmédo. O p<0,05 em relagédo ao
grupo nao infectado (Branco).
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As figuras 14, 15 e 16 mostram o numero de linfécitos T CD4+, CD8+ e de
linfécitos B (CD19+) e a expressao de CD18, marcador de ativacdao e migragao celular, e de
CD44", marcador de células efetoras e de memoria, nessas populacdes de linfocitos,
respectivamente.

Quando comparamos o grupo de animais ndao imunizados e nao infectados
(Branco) com aqueles ndo imunizados e infectados (PBS), observamos um aumento
significativo no numero de linfocitos CD4+ neste ultimo grupo. Ainda em relacdo a estes dois
grupos, verificamos também que os animais infectados apresentaram aumento significativo
na expressdao de CD18, caracterizada pelo aumento da mediana da intensidade de
fluorescéncia, e da expressao de CD44" em linfécitos T CD4+ (Figuras 15 e 16).

Animais ndo imunizados e infectados apresentaram aumento no numero de
linfécitos T CD4+ e aumento da expressao de CD18 nessa populacéao de células em relacéao
aos grupos de animais infectados que foram imunizados com PFC + AlF, PFC + CpG 2041
e PFC + CpG 1826 pela via subcutanea. Esse aumento foi estatisticamente significativo
apenas para os grupos imunizados com PFC + CpG 2041 e PFC + AIF (Figuras 14 e 15). A
expressdo de CD44" nos linfécitos T CD4+ foi semelhante em todos os grupos desafiados,
independentemente do protocolo de imunizacao (Figura 16).

Na figura 14 podemos observar que o numero de células CD8+ no pulm&o dos
animais infectados, imunizados ou nao, foi significativamente superior ao niumero detectado
nos pulmdées dos animais ndo imunizados e nao infectados (Branco). Constatamos também
um aumento significativo na expressdo de CD18 e na expressdo de CD44" nos linfocitos T
CD8+ dos animais desafiados em relacdo aos nao desafiados, Branco (Figuras 15 e 16).

Comparando-se as diferentes imunizagdes, verificamos que houve uma redugéo
significativa no niumero de células T CD8+ nos grupos imunizados com PFC + AIF em
relagcdo grupo nao imunizado e infectado (Figura 14). Com relagdo a expressao de CD18,
verificamos um aumento significativo da MIF (Mediana da Intensidade de Fluorescéncia)
para CD18 no grupo imunizado com PFC + CpG 1826 pela via intranasal em relagdo ao

grupo nao imunizado e infectado (Figura 15). Grupos de animais imunizados com PFC +
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CpG 1826, PFC + CpG 2041 e PFC + AIF apresentaram menor expressdo de CD18 nas
células CD8+ em relagdo aos animais nao imunizados e infectados (PBS), embora essa
diferenca nao tenha sido significativa (Figura 15). Quando avaliamos a expressdo de CD44"
em linfécitos T CD8+ ndo constatamos diferengas entre os grupos infectados, imunizados ou
néo (Figura 16).

A expressdo de CD18 e de CD44" nas células B CD19+ foi similar entre os
diferentes grupos experimentais estudados (Figuras 15 e 16) E valido ressaltar que a
expressao de CD18 nos linfécitos CD19+ foi bem inferior a expressédo deste mesmo receptor

nas populagdes de linfocitos CD4+ e CD8+ (Figura 15).
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Figura 14: Numero de linfocitos T CD4+ e T CD8+ presentes no pulmao. Camundongos
BALB/c foram imunizados por via subcutanea (n=8) ou intranasal (n=6) com 50 pg do
antigeno PFC acrescido de 50 ug de CpG 1826, 50 ug de PFC acrescido de 50 pug de CpG
2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3 doses com intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu
PBS por via subcutdnea (n=12) ou intranasal (n=8) — PBS - Mtb. Sessenta dias a apds
dltima imunizagao, os animais foram desafiados com M. tuberculosis H37Rv, 1x10° bacilos
por via intratraqueal. Setenta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados, e foram
analisadas as popula¢des de linfécitos T e B no pulméo. O p<0,05 em relagado ao grupo néo
infectado (Branco); * p< 0,05 em relagédo ao grupo infectado, ndo imunizado (PBS).
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Figura 15: Analise do fenétipo de ativacao de linfocitos CD4+, CD8+ e CD19+ por meio da
expressao da molécula CD18. Camundongos BALB/c foram imunizados por via subcutanea
(n=8) ou intranasal (n=6) com 50 ug do antigeno PFC acrescido de 50 ug de CpG 1826,
50 ug de PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3 doses com
intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via subcuténea (n=12) ou intranasal
(n=8) — PBS/Mtb. Sessenta dias apds a ultima imunizacdo, os animais foram desafiados com M.
tuberculosis H37Rv, 1x10° bacilos por via intratraqueal, como controle, o grupo Branco recebeu
PBS e nao M. tuberculosis. Setenta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados, e analisou-
se expressao de CD18 em linfocitos CD4+, CD8+ e CD19+ de pulméao. O p<0,05 em relagao ao
grupo nao infectado (Branco); * p< 0,05 em relagdo ao grupo infectado, ndo imunizado
(PBS); m p<0,05 em relacdo ao grupo infectado, que recebeu PBS pela via intranasal (PBS

in); # p<0,05 em rela¢édo ao grupo imunizado com PFC + CpG 1826 pela via subcutanea
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Figura 16: Analise do fenétipo de ativacao de linfocitos CD4+, CD8+ e CD19+ por meio da
expressao da molécula CD44". Camundongos BALB/c foram imunizados por via subcutanea
(n=8) ou intranasal (n=6) com 50 ug do antigeno PFC acrescido de 50 ug de CpG 1826,
50 ug de PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3 doses com
intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via subcuténea (n=12) ou intranasal
(n=8) — PBS/Mtb. Sessenta dias apds a ultima imunizacdo, os animais foram desafiados com M.
tuberculosis H37Rv, 1x10° bacilos por via intratraqueal, como controle, o grupo Branco recebeu
PBS e nao M. tuberculosis. Setenta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados, e analisou-
se expressdo de CD44" em linfécitos CD4+, CD8+ e CD19+ de pulmao. O p<0,05 em relagéo
ao grupo nao infectado (Branco); x p<0,05 em relagcado ao grupo imunizado com PFC + CpG
2041
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ApOs a caracterizagdo das populagcdes de linfocitos presentes no pulméo,
analisamos as populagdes de macrofagos (células CD11b+) e células dendriticas (células
CD11c+), que foram inicialmente selecionadas de acordo com os parametros de tamanho e
granulosidade. Nessas populagées avaliou-se a expressao da molécula coestimulatoria
CD86 e da molécula de Classe Il do MHC (IA% (Figuras 17 e 18).

Os resultados apresentados na figura 17A mostram um aumento significativo no
namero de células CD11b+ nos pulmdes dos animais infectados, imunizados ou nao, em
relagdo aos animais nao infectados. Quando comparamos os diversos grupos imunizados
com o grupo controle (ndo imunizado e infectado), constatamos uma redugéo no numero de
células CD11b+ nos grupos de animais imunizados com PFC + AlIF, PFC + CpG 2041 e
PFC + CpG 1826 pela via subcutanea, que foi significativa para o grupo que recebeu PFC +
CpG 1826.

A expressédo da molécula de classe Il do MHC e da molécula coestimulatéria CD86
foi avaliada na populagcdo de células CD11b+, tanto através da porcentagem de células
positivas para a molécula de classe Il do MHC ou para CD86, quanto através da MIF
(Mediana da Intensidade de Fluorescéncia). O resultado expresso na forma da porcentagem
de células positivas para um determinado receptor nos fornece a informacdo sobre o
nuamero, a quantidade de células expressando o determinado receptor no local avaliado.
Adicionalmente, a MIF nos fornece uma estimativa da densidade de um receptor expresso
na superficie celular.

