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RESUMO

O numero crescente de casos de tuberculose (TB) revela a situagao alarmante dessa
doenca. As estatisticas mostram que a TB permanece como uma das maiores causas de
mortalidade devido a doencas infecciosas no mundo. Apesar da vacina de uso corrente,
BCG, proteger contra as formas mais graves de TB durante a infancia e TB extrapulmonar, a
eficacia da mesma pode variar de 0 a 80% dependendo da populacdo estudada. Diante
desse quadro em que se encontra a populagcdo mundial perante a TB, somado as
dificuldades das estratégias de controle, a otimizagao de recursos preventivos e terapéuticos
para essa doenca torna-se imprescindivel. A vacina génica DNA-Hsp65 descrita pelo nosso
grupo tem mostrado propriedades profilaticas e terapéuticas contra a TB experimental
quando administrada na forma de solug&o salina (DNA nu) por via intramuscular em quatro
doses de 100 pug cada uma. O presente trabalho teve como objetivo a otimizacdo dessa
vacina visando seu uso clinico. Assim, foram utilizadas formulagdes baseadas em sistemas
de liberagao controlada como os lipossomas e as microesferas, bem como estratégias de
“prime-boost”. Observamos que independentemente das estratégias vacinais utilizadas,
houve um aumento significativo das citocinas IL-12 e IFN-y quando os animais imunizados
com as formulagbes citadas foram desafiados subseqientemente com M. tuberculosis,
assim como a diminuicdo de IL-4 e IL-10, indicando um perfil de resposta Th1 associado
com uma resposta efetiva contra a infeccdo por M. tuberculosis. Observamos também a
diminuigao significativa do nimero de unidades formadoras de colénias em todos os grupos
experimentais. Além disso, é importante ressaltar que o estudo histopatolégico, incluindo a
andlise morfométrica, revelou a preservacdo do parénquima pulmonar e redugdo do
infiltrado inflamatério nos grupos imunizados com as diferentes formulagdes. Dessa forma,
as novas estratégias vacinais empregadas neste trabalho demonstram otimizagdo da
utilizacdo de nossa vacina de DNA, uma vez que permitem reduzir a quantidade de DNA
inoculado e o numero de doses administradas mantendo a mesma eficacia protetora obtida
com o DNA nu. Dentre essas, a formulagdo empregando lipossomas parece ser a mais
promissora das estratégias, pois utiliza menor quantidade de DNA, seus componentes sao
de facil acesso e ja estao liberados para uso em humanos. No entanto, como a formulacao
baseada na utilizagdo de microesferas utiliza estruturas que liberam o antigeno por um
periodo mais prolongado do que os lipossomas, deve-se considerar a possibilidade delas
ativarem uma resposta imune mais duradoura. Finalmente, esses resultados abrem

perspectivas promissoras de utilizagao dessas estratégias para o uso clinico dessa vacina.



ABSTRACT

The increased number of tuberculosis cases (TB) reveals an alarming situation and
TB is among the main causes of mortality due to infectious disease. Although during infancy
the BCG vaccine protects against serious kinds of TB, as well as extra-pulmonary TB, its
efficacy can vary from 0 to 80%, depending on the studied population. Since there are
difficulties in the application of current control strategies, the development of new preventive
and therapeutical approaches becomes necessary. The genetic vaccine DNA-Hsp65,
described by our group, has demonstrated prophylactic and therapeutical properties in
experimental TB. In the present study, we evaluated liposome and microsphere releasing
systems as well as the prime-boost strategy in attempt to optimize our DNA vaccine efficacy.
This way, we observed that in all experimental groups, there were increased levels IL-12 and
IFN-y citokynes, which are associated with the protective response to M. tuberculosis.
Additionally, IL-4 and IL-10 levels were decreased in these groups, indicating a Th1 pattern
of response. Besides that, we observed a reduction in colony forming units in lungs from the
experimental groups when compared to the controls. Therefore, the new strategies evaluated
in this study demonstrate an optimization of our DNA vaccine utilization; since we obtained
the same protection efficacy of the naked DNA with a less quantity of the injected DNA and a
reduced number of doses. Moreover, among the tested formulations, the liposome strategy
seems to be the most promising, since it demands the lowest quantity of DNA and its
components are already approved for human application. Nevertheless, microspheres
formulation uses delivery controlled system of the antigen, therefore, it should be taken into
account that microspheres possibly induce a long lasting immune response against TB.
Taken together, these results show new promising perspectives of the clinical utilization of
these vaccinal strategies.

il



Diferentes Estratégias Vacinais na Protecdo contra Tuberculose

1- INTRODUCAO

1.1-Tuberculose

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa causada pelo Mycobacterium
tuberculosis e consiste em um dos mais graves problemas de salde publica da atualidade.
As estatisticas mostram que a TB permanece como uma das maiores causas de
mortalidade por doencgas infecciosas no mundo, juntamente com HIV/AIDS (do inglés
"Human Immunodeficincy Virus”, “Acquired Immunodeficiency Syndrome”) e malaria (WHO
2005; VON REYN & VUOLA, 2002; ANDERSEN, 2001). Na ultima década, 90 milhdes de
novos casos surgiram e resultaram em aproximadamente 30 milhdes de mortes
(KAUFMANN, 2001). O Brasil ocupa o0 15° lugar entre os 22 paises nos quais se estima que
ocorram 80% dos casos de TB no mundo (WHO 2005).