Com relacdo a expressao da molécula de classe Il, tanto no que se refere a
porcentagem quanto a MIF, verificamos que houve um aumento significativo na expressao
de moléculas de classe Il (IA% nas populagdes de células CD11b+ obtidas dos pulmées de
animais infectados, imunizados ou nao, em relagdo aos animais ndo imunizados € nao
infectados (Branco), como mostra a figuras 17 B e 17 C. No entanto, quando comparamos
os diversos grupos imunizados com relagcao ao grupo controle (n&o imunizado e infectado),

nao constatamos diferengas significativas.
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Quando avaliamos a expressdo da molécula CD86 na populagdo de células
CD11b+, constatamos que houve um aumento na expressao da molécula CD86 nas células
do pulmao dos animais infectados e nao imunizados (grupo PBS) em relagdo aos animais
nao infectados (Branco) (figuras 17 D e 17 E). Também observamos que em relagdo ao
grupo controle, apenas infectado, as diferentes imunizagcbes pela via subcutanea, PFC +
CpG 1826, PFC + CpG 2041 e PFC + AlF, ndo induziram alteragdo na expressao de CD86,
tanto em relacdo a MIF quanto a porcentagem. Por outro lado, nos grupos que receberam
PBS ou PFC + CpG 1826, ambos pela via intranasal, houve uma redugédo significativa na
MIF e na porcentagem de células de pulmao expressando CD86 em relacdo aos animais
infectados, que receberam PBS pela via subcutanea nas imunizacgées (figuras 17 D e 17 E).

Na figura 18 A podemos observar que o numero de células dendriticas CD11c+ no
grupo de animais infectados, imunizados ou nao, foi significativamente maior em relagéo aos
animais nao infectados (Branco). Nao observamos diferengas significativas no numero de
células CD11c+ quando comparamos 0s grupos que receberam as diferentes imunizagoes
em relagdo ao grupo infectado ndo imunizado. Também observamos que o numero de
células CD11b+ & maior em relagédo ao numero de células CD11c+ no pulm&o dos animais
infectados (figuras 17 Ae 18 A).

A expressédo da molécula de classe Il do MHC e da molécula coestimulatéria CD86
também foi avaliada na populacdo de células CD11c+ utilizando os mesmos parametros
descritos anteriormente para as células CD11b+. Verificamos que houve um aumento na
expressao de moléculas de classe Il do MHC, tanto para MIF quanto para porcentagem, no
grupo de animais infectados, ndo imunizados (PBS), em relacdo ao grupo nao infectado
(Branco). Esse aumento foi estatisticamente significativo para a MIF (Figuras 18 B e 18 C).
Quando comparamos a expressao da molécula de classe || do MHC nas células do pulméo
dos animais que receberam as diferentes imunizagcdes em relagcdo ao grupo infectado nao
imunizado, constatamos que houve um aumento n&o significativo MIF dessa molécula no

grupo imunizado com PFC + CpG 1826 pela via subcutanea (Figuras 18 B e 18 C).
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Com relagcdo a expressdo da molécula CD86 na populagcédo de células CD11c+,
verificamos que houve um aumento significativo tanto na MIF, quanto na MIF quanto na
porcentagem de células CD86+ no grupo de animais infectados e nao imunizados em
relagdo ao grupo nao infectado (Branco) (Figuras 18 D e 18 E). Quando compramos a
expressao de CD86 em células CD11c+ provenientes de pulmao dos grupos de animais
imunizados com o grupo infectado e nao imunizado, observamos que as diferentes
imunizac6es ndo induziram alteracdo na expressao dessa molécula (Figuras 18 D e 18 E).
Além disso, da mesma forma como ocorreu com as células CD11b, houve uma redugéo na
expressao de CD86 nos grupos que receberam PBS e PFC + CpG 1826, ambos pela via
intranasal, em relacéo ao grupo infectado que recebeu PBS pela via subcutanea (Figuras 18

D e 18 E).
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Figura 17: Analise do fenétipo de ativacao de macrofagos por meio da expressao das
moléculas CD86 e IA®. Camundongos BALB/c foram imunizados por via subcutanea (n=8)
ou intranasal (n=6) com 50 ug do antigeno PFC acrescido de 50 ug de CpG 1826, 50 ug de
PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3 doses com intervalos de
7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via subcutanea (n=12) ou intranasal (n==8).
Sessenta dias ap0s a ultima imunizagédo, os animais foram desafiados com M. tuberculosis
H37Rv, 1x10° bacilos por via intratraqueal, como controle, o grupo Branco recebeu PBS e
nao M. tuberculosis. Setenta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados, e analisou-
se expressdo de CD86 e da molécula de MHC de classe Il (IA% na superficie de macréfagos
(CD11b+) de pulméao. O p<0,05 em relagdo ao grupo nao infectado (Branco)
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Figura 18: Andlise do fenodtipo de ativacao de células dendriticas por meio da
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expressdo das moléculas CD86 e IA®. Camundongos BALB/c foram imunizados por via
subcutanea (n=8) ou intranasal (n=6) com 50 pug do antigeno PFC acrescido de 50 ug de
CpG 1826, 50 ug de PFC acrescido de 50 ug de CpG 2041 (n=7) ou em AIF (n=7), em 3
doses com intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via subcutanea (n=12) ou
intranasal (n=8). Sessenta dias apos a ultima imunizagdo, os animais foram desafiados com M.
tuberculosis H37Rv, 1x10° bacilos por via intratraqueal, como controle, o grupo Branco recebeu
PBS e ndao M. tuberculosis. Setenta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados, e
analisou-se expressdo de CD86 e da molécula de MHC de classe Il (IA%) na superficie de
células dendriticas (CD11c+) de pulmao. O p<0,05 em relagdo ao grupo nao infectado
(Branco).
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4.5.4 - Avaliacao histopatoldogica do pulmao de camundongos BALB/c

70 dias apos o desafio

Os resultados descritos a seguir referem-se a analise de laminas com cortes
histolégicos do pulmdo de camundongos BALB/c previamente imunizados ou nao, 70
dias apés o desafio (Figuras 19, 20 e 21).

A analise histolégica dos pulmdes de animais ndo imunizados e infectados
(PBS) mostrou grande comprometimento do parénquima pulmonar, caracterizado pela
presenca de granulomas isolados e também de granulomas confluentes. Esses
granulomas constituiam-se predominantemente por macrofagos acompanhados de focos
linfocitarios, além da presenga de poucos plasmadcitos, geralmente perivasculares.
Observamos também poucos neutréfilos. Apesar do alto comprometimento pulmonar, a
coloragdo especifica por Ziehl Nielsen, revelou a presenga de poucos e esparsos
bacilos, geralmente isolados ou agrupados.

Por outro lado, o grupo imunizado com PFC + CpG 1826 pela via subcutanea
apresentou um comprometimento maior do parénquima pulmonar em relagdo ao grupo
de animais ndo imunizados e infectados. Verificou-se a presengca de granulomas
confluentes com predominio de macrofagos acompanhados de focos de linfécitos
perivasculares e peribronquiais. Um pequeno numero de plasmoécitos também foi
observado. Estes animais também apresentaram exsudato neutrofilico com areas de
necrose focal (detalhe na figura 20). Chamou-nos a atencao o fato de que os animais
que apresentaram os maiores niveis de IFN-y detectados no homogenato do pulmao
foram também os que apresentaram necrose pulmonar, com a presenga de uma
quantidade exacerbada de neutrofilos formando extensos focos parenquimatosos, com
oclusado de brénquios, acompanhado de edema difuso intenso. Nas laminas coradas por

Ziehl Nielsen observamos uma quantidade pequena a moderada de bacilos, superior
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aquela encontrada no grupo n&o imunizado e infectado (PBS), geralmente agrupados
dentro de macréfagos.

Quando os animais foram imunizados com PFC + CpG 1826 pela via intranasal,
observou-se que, assim como na imunizagdo pela via subcutanea, houve um elevado
grau de comprometimento do parénquima pulmonar. Esses animais apresentaram
formacdo de granulomas confluentes com predominio de infiltrado macrofagico e
presenca de focos linfocitarios perivasculares e peribronquiais e poucos neutréfilos
esparsos no parénquima pulmonar. Contudo, ao contrario do grupo que recebeu a
mesma imunizacao pela via subcutanea, ndo houve presenca de focos de necrose no
pulmao dos animais imunizados com PFC + CpG 1826 pela via intranasal. Nas laminas
contendo cortes histolégicos, observou-se uma quantidade pequena a moderada de
bacilos, geralmente presentes no interior de macréfagos.

O grupo imunizado com PFC + CpG 2041 apresentou um comprometimento
pulmonar menor do que o grupo que recebeu PFC + CpG 1826 e semelhante ao grupo
PBS, com a presenga de granulomas isolados e confluentes, com o predominio de
macrofagos acompanhados de focos linfocitarios. Observamos também a presencga de
raros plasmocitos e poucos neutréfilos raramente agrupados. Além disso, esse grupo
apresentou um discreto edema focal difuso. A coloragcdo especifica também mostrou
poucos bacilos isolados ao agrupados, semelhante ao grupo PBS.

No grupo imunizado com PFC em AIF verificamos um comprometimento do
parénquima pulmonar menor do que aquele observado nos grupos descritos
anteriormente, com a presenga de granulomas isolados e de granulomas confluentes.
Estes granulomas constituiam-se predominantemente de infiltrado linfocitario com
localizacao perivascular, peribronquial e esparsos no parénquima, acompanhando de

elevado numero de macréfagos. Observamos também raros neutréfilos e auséncia de
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necrose pulmonar. A coloragédo por Ziehl Nielsen revelou a presenca de poucos bacilos,
geralmente isolados. Aparentemente este grupo foi 0 que melhor respondeu ao desafio

por M. tuberculosis.
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Figura 19: fwalizgdo histopataldgica do pulm@o dos animais imunizados e desafiadas.
Camundongos BALBSe foram imunizados com S0ug do antigeno PFC acrescida de 50ug de
CpZ 1225 (rtranazal ou subocutinen), 50ug de Cp3 2081 ou em AIF, em 3 dozes com
intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por vwia subcutinea. Sessenta dias apos a
dltma imunizagdo, oz animais foram deszafiados com Af fwhemuosis H37 Ry, 1105 badlos por
via intratraqueal, ou receberam salina (gupo branc). Setenta dias apds o desafio, os animais
foram sacrificados & o 13bulo superior direito do pulm3o foi coletado para realizagdo de cores
histoldgicos, que faram posteriormente coradeos com Hematodling e Eosina. As figuras
mastram um campeo representative do pulm3s de um animal de cada gnipo; faram analizades

oz pulmides de 2 animais por grupo. Aumento de 4 vezes,
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Figura 13: fwalizgdo histopatoldgica do pulm@o dos ani mais imunizados e dessfiadas.
Camundongos BALBYe faram imunizades com 50ug do antigens FFC acrescido de 50ug de
Cp3 1225 (intranazal ou subeutdneo), S0ug de Cp3 2041 ou em AIF, em 3 doses com
intervalos de 7 dias. O grupo controle recebeu PBS por via subcutdnea. Seszenta dias apds a
altim a imunizagdo, os animais foram deszafiados com AF fwhemuiosiz HZ7 Ry, 1:10% badlos por
wia intratraqueal, ou receberam salina (gnipo branco). Setenta dias apds o desafio, o5 animais
foram sacrificados e o [dbulo superior direite do pulm3o foi coletado para realizagdo de cores
histoldgicos, que foram posteriormente corados com Hematoxling & Eosina. As figuras
mostram um campo representative do pulm3o de um animal de cada gupo; foram analizados

oz pulmdes de 2 animais por grupe. Aumento de 40 vezes.

80



FCAIF
PUETE

B
-

oA
[

PFCCpG204

- ‘ v
- n
L

Figura 21: fAwaliago histoldgica do pulmao dos arnimais imunizados e dessfiades.
Camundangos BALBYc foram imunizados com S0ug do antigena FFC acrescido de S0ug de
Cpiz 18268, S0ug de Cp3 2041 ou em AIF, em 2 doses com intervalos de 7 dias. O grupo
controle recebeu PBS porwia suboutinea. Seszenta dias apds a diima imunizagde, o= animais
foram desafiadoz com W fwbemulosizs HZFRw, 1x10% badlos por wia intratraqueal, ou
recebaram =alina (grupo branco). Setenta dias apos o dezafio, o= animaiz foram sacrificados e
o lobulo supedor direite do pulm3o foi coletado para realizagdo de cores histoldgicos, que
foram posteriormente corados por Ziehl Mielsen para a wisualizagdo do badlo. As figuras
mostram um campo representative do pulm3a de um animal de cada gipo; foram analisados

oz pulmdes de 3 animais par grupo. Aumenta de 100 vezes.
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5. DISCUSSAO

A proposta deste trabalho foi avaliar o potencial profilatico de uma preparacao
vacinal em modelo experimental de TB. Esta preparacdo consistiu em uma solugédo de
proteinas de filtrado de cultura (PFC) de M. tuberculosis acrescidas de motivos CpG (CpG-
ODN), utilizados como adjuvante, sendo caracterizada, portanto, como uma vacina de
subunidade.

Vacinas de subunidades baseadas na escolha de um antigeno apenas, purificado
através da tecnologia do DNA recombinante, sdo consideradas seguras, mas na maioria das
vezes, pouco eficientes (revisto por REED & LOBET, 2005). Dessa forma, uma preparacao
vacinal que contenha varios antigenos poderia ser considerada uma estratégia de
imunizagdo mais atraente. Adicionalmente, hd evidéncias na literatura de que as proteinas
secretadas ativamente por M. tuberculosis durante o periodo inicial de replicacdo da
bactéria, ap6s infeccdo do hospedeiro, induzem resposta imune celular associada com
protecdo contra TB (ANDERSEN, 2001; ROBERTS et al., 1995; ANDERSEN et al., 1994;
PAL & HORWITZ, 1992; ANDERSEN et al., 1991). Além disso, células mononucleares de
sangue periférico de individuos PPD-positivos proliferam e secretam citocinas quando estimuladas
com esses antigenos secretados (COLER et al., 1998; BOESEN et al, 1995; YOUNG et al.,
1992).

Andersen e colaboradores (1991) caracterizaram as proteinas secretadas por M.
tuberculosis em diferentes tempos de cultura através de eletroforese (ANDERSEN et al.,
1991). Esses autores mostraram que apés trés dias de cultura, ocorria a presenga de
proteinas de 22-24 kDa e 45-50 kDa, secretadas inicialmente pelo bacilo. Nas culturas de 7
dias, observaram além dessas bandas, proteinas de 10-11 kDa, 30-35 kDa, 70-72 kDa, 17-
19 kDa, 82 kDa, 38-41 kDa, além de outras pequenas bandas intermediarias a estes pesos.
Culturas de 14 dias apresentaram o mesmo padrdo, contudo, com maior quantidade de

proteina nas bandas. Apesar de nossas amostras ndo terem apresentado as bandas de 22-
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24 kDa e bandas de peso molecular superior a 70 kDa, evidenciamos um perfil similar de
expressao protéica aos 14 dias de cultura.