Apesar da existéncia de drogas que geralmente sao eficientes para o combate da
TB, o numero de pacientes portadores de cepas multi-drogas resistentes tem aumentado
nos ultimos anos (WHO 2005; ZHU et al., 2005). A re-emergéncia da TB pode ser atribuida
a fatores como: o declinio nas condicdes de vida de grande parcela da populagcdo mundial; a
diminuigdo significativa dos recursos destinados ao controle desse tipo de moléstia nos
paises em desenvolvimento; epidemia da AIDS; problemas ligados ao tempo relativamente
longo (6 meses) da terapia disponivel atualmente; (RIEDER 2005; NUNN et al 2005). Além
disso, a profilaxia da TB que é realizada pela administracdo da vacina BCG (Bacilo de
Calmette-Guérin) que foi desenvolvida pelos pesquisadores Albert Calmette e Camille
Guérin no Instituto Pasteur em 1921, permanece controversa devido a variacdo na sua

eficacia protetora (FINE 1999; ORME ;KAUFMANN 2006).

1.2- Resposta Imune na Tuberculose

M. tuberculosis ¢ um bacilo intracelular aerébico de crescimento lento, o que justifica
a demora no diagndstico microbiolégico da doenca. (NOLTE & METCHOCK, 1995; HOLT et

al., 1994, revisto por KAUFMANN 2001). A transmissdo da TB ocorre pela inalagdo de

Niicleo de Pesquisa em Tuberculose Souza, PRM. 1



Diferentes Estratégias Vacinais na Protecdo contra Tuberculose

particulas de aerossol, que sado expelidas por individuos com a doenga clinicamente ativa
(RILEY et al., 1959, DOHRETY & ANDERSEN, 2005). M. tuberculosis, apés ser inalado,
interage com macréfagos alveolares e células dendriticas presentes nas vias aéreas e,
embora possa infectar diversos 6rgaos (ossos, rins, etc.), a infeccdo pulmonar é a mais
comum (FLINN & CHAN, 2001; FLINN & CHAN, 2005). O estabelecimento da mesma
depende de varios fatores, como o nimero e a viruléncia dos bacilos inalados, a duragéo da
exposicdo ao bacilo, além da condicdo imunolégica e de caracteristicas genéticas do
individuo exposto (DANNENBERG, 1989). Apesar das estatisticas mostrarem que grande
parte da populagdo mundial j& entrou em contato com o bacilo, uma parcela relativamente
pequena dos individuos desenvolve a doenga. Cerca de 10% dos individuos que entram em
contato com o bacilo desenvolvem a TB primaria ou doenga ativa e podem transmitir a
doenca para outros individuos (YOUNG & STEWART 2002; WHO, 2004). A resposta imune
desencadeada ap6s o contato com o patdgeno é eficiente em impedir a multiplicagdo do
bacilo na grande maioria das pessoas infectadas (aproximandamente 90%), as quais
desenvolvem uma forma latente e assintomatica da infecgdo. Uma pequena porcentagem
desses individuos (5 — 10%) pode apresentar reativacdo da infecgdo, que poderia ser
decorrente de um quadro de imunossupressao, causado por diversos fatores, entre eles:
infeccdo por HIV, desnutricdo, tratamento prolongado com corticéides e abuso de alcool e
drogas (ROOK et al., 2005b; FLYNN & CHAN, 2005; BOOM et al., 2003).

A resposta imune desencadeada na TB é bastante complexa e muitos componentes
do sistema imune estao envolvidos tanto na protecdo, quanto na imunopatologia da doenca.
O estabelecimento da infecgdo pela micobactéria depende de seu encontro inicial com as
células do hospedeiro no caso, os macréfagos alveolares, que sao o habitat preferencial do
bacilo, e as células dendriticas presentes nas vias aéreas. Esta interagdo ocorre por meio
dos receptores de reconhecimento de padrdes moleculares, tais como receptores do
sistema complemento (CR1, CR2, CR3 e CR4), receptores de manose, CD14 (ERNEST,
1998) e receptores do tipo Toll (do inglés “Toll Like Receptors”), expressos na superficie

celular, com os padrdes moleculares associados a patégenos, PAMPs (do inglés “Pathogen
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Associated Molecular Pattern”) expressos na superficie do M. tuberculosis (FLYNN et al.,
2005; ABEL et al., 2005; DRENNAN et al., 2004; KAUFMANN & SHAIBLE, 2003). Uma via
alternativa de infecgao pelo bacilo ocorre, via um receptor tipo lectina presente na superficie
de células dendriticas, o DC-SIGN ou CD209, que se liga a uma lipoarabinomanana da
micobactéria. DC-SIGN desencadeia efeitos anti-inflamatérios, mas as conseqiéncias
dessas interacdes para o bacilo sdo desconhecidas (HERRMANN & LAGRANGE, 2005).
Alguns autores propdem que a adaptacdo do patdégeno a célula alvo e a sua sobrevivéncia
no hospedeiro poderiam ser auxiliadas pelo DC-SIGN (VAN KOOYK & GEIJTENBEEK,
2003).

Apds a fagocitose do bacilo pela célula do hospedeiro, diversos mecanismos
microbicidas sdo desencadeados como: liberacdo de enzimas lisossomais durante a fusédo
do fagossoma ao lisossoma; geragao de intermediarios reativos do oxigénio (ROIs), e do
nitrogénio (RNIs) que s&o toxicos para o bacilo; secregcdo de citocinas e quimiocinas
proinflamatérias, como TNF-a, IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1, MCP-3, IP10, RANTES, MIP1-a e
MIP2, resultando no recrutamento de leucécitos para o local da infecgdo. Inicialmente,
ocorre a migracao de neutréfilos para o sitio da infecgdo, seguidos de mondcitos, que se
diferenciam em macroéfagos, € de precursores de células dendriticas. (COSMA et al, 2004;
KAUFMANN, 2003; ORME, 2003; FLYNN & CHAN, 2001; DANNENBERG, 1993; ADAMS,
1976). Dentre estas células, os macréfagos sao descritos como essenciais para indugéao da
resposta imune contra TB, pelo fato de serem as células que contém os bacilos e também
por exercerem fungdes microbicidas ao produzirem ROl e RNI. Além disso, os macréfagos
atuam como células apresentadoras de antigenos e ativam a resposta imune adaptativa
(FLYNN et al., 2004; FLYNN et al., 2001; COOPER et al., 2000).

Apesar do macréfago ser caracterizado como uma célula efetora primaria, M.
tuberculosis desenvolveu diversos mecanismos que permitiram sua sobrevivéncia e
replicagdo no microambiente interno desta célula. Deste modo, a ativagao inicial dos
macroéfagos pelos bacilos, na maioria das vezes, é insuficiente para elimina-los e o controle

da infeccdo requer a ativagdo da resposta imune celular especifica, principalmente dos
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linfécitos T (FLYNN & CHANN, 2005; FLYNN et al, 2004; BROWN & TAFFET, 1995;
CLEMENS & HORWITZ, 1993). Os macréfagos infectados por micobactérias liberam
citocinas como a IL-12 (ALTARE et al, 1998), IL-18 (SUGAWARA et al, 1999) e IL-23
(OPPMANN et al, 2000) as quais ativam linfécitos, que por sua vez podem ativar outros
macréfagos pela producao de IFN-y (JOUANGUY ef al, 1996) e TNF-o (FLYNN et al, 1995)
Esta resposta é muito importante para limitar o crescimento e eliminar o bacilo. A
importancia de células T foi ilustrada por DOHERTY e SHER (1997), que mostraram
aumento da susceptibilidade a infeccdo por Mycobacterium avium em animais desprovidos
de células T maduras (camundongos nude). Além disso, animais deficientes tanto na
resposta de células T quanto na producao de anticorpos (camundongos SCID) também se
mostraram mais susceptiveis a infeccao (LAl et al, 1997).

A importancia de linfécitos T CD4+ na imunidade contra TB humana foi evidenciada
em pacientes infectados com HIV, os quais apresentaram maior susceptibilidade a essa
doenga provavelmente pela grande diminuigdo no numero de linfécitos T CD4+ circulantes
(LAl et al., 1997). O recrutamento de linfécitos T CD4+ € essencial para o desenvolvimento
da imunidade protetora durante a infeccdo, uma vez que o habitat preferencial das
micobactérias nos macréfagos é o fagossomo, o que resulta na apresentacdo de antigenos
preferencialmente complexados as moléculas de classe Il do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex) e na ativacao desta
populacdo de linfécitos (FENTON et al, 1997). Além disso, pode ocorrer apresentacao de
antigenos via moléculas de classe | do MHC, ativando células T CD8+ (Revisto por SILVA et
al, 2001).

A importancia da subpopulacao de linfécitos T CD8+ nas infeccoes micobacterianas
foi descrita nos ultimos anos por varios autores. 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 infeccgao,
principalmente nos pulmdes (FLYNN, 1992). E sabido ainda que células T CD8+ de

camundongos infectados produzem IFN-y em resposta ao reconhecimento de antigenos de
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M. tuberculosis apresentados por células dendriticas ou macréfagos (SERBINA & FLYNN
1999, BONATO et al., 1998). Sugere-se que a lise de macréfagos infectados por linfécitos T
CD8+ antigeno-especificos provoque a liberacdo de vesiculas apoptoéticas contendo os
bacilos, que podem ser eliminadas apés a fagocitose por outros macrofagos ativados
(ORME, 1992). Os mecanismos de lise e citotoxicidade mediados pelos linfécitos T CD8+
ocorrem tanto pela via que envolve a exocitose de granulos contendo perforina e
granulisina, ou pela via que requer a interacao de CD95 com seu ligante (BROOKES et al.,
2003; SILVA et al., 2001; SERBINA et al., 2000; STENGER 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 molécula
CD1, assim como células T CD4-/CD8- (ou duplo negativas) (STENGER & MODLIN, 1999,
Revisto por ELIAS et al, 2006). Células Tyd ativadas por mondcitos infectados com M.
tuberculosis secretam IFN-y, potencializando a agdo microbicida de macréfagos infectados e
podem assim controlar a replicacdo da bactéria (DIELI et al, 2001). Além disso,
recentemente foi demonstrado que este tipo celular é a principal fonte de IL-17 logo no inicio
da infeccdo por M. tuberculosis 0 que sugere que este tipo celular seja importante para a
resposta protetora contra o bacilo (LOCKHART et al., 2006).

A producao de citocinas no decorrer da infeccdo € de extrema importancia para a
resolucdo da doenca. A producdo de IL-12 é induzida apés a fagocitose do bacilo pelos
macréfagos ou por células dendriticas, que estimulam a producdo de IFN-y por outras
células, como os linfécitos T CD4" e T CD8", células “natural killer” (NK) e os préprios
macrdéfagos infectados (FENTON ef al., 1997). A producao dessa citocina € essencial para
uma ativagao eficiente dos macréfagos e tem um papel crucial no controle da infeccdo pela
micobactéria (COOPER et al., 1993; FLYNN et al., 1993; SALGAME, 2005). SERBINA &
FLYNN (1999) descreveram que as células T CD4" e T CD8" se destacam na produgéo de

IFN-y durante a infecgéo, porém os linfocitos T CD4* sdo os responsaveis pela maior parte
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dessa producéo na fase inicial da doencga. Agindo em sinergismo com o IFN-y na fase aguda
da doenca o TNF-a, secretado principalmente por macrofagos, células dendriticas e
linfécitos T, possui importante papel no controle da TB (FLYNN et al., 1995; ROOK et al.,
2005%). Essa citocina modula a migracgao celular, influenciando a expressao de moléculas de
adesdo e de quimiocinas, o que contribui para a formagcdo e manutencdo do granuloma
(Revisto por SALGAME, 2005).

O granuloma é uma estrutura importante, pois restringe a proliferacao da bactéria e
previne a disseminacao da infeccdo (BEAN et al, 1999; NAU et al, 1997). Esta estrutura
consiste num aglomerado de macréfagos rodeados por linfocitos e fibroblastos que morrem
€ sao repostos por novas células constantemente. Apesar de ndo serem consideradas
importantes na defesa contra a TB, as células B, presentes em grande numero no
granuloma humano ou de camundongos, contribuem para a patologia e formacdo dos
granulomas por meio da liberacdo de citocinas e quimiocinas.