Em funcdo da quantidade das bandas e de proteinas presentes em cada banda, é
possivel que se adicionarmos uma quantidade ainda maior de PFC possamos revelar outras
bandas de fracées presentes em menor quantidade. Apesar de um pequeno numero das
proteinas constituintes do antigeno PFC estar devidamente identificado e caracterizado,
estudos com eletroforese bidimensional revelaram a presenca de pelo menos 200
componentes no filtrado de cultura de micobactéria (WELDINGH et al., 2000; WELDINGH
etal., 1998).

Entre os antigenos que constituem a suspensao de PFC, encontram-se duas proteinas
descritas como bons “alvos” para o desenvolvimento de vacinas contra a TB: a proteina ESAT-6 e
a o antigeno 85B (LANGERMANS et al., 2005; ZHU et al., 2005; LUO et al., 2004; PYM et al.,
2003; OLSEN, 2001; BRANDT et al.,, 2000; BRANDT et al., 1996). Recentemente, uma vacina
BCG recombinante, ou seja, BCG expressando o antigeno 85B, foi descrita como protetora em
ensaios pré-clinicos, e devera passar a fase | de ensaios clinicos no ano de 2006 (HORWITZ et
al., 2005; HORWITZ et al., 2000). Sable e colaboradores mostraram protegdo contra a TB
experimental apds a imunizacdo de camundongos com uma suspensao contento uma fracao dos
antigenos secretados por M. tuberculosis com peso molecular abaixo de 40 kDa acrescida de
adjuvante DDA-MPL. Essa fracdo continha os antigenos ESAT-6, CFP10, CFP32, CFP25,
antigeno 85A e 85B. Como apresentado na figura 1 e na tabela 1, as proteinas ESAT-6, CFP10 e
Ag85B parecem corresponder as bandas r17, r16 e r12 respectivamente. Portanto, a preparagao
vacinal que nos propusemos a testar parece conter antigenos imunodominantes descritos como
protetores na TB experimental. Contudo, para confirmar a presenca de tais antigenos seriam
necesarios métodos mais detalhados de analise, como realizagdo de eletroforese em gel
bidimensional ou de Western Blot.

As proteinas ESAT-6 e CFP10 estimulam a producao de IFN-y por células T CD4+
e CD8+ e a atividade citotoxica de linfécitos T CD8+ em individuos com TB ativa e em

modelos experimentais de TB (SHAMS et al., 2004; KAMATH et al., 2004; LAVANI et al.,
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2001; AREND et al., 2000; BRANDT et al., 2000; RAVN et al., 1999 LALVANI et al., 1998;
BRANDT et al, 1996). Além disso, esses antigenos contém varios epitopos que sao
restritos a cada um dos alelos das moléculas de MHC e outros epitopos que se ligam as
multiplas moléculas do MHC (SHAMS et al., 2004). Vale ressaltar que o antigeno ESAT-6 ja
foi testado como vacina protéica em presenca de adjuvantes (BRANDT et al., 2000), como
vacina de DNA (KAMATH et al., 1999) e também foi testado conjuntamente ao antigeno 85B
(Ag85B), na forma de proteina de fusdo ESAT-6-Ag85B acrescida do adjuvante DDA-MPL.
Essa formulagdo apresentou efeito profildtico contra TB em camundongos e primatas nao
humanos (LANGERMANS et al., 2005; OLSEN et al., 2001).

O Ag85B é uma proteina altamente imunogénica secretada por M. tuberculosis que
faz parte do complexo Ag85. Esse complexo é constituido pelos antigenos 85A, 85B e 85C,
que sao proteinas de 30 a 32 kDa com funcdo de micolil-transferase, essencial para a
formacéo da parede celular do bacilo. Ambos os antigenos 85A e 85B sdo reconhecidos por
linfocitos T de individuos PPD-positivos (SILVER et al., 1995). Além disso, o efeito profilatico
dessas proteinas também ja foi testado na TB experimental, tanto em presenca de
adjuvantes, como na forma de vacina de DNA e até mesmo como vacinas vetorizadas
(McSHANE et al., 2005; ZHU et al., 2005, DIETRICH et al., 2005; McSHANE et al.,2004;
FENG et al, 2001; HORWITZ et al., 2000; KAMATH et al., 1999; LOZES et al.,1997;
HUYGEN et al., 1996). Neste ultimo caso, ja foi testado o virus Ankara recombinante que
expressava o antigeno 85A e também o BCG recombinante que expressava o antigeno 85B
(McSHANE et al., 2005; McSHANE et al., 2004; HORWITZ et al., 2000).

Além dos antigenos descritos acima, outras proteinas secretadas pelo bacilo séo
imunogénicas (ATTANASIO et al., 2000; ROSENKRANDS et al., 1998) e através do perfil
eletroforético apresentado na figura 1 e na tabela 1, podemos sugerir que correspondam as
proteinas detectadas em nossa preparacao vacinal.

Por outro lado, a proteina de 32kDa (CFP32), que poderia corresponder a banda
r11 (tabela 1), parece estar relacionada com a producéao de IL-10 durante a infeccdo. Huard

e colaboradores (2003) verificaram que a presenca de CFP32 em escarro de pacientes com
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TB ativa correlacionava-se positivamente com os niveis de IL-10. Esses resultados
sugerem que a proteina CFP32 estimula a producdo de IL-10 que, por sua vez, modula
negativamente a resposta inflamatéria na TB (HUARD et al., 2003).

E importante ressaltar, que no foi revelada a banda correspondente & proteina de
65kDa. A presenca desta proteina no sobrenadante de cultura é descrita como indicativo de
autdlise da bactéria (ANDERSEN et al., 1991). Dessa forma, podemos inferir que ndo houve
lise bacteriana durante a cultura e por isso, o PFC utilizado em nosso trabalho é de fato
constituido apenas pelas proteinas secretadas por M. tuberculosis.

Com base nos dados descritos na literatura (LINDBLAD et al., 1997; ROBERTS et
al., 1995; ANDERSEN et al., 1994; HUBBARD et al., 1992), selecionamos diferentes
concentracdes de PFC e de motivos CpG 1826 com a finalidade de padronizar a dose do
antigeno e do adjuvante, respectivamente, a serem utilizadas nos protocolos de imunizacgao.
Verificamos que todos os animais imunizados com diferentes concentragées de PFC e CpG
1826 apresentaram produgédo significativa de anticorpos IgG1 antigeno-especificos em
relacdo aos animais ndo imunizados e aos niveis detectados nos soros pré-imunes (Figura
2). Somente os grupos imunizados com 50 pg de antigeno PFC e 30 ug de CpG 1826 ou
100 ug de PFC e 30 pg de CpG produziram niveis significativos de anticorpos IgG2a.
Animais imunizados com 50 pug de PFC e 50 ug de CpG também produziram niveis elevados
de IgG2a. No entanto, em virtude do numero de animais avaliados (n=3) e do desvio-padrao
das amostras, ndo obtivemos um dado significativo. Além disso, também detectamos
producgéo significativa de IFN-y e IL-10 por células de bago de animais imunizados com as
diferentes concentragbes de PFC e CpG apds estimulacdo antigeno-especifica in vitro
(Figuras 3 e 4).

Considerando a producao de IFN-y, e IL-10, podemos sugerir que a re-estimulacao
das células dos animais imunizados com PFC e CpG 1826 induziu ativagdo dos clones de
linfécitos T antigeno-especificos, que foram gerados durante as imunizagdes. Apesar de nao

ter havido diferengas estatisticamente significativas entre os grupos imunizados, os animais
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que receberam 50 ug de PFC + 50 ug de CpG 1826 sintetizaram niveis elevados de
anticorpos IgG2a, de IFN-y e mais baixos de IL-10. Estes dados sugerem que a imunizagéao
com PFC e CpG 1826 estimulou preferencialmente a diferenciacao de linfécitos T efetores e
de meméria de padrdo Thi. Entretanto, para confirmar a presenca dessas células de
memdria seria nescessario detectar a expressao e determinados marcadores de superficie
que nos ultimos anos tém sido empregados para a diferenciar essa populacao celular dos
linfocitos ativados, como CD44, CD62L, CD45RB, CCR7, CD122 entre outros.