Existem importantes evidéncias de que a manutencao do ambiente imunolégico no
granuloma é essencial para a prevengao da reativagdo de bacilos latentes. Entretanto, a
exata natureza das respostas imunolégicas que norteiam a reativacdo da infecgao ainda nao
foi completamente esclarecida (Revisto por SALGAME, 2005). No entanto, a formagao
granulomatosa nao é capaz de eliminar o bacilo, apenas 0 mantém isolado. Em individuos
imunossuprimidos, nos quais o equilibrio entre o sistema imune do hospedeiro e o patégeno
€ quebrado, ocorre a reativagao e, muitas vezes, a disseminacao da doenca (SILVA et al.,
2001). Para isso acontecer, é necessaria a ruptura da capusla do granuloma que contém os
bacilos, que pode ser provocado pela necrose de células infectadas devido ao aumenta da
libera enzimas lisosomais as que por sua vez atuariam sobre a capsula do granuloma
(DHEAD, K et al, 2005).

A necrose pode ocorrer em resposta a componentes micobacterianos nao toxicos e
nao viaveis indicando que citocinas e enzimas do préprio hospedeiro sao responsaveis por
esse processo patolégico. Dentre essas o TNF-o que é essencial para a resposta imune

contra a TB como ja foi descrito, esta associado também com a imunopatologia provocada
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pelo bacilo. Esse fenbmeno pode acontecer possivelmente pelo fato do TNF-o aumentar a
producdo de metaloproteinases que facilitam a protedlise de elementos da estrutura
pulmonar (DHEAD, K et al, 2005, Revisado por FLYNN & SHAN, 2001). E necessario,
portanto, que exista um balango entre a ativagdo da resposta imune e o controle da mesma.
Nesse contexto, apesar da grande maioria dos trabalhos ressaltarem a importancia de uma
resposta imune do tipo Th1 para protegdo contra TB, tém-se discutido o papel da resposta
do tipo Th2 na regulacdo da resposta contra essa doenca. A hipétese baseia-se na idéia de
que o contato prévio com micobactérias ambientais ou helmintos (comum em paises em
desenvolvimento) gera respostas de padrdo Th2 caracterizado pela produc¢do da ciotocina
IL-4, que suprimiria a resposta Th1 caracterizada pela producédo de IFN-y e TNF-o. Nesse
caso IL-4 promoveria a inativagdo do macroéfago, favoreceria o crescimento bacteriano e
promoveria o desenvolvimento de efeitos toxicos por TNF-a, resultando em dano tecidual
com fibrose pulmonar.

Diante desses fatos acredita-se que para o desenvolvimento de vacinas para TB é
necessario levar em consideracao a inducao de mecanismos que promovam a resposta Th1
qguanto inibir a resposta Th2 (ROOK et al 2005). A citocina IL-10 que é importante na
regulacdo dessa resposta é produzida por macréfagos e células dendriticas ap6s interacao
com alguns componentes da micobactéria. Além disso, linfécitos T ativados também
produzem IL-10. Essa citocina modula negativamente a resposta inflamatéria e inibe a
proliferagcdo de células T, a produgcédo de IL-12 e IFN-y (ROJAS et al., 1999; De WAAL
MALEFYT et al., 1991; FIORENTINO et al., 1991).

A compreensdo da regulagdo da reposta imune durante a infec¢do natural torna-se
essencial para o desenvolvimento de estratégias, como novas vacinas e imunoterapias, que
permitam intervir na resposta contra M. tuberculosis. Uma nova vacina contra a TB devera
estimular uma resposta imune, com inducao de linfécitos T CD4+ e T CD8+ de memoria,
mais eficiente que aquela induzida pela infecgdo natural e associada com a producgao de

IFN-y, IL-12, TNF-o e inibicao de IL-4. Além disso, é preciso que haja producéo de citocinas
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regulatérias, como IL-10 e TGF-f, para que a forte resposta celular induzida ndo provoque

lesbes, ou mesmo necrose, no tecido pulmonar.

1.3- Novas vacinas para Tuberculose

A vacina usada atualmente contra a TB é a BCG, que consiste de Mycobacterim
bovis atenuado. Estima-se que mais de 2,5 bilhdes de pessoas ja tenham sido vacinadas
com BCG (MARTIN, 2005). Esta vacina, administrada em dose Unica, se mostra vantajosa
pelo fato de ser uma preparagao vacinal que pode ser considerada segura e por estimular o
desenvolvimento de memoria imunolégica de longa duragao, variando de 5 a 50 anos. Em
geral ela é administrada ao nascimento, apresenta estabilidade ao calor na forma liofilizada
e, sobretudo, € uma vacina cuja producéo 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 por TB, e também contra a hanseniase (MARTIN, 2005).

Apesar disso, a eficacia do BCG pode variar de 0 a 80%, dependendo da populagéo
estudada (ORME 1998). A variabilidade na protecdo conferida por essa vacina esta
associada a varios fatores, como o contato prévio com micobactérias ambientais,
principalmente nas regides tropicais, as caracteristicas genéticas das diferentes populacdes
vacinadas, e o fato do BCG ser produzido por laboratérios de diferentes paises com uso de
diferentes cepas. Adicionalmente, o fato dessa vacina estar mantida em cultura ha muitos
anos, levou a perda de segmentos génicos com potencial imunogénico (MARTIN, 2005;
BRITTON & PALENDIRA, 2003; VON REYN & VUOLA, 2002; BRANDT et al., 2002, BEHR,
2001). 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
€ totalmente segura para individuos com AIDS, por ser uma vacina constituida de
microrganismos vivos (BRITTON & PALENDIRA, 2003; HESS & KAUFMANN, 1999).

Diante do quadro em que se encontra a populacdo mundial perante a TB, somado a
ineficacia das estratégias de controle, a otimizagao de esquemas preventivos e terapéuticos

para essa doenga torna-se imprescindivel.
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1.3.1- Vacinas com microorganismos vivos

As vacinas compostas de microorganismos vivos sdo uma alternativa interessante de
imunizagdo, pois induzem uma resposta imunoldgica celular e humoral, que pode ser de
longa duragao. Além disso, nao necessitam de adicdo de adjuvante uma vez que os proprios
componentes da bactéria possuem este papel. No entanto elas oferecem alguns riscos,
como reversdao de viruléncia ou possivel inducdo de patologia mediante situacbes de
imunossupressao (ALPAR et al, 2005). As primeiras tentativas para o desenvolvimento de
nova vacina contra TB envolviam o uso de microrganismos atenuados ou mortos (SMITH,
1985). No entanto essas vacinas induziam intensa resposta inflamatéria prejudicial ao
hospedeiro e tanto a eficacia quanto a durabilidade destas preparacdes foram questionadas
(ORME, 1988).

Outra estratégia de imunizagdo envolve o uso de BCG recombinante. Neste caso,
sao inseridos na micobactéria genes que codificam determinadas proteinas e dentre elas
estdo os de citocinas ou antigenos imunodominantes de M. tuberculosis (MARTIN, 2005;
REED & LOBET, 2005). Entre as varias cepas de BCG recombinantes, que sdo candidatas
a novas vacinas encontram-se o rBCG30, que expressa o antigeno 85B (Ag85B) de M.
tuberculosis, que em modelo experimental murino mostrou efetiva protecdo contra TB e
entrou para os testes cliinos de fase | no inicio de 2004. Outra vacina candidata contra TB &
o BCG RD1, uma cepa de BCG na qual foram inseridos genes do complexo RD1 de M.
tuberculosis e também demonstrou prote¢ao contra a doenca em modelo experimental. A
BCGAure-Hly demonstrou um aumento na eficacia da BCG original, uma vez que essa
vacina expressa a proteina listeriolisina de Listeria monocytogenes e é deficiente da enzima
urease. Esse gene seria importante para promover o escape dos bacilos do fagosomo para
o citosol da célula do infectada e por essa caracteristica poderia induzir resposta de células
T CD8+, associadas a protecao contra a doenga (HORWITZ & HARTH, 2003; GRODE et al.,

2005).
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1.3.2- Vacinas de subunidades

As vacinas de subunidades consistem no uso de um ou mais componentes da
micobactéria, os quais 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 injecido do antigeno acrescido de
adjuvante, até o uso de vacinas génicas. Com o seqiiénciamento do genoma de M.
tuberculosis (COLE et al., 1998), surgiu a possibilidade de caracterizacdo de inumeros
antigenos imunogénicos e/ou imunodominantes como promissores candidatos ao
desenvolvimento de vacinas. Dentro deste contexto, as vacinas de subunidades testadas
contra TB, apesar de serem consideradas seguras, exigiam alto custo de produgéo. Além
disso, algumas dessas formulagbes revelaram-se pouco imunogénicas, sendo necessaria a
administracdo de doses adicionais, ou reforgcos, e utilizagdo de adjuvantes eficazes que
promovam o desenvolvimento de resposta celular (HAN et al., 2002). Desse modo, ha uma
grande dificuldade de ativar a resposta imune adequada sem a indugdo de processos
inflamatorios persistentes, uma vez que é comum observar ulceragdes apds a vacinacao

com a maioria dos adjuvantes conhecidos (BOMFORD, 1998).

1.3.3- Vacinas de DNA

Avancos recentes no entendimento da captura de antigenos pelo sistema imune tém
fornecido a base para o desenho racional de formulagdes que tém sido utilizadas como
vacinas e terapias. Dentre as diferentes propostas surgidas ultimamente, os DNAs
plasmidiais (vacinas de DNA) (GURUNATHAN et al, 2000), apresenta-se como um método
para a geracao de uma forte resposta imune humoral e celular (HUYGEN et al, 1996). Estas
vacinas sao compostas de plasmideos carreando o gene do antigeno de interesse, sendo
capazes de dirigir a sintese do mesmo apds entrada na célula hospedeira. Essa é uma

estratégia interessante, visto que o antigeno é produzido pelo préprio hospedeiro ndo sofrendo
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problemas relacionados a estabilidade e, além disso, o DNA apresenta uma propriedade
adjuvante inerente que pode ser atribuida a capacidade imunoestimulante de determinadas
sequéncias de oligonucleotideos (motivos CpG) presentes na sua estrutura (KRIEG, 2001).
Outro ponto importante desta estratégia consiste na capacidade das vacinas de DNA em
estimular células T CD8+, uma vez que o antigeno é gerado pela propria célula, podendo ser
processado e conjugado a MHC de classe | (SILVA et al, 1996). As vacinas de DNA tém sido
estudadas em diferentes patologias utilizando diferentes modelos de infeccdo experimental
entre eles: camundongos (SILVA et al., 1999), primatas nao humanos (SIMMONS et al 2006;
BAROUCH et al., 2000), e em ensaios clinicos (WANG et al., 1998).

Estudos do Nucleo de Pesquisas em Tuberculose (NPT) da Faculdade de Medicina
de Ribeirao Preto - Universidade de Sao Paulo (FMRP-USP), com vacinas de DNA mostraram
que um unico antigeno, a proteina de choque térmico de 65 kDa de M. leprae (hsp65), é
suficiente para induzir protecdo efetiva contra um desafio subseqliente com cepa virulenta
de M. tuberculosis em modelo experimental murino. Esses estudos demonstraram que tanto
a transferéncia adotiva de células transfectadas com DNA-Hsp65 (J774-Hsp65), quanto a
prépria vacinacao com DNA-Hsp65 nu por via intramuscular, sdo capazes de promover uma
resposta especifica contra a proteina hsp65 por meio de células T CD8" citotéxicas e células
T CD4" de padrao Th1, estando essas associadas a protegdo contra a infecgdo por M.
tuberculosis (LOWRIE et al, 1994; SILVA et al., 1996; BONATO et al., 1998, SILVA et al,
1999, LOWRIE et al, 1999). O efeito profilatico desta vacina de DNA estava associado com
a producado de IFN-y por linfécitos TCD4+ e TCD8+ que expressavam altos niveis do
receptor de adesdao CD44, sendo o efeito protetor semelhante ao conferido pela vacina
BCG, o mesmo nao foi observado para o vetor sem o gene Hsp65 (SILVA et al., 1999;

BONATO et al., 1998).