O IFN-y é responsavel pela ativagdo de mecanismos microbicidas de macrofagos,
estimula a expressdo de moléculas de MHC de classe | e Il e de moléculas coestimulatérias
na superficie das APCs. Além disso, essa citocina promove a troca de isotipo de
imunoglobulinas para anticopos opsonizantes, como por exemplo, lgG2a em camundongos
(ABBAS, LITCHIMAN & POBER, 2004). Animais geneticamente deficientes para a producao
de IFN-y sdao muito susceptiveis a infeccao por M. tuberculosis (COOPER et al., 1993;
FLYNN et al.,, 1993). Em fungéo disso, acredita-se que a presenca de células T efetoras e
de memoria produtoras de IFN-y possa definir o direcionamento da resposta imune do
hospedeiro diante de uma situacdo de infeccdo com M. tuberculosis. Nesse sentido, o
desenvolvimento de vacinas contra a TB deve se basear na escolha de antigenos que
estimulem a resposta Th1 e o monitoramento da eficacia vacinal deve incluir ensaios que
permitam a avaliacdo deste padrdo de resposta (REED et al., 2003). Portanto, o esquema
de vacina¢ao com PFC e CpG 1826 foi selecionado de acordo com a estratégia que induziu
uma maior produgéo de IFN-y.

Além da citocina IL-10, também julgamos importante avaliar a producéo de IL-4,
como citocina de padrédo Th2. Apesar da elevada sensibilidade do ensaio, ndo detectamos
IL-4 nos sobrenadantes de cultura de baco de animais imunizados com as diferentes
concentracdes de PFC e CpG frente a estimulo antigeno-especifico. A produgéo foi evidente
apenas com estimulacao policlonal. Apesar disso, ndo € possivel afirmar que a imunizagcéao

com PFC e CpG 1826 ndo induziu a expansdo de clones de linfécitos T de perfil Th2
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produtores de IL-4, pois a detec¢ao desta citocina apresenta algumas peculiaridades. A IL-4
€ produzida em baixas concentragdes, tem uma meia vida muito curta e liga-se rapidamente
ao seu receptor na superficie celular. Além disso, poucas copias do RNA mensageiro para
IL-4 sdo produzidas e parecem ter meia-vida curta devido a rapida degradagao (revisto por
ROOK et al., 2004).

Em fungéo desses resultados definimos como concentragées a serem utilizadas
nos protocolos de imunizacdo: 50 ug de antigeno PFC acrescidas de 50 ug do adjuvante
CpG 1826. Para dar continuidade aos ensaios de imunogenicidade, introduzimos dois
grupos experimentais aos protocolos de imunizagdo: antigeno PFC acrescido de sequéncias
CpG nao estimulatérias (CpG 2041) e PFC emulsificado em Adjuvante Incompleto de
Freund (AIF). O primeiro grupo foi usado como controle negativo e o segundo, como
controle positivo para a vacina PFC + CpG 1826. Todos os animais imunizados com PFC,
independentemente do adjuvante empregado, produziram niveis significativos de anticorpos
IgG1 em relacdo ao grupo nao imunizado. Contudo, apenas o grupo que recebeu PFC +
CpG 1826 apresentou producao significativa de anticorpos IgG2a.

Diversos trabalhos da literatura mostram a indugao de anticorpos especificos de
ambas as subclasses apds imunizagdo com PFC. Andersen e colaboradores (1994)
descreveram que a imunizagdo com PFC, juntamente com diferentes adjuvantes, era capaz
de induzir altos titulos de anticorpos IgG1 e IgG2a, sendo os titulos de cada subclasse
variaveis de acordo com a concentracdo de antigeno empregada na imunizagcdo. Altas
doses de antigeno induziram principalmente anticorpos da subclasse IgG1 (ANDERSEN et
al., 1994).

A indugé@o de uma determinada subclasse de anticorpo também é influenciada pelo
adjuvante empregado. A administragdo de antigenos secretados por micobactéria em
camundongos C57BL/6 juntamente com o adjuvante AIF ou hidréxido de aluminio estimulou
a producdo de altos titulos de anticorpos especificos IgG1, enquanto o uso de DDA auxiliou
a producgéo de IgG2a (LINDBLAD et al., 1997). Outro trabalho da literatura empregando o

antigeno HEL (do inglés hen egg lysozyme) mostrou que a imunizagdo de camundongos
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BALB/c com o antigeno juntamente com motivos CpG 1826 induziu altos titulos de
anticorpos de subclasse IgG2a enquanto o mesmo antigeno em presenca de AlF, estimulou
a producéo de IgG1 (CHU et al., 1997).

Os resultados que obtivemos em nossos experimentos corroboram com os dados
de Chu e colaboradores. A imunizacdo com PFC e CpG 1826 foi capaz de direcionar nao
apenas uma resposta humoral predominantemente IgG1, para uma resposta mista
lgG1/IgG2a, mas também foi capaz de direcionar o desenvolvimento de uma resposta
celular. Enquanto a imunizagdo com PFC e CpG 1826 estimulou a produgdo de
concentracées mais elevadas de IFN-y e mais baixas de IL-5 e IL-10, a imunizacdo com o
mesmo antigeno emulsificado em AIF induziu sintese de concentra¢cdes mais elevadas de
IL-5 e IL-10, mas também de IFN-y. Neste contexto, podemos sugerir que o adjuvante
utilizado parece modular o padréo da resposta imune desencadeada pela imunizagdo com
um mesmo antigeno, as proteinas de filtrado de cultura (PFC).

Entretanto, foi com surpresa que constatamos que a preparagédo PFC e CpG 1826
nao foi capaz de conferir protecao significativa contra o desafio com M. tuberculosis. Houve
uma reducao de aproximadamente 0,5 Logo em relagdo ao grupo nao imunizado e infectado
enquanto a imunizagao com PFC emulsificado em AIF induziu uma redugéo significativa de
1,2 Logqo.

Diante deste resultado inesperado, retornamos aos trabalhos da literatura e
comparamos 0s esquemas de imunizacao utilizando PFC com relacdo ao numero de doses
administradas, concentracdo do antigeno, adjuvante utilizado, intervalos entre as doses,
“‘janela imunoldgica”, ou seja, intervalo entre o esquema de imunizagao e o desafio, periodo
de infeccao no qual avaliou-se a protecdo (BRANDT et al., 2000; ROBERTS et al., 1995;
ANDERSEN et al., 1994; ANDERSEN & HERON, 1993; HUBBARD et al., 1992).

Hubbard e colaboradores (1992) mostraram que a imunizacdo de camundongos
B6D2 (hibrido de C57BL/6 e DBA/2) pela via subcutanea com 20 ug de PFC em AIF, duas

doses com intervalos de 3 semanas, induziu protecdo quando os animais foram desafiados
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com 10° bacilos por aerosol, 3 semanas ap6s a Ultima imunizacdo, sendo a protecéo
avaliada 1, 2 ou 3 semanas apés desafio (HUBBARD et al., 1992). O uso de um protocolo
experimental diferente também mostrou protecdo em camundongos C57BL/6 imunizados
com 30 ou 100 ug de PFC administrado juntamente com DDA em 3 doses semanais. Neste
trabalho, os animais foram desafiados com 5x10* bacilos pela via intravenosa, 12 ou 14
semanas apds a ultima imunizacado e a protegédo foi avaliada 2 semanas apds o desafio
(ANDERSEN et al., 1994).