A vacina DNAHSPG65 foi desenhada, inicialmente, para uso como vacina profilatica
contra a TB, mas, durante as etapas de pesquisa e desenvolvimento observou-se que ela

também apresentava atividade imunoterapéutica contra a doenca ja estabelecida. Foi o
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primeiro produto publicado na literatura com atividades de “vacina terapéutica”. Os
resultados iniciais do nosso grupo, publicados na revista Nature em 1999 (LOWRIE et al,
1999) mostraram que o DNA-Hsp65 pode curar os casos crénicos de TB, a doenca
disseminada, a TB latente e a TB-MDR. Verificou-se também uma redugéo significativa no
numero de Unidades Formadoras de Colénias (UFC) nos pulmbes dos animais infectados
por via intratraqueal e tratados com DNA-Hsp65 os quais apresentaram maior producao de
IFN-y e TNF-a. e maior preservagcdo do parénquima pulmonar em relagdo aos animais
infectados e nao tratados (BONATO et al., 2004). Além disso, quando administrada, em
conjunto, com quimioterapicos antibacterianos convencionais, em animais que foram
previamente infectados com cepas de M. tuberculosis, essa formulagdo provocou uma
rapida diminuicdo no pulmao das UFC (SILVA, et al., 2005). Por outro lado, para que a
Hsp65 administrada na forma de proteina recombinante induzisse um padrao similar de
resposta imune em modelo experimental, foi necessaria a sua veiculagdo em carreadores
lipossomais a fim de permitir a sua liberacdo no espaco intracelular (LIMA et al, 2001).
Sendo assim fica evidente que a protecdo para a TB experimental estda associada a forma
como o antigeno é apresentado ao sistema imune. Estudos realizados pelo nosso grupo
utiizando a vacina de DNA-Hsp65 com dimicolato de trealose (DMT) veiculada em
microesferas de acido latico e glicdlico (PLGA do inglés “poli D, L-latico-co-glicolico”)
mostraram que essa formulacao foi eficaz em proteger camundongos infectados com M.
tuberculosis (LIMA et al, 2003) e também naqueles infectados com Leishmania major
(COELHO et al, 2006). Essa resposta foi observada possivelmente pela homologia entre os
antigenos de Leishmania e de Mycobacterium que pode ter contribuido para o

reconhecimento de epitopos antigénicos comuns (COELHO et al, 2006).

1.4- Otimizacao de vacinas de DNA
A otimizagcdo das vacinas de DNA representa o objetivo principal de muitos
pesquisadores que procuram melhorar a eficacia e seguranga dessas vacinas. Isso devido a

baixa immunoestilacdo observada em animais de grande porte o que pode ser determinada
Niicleo de Pesquisa em Tuberculose Souza, PRM. 12




Diferentes Estratégias Vacinais na Protecdo contra Tuberculose

pela baixa transfeccao das células (Revisado por PUTNAM, 2006). A despeito da eficacia da
vacina de DNA-Hsp65 contra a TB, o uso clinico dessa vacina s6 sera viavel apdés uma
otimizacao que permita reduzir a dose de DNA-Hsp65, niumero de imunizagdes e melhorar a
transfeccao das células do sistema imune. Isto pode ser realizado com a utilizagdo de novos
sistemas de liberacao de antigenos. As técnicas mais usuais para realizar a imunizacao de
DNA plamideal sdo: injecao intramuscular do DNA livre de qualquer formulacao (“naked”
DNA ou “nu”) e biobalistica (“gene gun”).

O “gene gun” consiste na transfecgcdo de DNA plasmideal adsorvido em particulas de
ouro (2 a 5 um de didmetro), que sao aceleradas por uma descarga de alta presséo e
direcionadas contra a epiderme, atingindo o tecido alvo (LEIFERT et al., 2004). Embora
esse método exija uma quantidade de plasmideo 100 vezes menor que a injecao
intramuscular, para gerar uma expressao antigénica equivalente (BARRY & JOHNSTON
1997), esse tipo de imunizacdo geralmente leva a um padrdo de resposta Th2
(BEMBRIDGE et al., 2000). A veiculagdo da vacina contra a TB desenvolvida pelo NPT
(pcDNA3-hsp65) via “gene gun” também induziu um padrao de resposta do tipo Th2, ndo
conferindo a protecao anteriormente desencadeada pela imunizacao intramuscular (LIMA et

al., 2003).

Embora a injecao intramuscular seja um processo simples e de baixo custo, sua
utilizacdo, na maioria das vezes, requer uma quantidade elevada de DNA plasmideal para
estimular uma resposta imune adequada. Isso porque o DNA livre de qualquer formulagéo
pode ser degradado por endonucleases "in vivo”. Neste contexto, a utilizacdo de
carreadores como microesferas e lipossomas para vacinas de DNA, tém merecido grande
destaque (LIU, 2003). A potencialidade destes sistemas deve-se principalmente a protecao
do plasmideo encapsulado contra a acdo das nucleases, o que possibilita uma redugdo na
dose, e a interagcdo com células do sistema mononuclear fagocitario, pois sao particulas com
didmetro inferior a 10 um e, portanto, facilmente fagocitadas (ELDRIDGE et al., 1991).