Em um outro trabalho, também com camundongos C57BL/6, empregou-se a
imunizacdo com 20, 50 ou 100 ug de PFC juntamente com AIF pela via subcutanea, em 3
doses com intervalos de 3 semanas, seguidas de desafio apds 1, 3 ou 5 meses do final das
imunizag6es, contudo a protecdo observada nao foi de longa duracdao (ROBERTS et al.,
1995). Lindblad e colaboradores imunizaram camundongos C57BL/6 com 3 doses de 25 ug
de antigeno PFC acrescido de DDA, em intervalos de 1 semana, pela via subcutanea, e
constataram protecdo quando os animais foram desafiados pela via intravenosa 15 ou 27
semanas apds as imunizacbes, sendo a protecdo avaliada 2 semanas apdés o desafio
(LINDBLAD et al., 1997).

Em nosso trabalho, utilizamos modelo experimental de TB com camundongos
BALB/c. Esses animais foram imunizados com 3 doses de 50 ug de PFC em intervalos
semanais, pela via subcutdnea. Como adjuvante, utilizamos motivos CpG 1826 (50 ug). O
intervalo entre as imuniza¢des foi escolhido com base em trabalhos da literatura. No
entanto, € possivel que imunizacbes muito proximas possam desencadear eliminacao de
clones de células T ativadas devido ao excesso de administracdo do antigeno, o que
poderia, talvez, estar relacionado com a falta de protecao representada por nossos dados.

A via de administragdo do antigeno também deve ser considerada como fator
determinante do perfil de resposta imune induzida. Em nosso trabalho, testamos uma via
parenteral, a subcutédnea. Além disso, os animais foram desafiados 2 meses apos a ultima

imunizagédo, e a protecao foi avaliada no pulmé&o dos animais 70 dias apds o desafio.
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Optamos por utilizar periodos mais longos tanto para o desafio quanto para a avaliagao da
protecdo, pois acreditamos que a eficacia de uma vacina depende, além do perfil de
resposta imune induzida, da capacidade de diferenciacdo de células de meméria de longa
duragéo.

Outro fator que diferencia nossos trabalhos de outros descritos na literatura e que
pode interferir nos resultados obtidos € a via utilizada para o desafio com M. tuberculosis.
Na maioria dos trabalhos, o desafio é realizado por aerosol. Alguns utilizam a via
intravenosa e poucos utilizam a via intraperitoneal. N6s empregamos a via intratraqueal.
Embora o inéculo de M. tuberculosis seja elevado no desafio pela via intratraqueal em
relacdo ao desafio por aerosol, € uma via que se aproxima mais da via de infeccao natural
do hospedeiro, quando se considera a via intravenosa e a intraperitoneal. Além disso,
quando se realiza a infeccao ou desafio por via intratraqueal, os bacilos inicialmente atingem
o pulméao e, posteriormente, com a disseminagédo da infec¢do, atingem os linfonodos e o
baco. Na infeccdo intravenosa, os bacilos atingem inicialmente o bago, e apenas mais
tardiamente, a infeccao apresentara localizacao pulmonar. Isso deve interferir na indugcéao da
resposta imune, na cinética e compartimento escolhido para avaliacdo dessa resposta e,
conseqlentemente, nos dados que serdo obtidos sobre a relacdo parasita-hospedeiro.

Através de uma andlise conjunta dos nossos resultados e uma avaliagdo dos
resultados da literatura, nos propusemos a estudar outra via de imunizacao, a intranasal. A
ativacdo de uma imunidade de mucosa pode ser importante para o desenvolvimento de
reposta protetora contra infecgées do trato respiratorio. Alguns trabalhos descreveram a
eficacia protetora do BCG contra a TB, quando administrado por via intranasal em relacéao
as vias parenterais (SANTOSUOSSO et al., 2005; HAILE et al., 2005; LYADOVA et al.,
2001). Mais recentemente, GIRI e colaboradores (2005) descreveram que a imunizacao de
camundongos com proteinas secretadas por M. tuberculosis (PFC) em DDA por via
intranasal conferiu melhor protecao contra TB experimental quando comparara a imunizagao

por via subcutanea. No entanto, quando camundongos foram imunizados com PFC e CpG
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1826 pela via intranasal, constatamos que houve um aumento significativo no nimero de
UFC (Figura 8).

Outros modelos experimentais também foram utilizados para avaliar o efeito
profilatico do antigeno PFC contra a TB. A imuniza¢do de cobaias com PFC emulsificado
em AIF conferiu efeito protetor apds desafio com M. tuberculosis (PAL & HORTWZ, 1992).
Além disso, Hogarth e colaboradores (2003) descreveram que cobaias imunizadas com PFC
juntamente com motivos CpG desenvolveram uma resposta Th1 antigeno- especifica. Essa
resposta caracterizou-se pela indu¢cdo de uma intensa reac¢ao de hipersensibilidade tipo 1V,
producdo de IFN-y por células de baco e sintese de anticorpos IgG2a antigeno-especificos
(HOGARTH et al., 2003). O papel do antigeno PFC como imunégeno protetor contra a TB
também foi descrito para animais de maior porte. Estes antigenos em presenga de motivos
CpG conferiram protecao contra a TB bovina (WEDLOCK et al., 2005).

Além da via de imunizacdo e do modelo experimental, o adjuvante utilizado
também pode direcionar o padréo da resposta imune, conforme descrevemos anteriormente,
e consequentemente, a eficacia protetora de uma vacina. Os motivos CpG tém sido
empregados no favorecimento de resposta imune Th1 (WEDLOCK et al., 2005; VERTHELY]
et al., 2001; TASCON et al., 2000; HARTMAN et al.,2000; KRIEG et al., 1999). Entretanto, a
adicao de CpG a preparacao vacinal baseada em antigeno PFC acrescido de DDA ou de
MPL, nédo resultou em aumento do efeito protetor da vacina (HSIEH et al., 2004).

Em sintese, todos esses fatores: adjuvante, dose de antigeno, via de
administragdo, intervalos entre imunizagdes, periodo e via de desafio e periodo avaliagdo da
protecdo podem interferir na eficacia protetora de uma formulacdo vacinal. Assim, em
fungcédo dos resultados do experimento de protecao, fomos avaliar como se encontrava a
resposta imune no pulmdo destes animais, uma vez que em experimentos de
imunogenicidade, a vacina experimental PFC e CpG 1826 estimulou um perfil de resposta

que julgavamos ter potencial protetor.
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O desenvolvimento de uma vacina eficiente contra a TB deve ser embasado no
bom entendimento da relacdo patdégeno-hospedeiro, e nesse contexto, o local onde se
estabelece a infecgcado é essencial.

Durante a infecgcdo por M. tuberculosis ocorre a fagocitose do bacilo por
macroéfagos alveolares seguida de ativagcao da resposta imune inata, com a producéao de IL-
12 que € secretada por macrofagos e células dendriticas (DOHERTY & ANDERSEN, 2005;
FLYNN, 2004; HENDERSON et al.,1997; LADEL et al.,1997a; FLYNN et al., 1993). Além de
IL-12, os fag6citos também produzem TNF-a, IL-6, IL-1 e IL-8 que exacerbam a resposta
inflamatdria induzida pelo bacilo. Essa inflamacao € caracterizada pelo recrutamento de
neutréfilos, mondcitos e precursores de células dendriticas, bem como de linfécitos que
foram previamente ativados nos linfonodos. A presenga de IL-12 no microambiente
pulmonar contribui para ativar as fungdes efetoras dos linfécitos T CD4+ diferenciados em
Th1, produtores de IFN-y, recrutados para o pulmé&o. Ja foi descrito que TNF-a,, IL-6 e IL-12
sdo citocinas associadas com uma resposta protetora contra TB. Animais geneticamente
deficientes dessas citocinas nao sobrevivem por periodos prolongados apds desafio com
cepa virulenta de M. tuberculosis (FLYNN, 1997, LADEL et al., 1997b; COOPER et al., 1997;
FLYNN et al., 1995). A administracdo de TNF-a juntamente com IFN-y aumenta a atividade
microbicida de macréfagos murinos in vitro (FLYNN, 2004). Também ¢é descrito que a
administragdo de IL-12 recombinante aumenta a sobrevivéncia de camundongos BALB/c
desafiados com o bacilo (COOPER et al., 1997; FLYNN et al., 1995). Os niveis elevados de
IL-12 devem ser mantidos durante as fases mais tardias da infeccdo para assegurar a
eficdcia dos mecanismos efetores da imunidade adquirida, que possibilitam o controle da
infeccao (FENG et al., 2005).

Em sintese, pela prépria localizagdo intravesicular do patégeno em macréfagos,
mondcitos e células dendriticas, e em decorréncia da persistente estimulacdo antigénica, a
doenga apresenta carater granulomatoso resultante de intensa resposta inflamatéria. Essa

resposta caracteriza-se principalmente pela ativagdo de linfécitos de padrdao Th1 e pela
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presenca de IL-12 e TNF-a no local da infeccdo. Individuos com TB ativa e animais
infectados com bacilos desenvolvem uma resposta de padrdo Th1 (revisto por SALGAME,
2005).

Citocinas de padrdao Th2 também podem estar presentes no local da infec¢do. A IL-
10 é uma citocina descrita tanto como de perfil Th2, como também uma citocina com funcao
regulatéria. Ela regula negativamente a ativagéo de linfocitos e macrofagos. Alem disso, a
IL-10 inibe a proliferagéo de células T e a producgao de IL-12 e IFN-y, diminui a expressao de
moléculas coestimulatérias e de classe | e Il do MHC na superficie de APCs e inibe a
producdo de mediadores inflamatérios, como TNF-a, e a producdo de NO (TURNER et al.,
2002; FLESCH et al.,1994; ROJAS et al., 1999; CHADBAN et al.,1998; MALEFYT et al.,
1993; MALEFYT et al.,1991; FIORENTINO et al.,1991). No entanto, a presenca de IL-10 no
local da infecgao pode ser importante para controlar a resposta inflamatéria e a excessiva
ativacdo de linfécitos Th1, evitando o dano tecidual. Em estudos para identificacao dos
fatores que causam necrose em granulomas, Ehlers e colaboradores descreveram que a
auséncia de IL-10 acelerou a formacéao de focos de necrose nos granulomas, provavelmente
em fungdo do aumento na produgédo de IFN-y (EHLERS et al., 2001). Por outro lado, a
regulagdo negativa da resposta imune celular pode ser prejudicial para a eliminagao do
bacilo. Camundongos geneticamente deficientes de IL-10 apresentaram aumento da
imunidade contra a micobactéria, embora o melhor controle sobre a replicagdo dos bacilos
nao estivesse associado ao aumento da produgcdo de IFN-y (MURRAY & YOUNG, 1999).
Além disso, camundongos transgénicos que expressavam niveis aumentados de IL-10
apresentaram reativagdo da doenca (TURNER et al., 2005).

Dessa forma, a infeccdo por M. tuberculosis induz a producdao de uma série de
citocinas que atuam como mediadores inflamatérios ou regulando a resposta imune. Sendo
assim, a imunizagdo pode modular positivamente uma resposta associada com protecao.
Dentro deste contexto, a escolha do adjuvante empregado pode representar papel essencial

nessa modulagado da reposta imune.

94



Apesar da imunizagcao com PFC e CpG 1826 por via subcuténea nao ter protegido
os animais desafiados, houve maior producao de IFN-y e IL-6, € menor produgéo de TGF-3
nos pulmdes desses animais em relacdo aos animais imunizados com PFC emulsificado em
AlF. Ambos os grupos produziram niveis similares de IL-5, IL-12, TNF-a e IL-10. Quando
comparamos 0s cortes histologicos, constatamos intenso infiltrado de macréfagos e menor
de linfécitos, constituindo granulomas que preenchiam toda a extensdo do parénquima
pulmonar, além da existéncia de areas de necrose nos pulmdes de animais imunizados com
PFC e CpG 1826. Em contrapartida, animais imunizados com PFC emulsificado em AIF
apresentaram uma melhor preservagédo do parénquima pulmonar, presenga de granulomas
com intensos infiltrados de linfocitos e macréfagos, e auséncia de necrose.

Nesse sentido, parece que a magnitude ou o “tamanho” da resposta Thi,
considerando-se a producédo de IFN-y, ndo pode ser considerada como parametro unico
associado com protecdo na TB. Hovav e colaboradores (2005) descreveram um aumento na
eficicia protetora da vacina constituida pelos antigenos ESAT-6, antigenos de 38kDa e
16kDa, Ag85B, CFP21 e Mtb8.4 em MPL e DMT quando introduziu-se IFN-y como um
terceiro adjuvante. Esses autores também descreveram que doses elevadas de IFN-y
revelaram-se prejudiciais e sugeriram que a magnitude pode ndo se associar a protegdo. De
fato, foi descrito que o excesso de IFN-y pode levar a apoptose de clones de linfocitos T
CD4+ responsivos a micobactérias (FLORIDO et al., 2005; DALTON et al., 2000).

Hovav e colaboradores (2003) descreveram que a imunizagdo de camundongos
BALB/c com a lipoproteina de 27 kDa, secretada por M. tuberculosis, acrescida de DDA,
MPL ou Ribi induziu uma intensa resposta de hipersensibilidade tipo 1V, elevada producao
de IFN-y e NO por células de baco e altos niveis de anticorpos IgG2a no soro dos animais.
Apesar da intensa resposta imune celular, apds o desafio houve um aumento no nimero de
bacilos no pulméo. Um fenémeno similar foi descrito para outros antigenos micobacterianos,
como a lipoproteina de 19 kDa. Apesar de ter induzido uma resposta Th1, esse antigeno

apresentou um efeito deletério sobre a protegdo quando expresso por cepas recombinantes
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de Mycobacterium vaccae e Mycoabcterium smegmatis, que conferiam protecdo enquanto
cepas selvagens (ndo recombinantes) (YEREMEEYV et al., 2000; ABOU-ZEID et al., 1997).

Por outro lado, a inducdo de uma resposta imune de padrdo misto pode estar
associada com protecdo. Sable e colaboradores (2005) imunizaram camundongos C57BL/6
com uma fragdo do antigeno PFC acrescida de adjuvante DDA-MPL. Essa imunizacao
induziu uma resposta imune mista, com producao de IFN-y e IL-4 por células do baco apds
reestimulacdo in vitro. Apés o desafio com M. tuberculosis pela via intravenosa, houve
protecao significativa dos animais vacinados.

Desse modo, a producdo de citocinas, como IL-4, IL-10 e TGF-B, que modulam
negativamente a resposta inflamatéria, pode também ser relevante para avaliar a eficacia de
uma preparacgdo vacinal. Obviamente, uma produgéo excessiva dessas citocinas a ponto de
reverter a razdo Th1/Th2 poderia bloquear o efeito protetor de uma resposta Th1.