Essas caracteristicas contribuem para a ativagdo adequada da resposta imune. Além
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desses sistemas de liberacdo controlada outra estratégia descrita para otimizagdo das
vacinas de DNA é a imunizacdo heterdloga ou “Prime-boost”. Esta estratégia tem como
objetivo melhorar a resposta imune celular induzida pela vacina de DNA, melhorando assim

a resposta contra o patégeno (MCSHANE & HILL 2005).

1.4.1- Vacinas de DNA encapsuladas em microesfera de PLGA

Dentre os sistemas carreadores utilizados atualmente, destaca-se o ecapsulamento
do DNA em microesferas compostas por polimeros de PLGA. Esses compostos possuem
potencial para atuar como mediadoras da transfeccdo de células fagociticas como o
macro6fago e células dendriticas, além de proteger o DNA contra degradacao bioldgica por
endonucleases aumentando assim a taxa de transfecgcdo (WANG et al 1999, RUBERTI et al
2004). As microesferas de PLGA sao compostas de material biodegradavel e biocompativel,
ja que sao substratos indcuos ao organismo, sendo metabolizados via ciclo do acido citrico
(PANYAM &LABHASETWAR, 2003 P). Além disso, esses polimeros ja sao utilizados para
fins cirirgicos na composigcao de fios de sutura e de implantes, estando caracterizados e
aprovados para uso em humanos (HANANUSA et al, 1995; MATSUSE et al, 1995;
MOONEY et al., 1997; EISELT et al., 1998; CAl et al., 2005).

Outra caracteristica fundamental para a adjuvanticidade das microesferas é o
estabelecimento de uma vetorizagdo passiva para células fagocitarias. Isto ocorre porque
esferas com didmetro na faixa de 1 a 10 um sdo muito grandes para entrarem nas células
por endocitose sendo entdo fagocitadas por células, como macréfagos, por exclusdo de
tamanho. Estas células que fazem parte do sistema fagocitario mononuclear sdo também as
células apresentadoras de antigenos profissionais. Deste modo, o encapsulamento do
antigeno em microesferas favorece o seu contato com as células do sistema imune. Ja as
particulas com diametro superior a 10 um seriam responsaveis pela formagao do depdsito e

liberacdo do antigeno por um periodo prolongado (CLELAND, 1995; O'HAGAN et al, 1993).
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As microesferas de PLGA apresentam grande aplicabilidade no campo da vacinagao
com DNA, uma vez que ela pode ser projetada para liberar quantidades do plasmideo de
forma continua e/ou rapida (ELDRIDGE et al., 1991; JIANG et al., 2005). A velocidade de
hidrélise de tais polimeros depende: de sua composicdo quimica; da proporcao dos
mondémeros; do tamanho da cadeia e do tamanho das particulas, podendo-se obter tempos
de degradacao que variam entre 2 semanas e 24 meses aproximadamente (ELDRIDGE et
al, 1991). A combinacdo da difusdo através de poros e da erosdo da matriz polimérica
permite controlar a taxa de liberagdo do antigeno encapsulado nas microesferas. Esta
propriedade permitiu a criacdo do conceito de vacina de dose Unica onde uma formulacao
composta por microesferas de tamanho, porosidade e composi¢cdo polimérica diferentes,
liberaria o antigeno encapsulado em intervalos de tempo que mimetizariam as doses de
reforco de uma vacina (KHON et al, 1996; LEWIS, 1990). Outras vantagens na utilizacao
desse sistema sdo: facil administracdo; alta estabilidade, uma vez que sao liofilizadas e
podem ser reconstituidas imediatamente antes da administracao; possibilidade de inclusao
de diferentes antigenos e/ou adjuvantes em uma Unica formulagao, além da producgéo de
vacinas de dose unica (WAECKERLE-MEN and GROETTRUP, 2005).

Estudos realizados pelo nosso grupo utilizando microesferas de PLGA contendo
DNA-Hsp65 e o adjuvante DMT (Unica dose de DNA) mostraram que essa formulacao
induziu uma resposta imune humoral, com producao de IgG2a e resposta imune celular,
com producdo de IFN-y, o que conferiu protegcdo a camundongos Balb/c contra subseqliente
desafio com a cepa H37RV de M.tuberculosis (LIMA et al, 2003). Esta abordagem,
comparada com o DNA-Hsp65 foi mais eficaz, pois reduziu o numero de doses
administradas e a quantidade de DNA (trés doses de 100ug) sem, no entanto alterar sua
capacidade em induzir uma resposta imune protetora. Resultados similares também foram
obtidos por CAI et al 2005. Usando trés diferentes vacinas de DNA expressando Ag85B ou
MPT-64 ou MPT-83, eles imunizaram camundongos com preparacdes de microesferas de
PLGA em dose Unica ou com trés doses de DNA nu e mostraram que apos o desafio com a

cepa virulenta H37RV de M.tuberculosis, as vacinas encapsuladas em microesferas
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mostraram uma protegao similar a observada com o DNA nu, ou seja, uma Unica dose da
vacina encapsulada foi eficaz em proteger animais desafiados da mesma forma que trés

doses de DNA nu.

1.4.2- Administracao de vacinas de DNA utilizando a estratégia de “Prime-
Boost”

A estratégia de “prime-boost” heterdlogo foi introduzida recentemente e consiste na
administragdo de um mesmo antigeno sob diferentes sistemas de liberagdo (MCSHANE,
2001). Essa estratégia tem como objetivo induzir uma resposta imune mais eficiente que a
induzida por uma vacina de dose Unica ou com “boost“ homoélogo. Um aumento da resposta
imune para o antigeno alvo tem como reflexo um aumento no nimero de células T antigeno-
especificas, aumentado seletivamente a atividade das células T e com isso a eficacia contra
diversos patégenos (WOODLAND 2004). Estudos recentes demonstraram a eficacia dessa
estratégia em gerar resposta imune celular para uma variedade de patégenos, incluindo M.
tuberculosis (MCSHANE et al., 2001; FENG et al. 2001), HIV e SIV (TAKEDA et al., 2003;
SHIVER et al., 2002). Malaria (GILBERT et al., 2002; BRUNA-ROMERO et al., 2001),
Listeria monocytogens (FENSTERLE et al, 1999), leishmania (GONZALO et al., 2002),
Virus Ebola (SULLIVAN et al., 2003), hepatite C (MATSUI et al., 2003), herpes simples Virus
(MASEDA et al.,, 2002), papiloma virus humano (van der BURG et al., 2001) e hepatite B
(PANCHOLI et al., 2001).