Outro aspecto interessante a ser abordado na escolha de antigenos com potencial
vacinal ou no desenvolvimento de novas estratégias profilaticas contra a TB € o retorno da
discussao sobre o fenébmeno de Kock. Esse fendmeno esta relacionado a uma intensa
reacdo inflamatdria que ocorre no local da infecgao, quando um individuo com a doencga
ativa entra em contato com antigenos micobacterianos do tipo tuberculina (ROOK &
HERNANDEZ PANDO, 1996). Moreira e colaboradores mostraram que a inoculacao de
antigenos de BCG e de M. tuberculosis em camundongos previamente infectados com o
bacilo gerava uma intensa resposta inflamatéria, com aumento na produc¢do de TNF-a e IL-
6, associado com a exacerbacao da doenca. Além disso, o tratamento de camundongos
infectados com BCG expressando TNF-a, IL-2 ou IFN-y também aumentou o
comprometimento pulmonar (MOREIRA et al., 2002).

Diante de todo o contexto exposto, acreditamos que os diferentes adjuvantes
empregados nas nossas imunizacées com o antigeno PFC tenham modulado a ativacao do
sistema imune, direcionando a geracéo de respostas distintas. Nos animais imunizados com

CpG 1826, houve uma producao muito elevada de IFN-y e de IL-6 e mais baixa de TGF-j,
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auséncia de protecao acompanhada de grande comprometimento pulmonar com a presenga
de focos de necrose. Ja o antigeno em presenca de AlF modulou negativamente a producéo
de IFN-y e positivamente a produgdo de TGF-B, gerando uma resposta protetora
acompanhada de melhor preservagdo do pulméo. Todos estes dados parecem néo estar
relacionados com o numero de linfécitos T CD4+ e B, macréfagos (células CD11b+) e
células dendriticas (células CD11c+), nem com a produgao de 6xido nitrico (NO) detectados
no pulméao, uma vez que todos os grupos infectados, imunizados ou ndo, comportaram-se
de modo similar, com exce¢édo ao numero de células CD8+, que foi significativamente menor
que o numero detectado no pulmd@o de animais nao imunizados e infectados. A
administracdo do antigeno com CpG 1826 pela via intranasal modulou negativamente a
producdo de IL-10 e positivamente a produgédo de IL-12, sem resultar em protegdo. Pelo
contrario, houve um aumento no numero de bacilos em relacdo aos animais ndo imunizados
e infectados. Essas informacdes poderao ser uUteis para o delineamento de novas vacinas
contra TB.

De acordo com Rook e colaboradores (2005a e 2005b), a micobactéria é
patogénica nao porque falha em induzir uma resposta Th1, ou porque causa uma
modulacédo negativa dessa resposta, mas sim porque induz uma resposta imune de padréao
Th1 “corrompida”. Essa resposta causa uma intensa inflamacdo, mas nao é capaz de
eliminar o bacilo. Segundo estes autores, no inicio da infecgéo por M. tuberculosis, ocorre a
inducdo de uma resposta Th1 que vai diminuindo em intensidade com a progressédo da
doencga, quando tem inicio uma produgédo de IL-4. A presenca de IL-4 nesse ambiente
inflamatério predominantemente Th1, por mecanismos ainda ndo esclarecidos, leva a
toxicidade do TNF-a que contribui para a progressao da doenca (HERNANDEZ-PANDO et
al., 1997a, ROOK et al, 2004). Em camundongos deficientes de IL-4, a toxicidade do TNF-a
e inducéo de fibrose sao reduzidas (HERNANDEZ-PANDO et al., 2004).

Esses resultados podem ser extrapolados para as popula¢gdes humanas, para

explicar alguns aspectos relacionados a falta de eficacia da vacina BCG e da elevada
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incidéncia e TB em determinados locais. Nos paises em desenvolvimento, onde existe
elevada incidéncia de exposicao a parasitas, como os helmintos, e também a micobactérias
ambientais, ocorre a producao de IL-4 pelo hospedeiro. Quando o individuo é infectado pela
micobactéria, ocorre o desenvolvimento de uma resposta inflamatéria predominantemente
Th1, mas com alguma producéo de IL-4. Mesmo que essa resposta Th1 tenha uma elevada
amplitude, a presenca de IL-4 pode inibir os mecanismos microbicidas dos macrofagos,
diminuindo, por exemplo, a expressao da enzima 6xido-nitrico sintase (iNOS), pode induzir a
toxicidade do TNF-a e também fibrose, levando a progressao da doenca (ROOK et al.,
2004, 2005a e 2005b; ANDERSEN & DOHERTY, 2005).

Uma nova vacina contra a TB precisa exercer um efeito modulador sobre o sistema
imune e nao simplesmente polarizar a resposta para um padrdo Th1. A infeccdo pela
micobactéria por si s6 é capaz de induzir uma forte reposta de padrdo Th1. No entanto, os
individuos que sao infectados podem desenvolver a doenca por dois motivos: pela inducao
de uma resposta regulatéria exacerbada, caracterizada pela presenga prévia de células
produtoras de IL-4 e/ou de IL-10, ou pelo desenvolvimento de intensa resposta inflamatéria
Th1 com lesédo do tecido pulmonar. Portanto, uma estratégia de imunizagdo deve intervir
nestas respostas de modo a gerar um efeito protetor e auséncia de dano tecidual.

Os dados apresentados em nosso trabalho contribuem para um melhor
entendimento da relagdo patdogeno-hospedeiro e abrem perspectivas para a elaboragao de
estratégias profilaticas que modulem a ativacdo da resposta imune apés a infecgdo com M.
tuberculosis. Diferentes antigenos podem necessitar de adjuvantes especificos para serem
eficientes. Diante dos resultados apresentados, uma estratégia interessante também poderia
ser a utilizacdo de PFC como um reforgo da vacina BCG. Além disso, € preciso reavaliar o
atual paradigma de que apenas a producao de niveis elevados de IFN-y seria um marcador

de protecdo no desenvolvimento de novas vacinas contra a TB.
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6. CONCLUSOES

Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que:

1) A imunizacdo de camundongos BALB/c com o antigeno PFC acrescido de CpG
1826, CpG 2041 ou AIF induziu ativacao da resposta imune, caracterizada pela producéao
antigeno-especifica de anticorpos séricos e citocinas por células de bago apds re-
estimulacao in vitro. O adjuvante empregado juntamente com o antigeno PFC e a via de
imunizagdo modularam o perfil da resposta induzida.

2) Camundongos imunizados com a suspensdao de PFC e CpG 1826 pela via
subcutdnea apresentaram uma resposta imune mais direcionada para um padrdao Thi,
apesar da producao de IFN-y e IL-10. Apés o desafio, apesar do aumento na producao de
IFN-y, em relagdo a producdo de TGF-B, ndo houve protecdo. Os animais apresentaram
grande comprometimento do parénquima pulmonar, com presencga de necrose.

3) Camundongos imunizados com a suspensdo de PFC emulsificada em AlF, pela
via subcutéanea, apresentaram uma resposta imune de padrao misto Th1/Th2 com producao
de IFN-y, IL-5 e IL-10 por células de baco e de anticorpos da subclasse IgG1. Essa
imunizagao protegeu os animais contra posterior desafio com M. tuberculosis, com reducao
significativa no numero de UFC e menor comprometimento do parénquima pulmonar. No
pulméo desses animais houve uma modulacdo negativa na producao de IFN-y e modulagéo
positiva da citocina anti-inflamatoria TGF-f.

4) A administracéo de PFC e CpG 1826 pela via intranasal induziu uma alteracao no
padrdo de resposta imune no pulmao dos animais desafiados, com aumento dos niveis de
IL-12, reducao de IL-10 e auséncia de protecao

5) Na auséncia de adjuvante, a imunizagdo com o antigeno protéico acrescido de
CpG 2041 (ndo estimulatério), induziu apenas uma resposta imune humoral caracterizada

pela producao de anticorpos antigeno-especificos da subclasse IgG1.
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