No caso da TB, essa estratégia é baseada na administracdo de uma dose de BCG,
que ja é amplamente administrada, seguida de uma segunda dose de reforco com outra
vacina contra TB, diferente do BCG. A segunda dose pode ser uma vacina de subunidade
(proteina ou DNA) ou uma vacina atenuada e tem como fungao estimular resposta imune de
forma mais eficaz. Varios sdo os antigenos testados com esta estratégia. Um candidato
promissor é a vacina MVA85 que utiliza como vetor o virus da vaccinia Ankara

recombinante, modificado pela adicdo do gene que codifica o antigeno 85A (McSHANE,
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2003). Teste clinico de fase | com essa vacina mostrou que a mesma pode dar o “reforgo” a
resposta imune contra TB em individuos previamente vacinados com BCG (McSHANE et al,
2004). Essa seria uma estratégia muito viavel se considerarmos que muitos individuos ja
receberam uma dose do BCG e, portanto, s6 receberiam uma dose com outra formulagao.

QOutra vacina que esta sendo avaliada é Mtb72F, que € uma proteina obtida da fusédo
dos antigenos Mtb39 e Mtb32. Essa vacina foi testada como vacina de subunidade (SKEIKY
et al, 2004) e na estratégia de “prime-boost” como reforco para a vacina de BCG (BRANDT
et al, 2004) apresentando resultados promissores que a levaram ao estudo clinico de fase I.
A Mtb 72F constitui a primeira vacina recombinante contra TB a ser testada em humanos
(SKEIKY et al, 2004). Desse modo, esse tipo de estratégia é mais eficiente em induzir uma
resposta celular especifica e pode ser empregada na otimizagdo de vacinas de DNA para
TB com o intuito de diminuir a dose e melhorar a resposta desencadeada pelos protocolos
de vacinagéo.

Dados do nosso grupo demostraram que a estratégia de “prime-boost”, utilizando
DNA-Hsp65 em combinagdo com BCG em diferentes esquemas de vacinagao, foi capaz de
induzir resposta especifica para a Hsp65. Dentre os esquemas empregados, 0 que
demostrou ser mais imunogénico e protetor, foi a estratégia que empregava “prime” com
BCG pela via intranasal e “boost” com DNA-Hsp65 pela via intramuscular, demostrando que
a via de imunizagdo é relevante para a modulagdo da resposta imune especifica
(GONCALVES E.D.C, 2006). Esses resultados determinaram o esquema de “prime-boost”
com BCG e DNA-Hsp65 utilizado neste trabalho.

Em adicdo a essa estratégia, outra proposta do nosso grupo foi o uso das
microesferas como sistema de ‘prime-boost”para a protecdo na TB (RUBERTI et al., 2004).
Essa construgdo vacinal utiliza microesferas de PLGA 50:50 (liberacao rapida) contendo
DNA-Hsp65/DMT (“Priming”) e microesferas de PLGA 75:25 (liberagdo lenta) contendo a
proteina recombinate Hsp65 (“Boost”). Esta estratégia mostrou-se promissora, pois resultou
em uma resposta imune mais prolongada, quando comparada com as microesferas

contendo apenas DNA-Hsp65/DMT. Além disso, foram detectados, altos niveis de
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anticorpos especificos para hsp65 e producao de IFNy que persistiram por até 90 dias apds
a imunizagio. Esse tipo de construcao apresenta, maior eficiéncia no processo de captura
pelas APCs e protecado do DNA plasmideal contra a acdo de endonucleases,
proporcionando uma redug¢do na quantidade de DNA a ser encapsulado e no nimero de

doses que sdo os principais objetivos desse trabalho.

1.4.3- Vetorizacao passiva de vacinas de DNA por lipossomas catiénicos

Em 1965, Bangham et al. demonstraram, pela primeira vez, que cristais de lecitina
formados espontaneamente permitiam uma difusdo de ions similar a de membranas
bioldgicas, o que proporcionava a encapsulacao de solutos. Essas estruturas que possuiam
tais propriedades foram denominadas lipossomas. Na década de 70, sua capacidade de
carrear enzimas, drogas anti-tumorais € microbicidas foi descrita (GREGORIADIS, 19763a;
GREGORIADIS, 1976b), bem como de potencializar a resposta imune a antigenos
encapsulados (ALLISON & GREGORIADIS, 1974).

Os lipossomas sao compostos por lipideos biodegradaveis atéxicos, se organizam
em bicamadas de fosfolipideos e formam vesiculas contendo um meio aquoso em seu
interior. Essas vesiculas podem apresentar uma Unica (unilamelar) ou varias (multilamelar)
bicamadas e, até mesmo, formar agregados lipidicos. Tal construcdo permite a
encapsulagéo e a veiculacao de substancias tanto hidrofilicas quanto lipofilicas, sendo que a
eficiéncia desse processo depende da metodologia utilizada, do tamanho da vesicula, dos
componentes lipidicos e do tipo da substancia encapsulada (GREGORIADIS, 1990). Com
relacdo as suas caracteristicas eletroquimicas, os lipossomas podem ser catidnicos,
anidénicos ou neutros. Porém, no que se refere ao uso em vacinas de DNA, a encapsulagéao
dos plasmideos em lipossomas catidnicos € mais eficiente, jA que o DNA possui carga
negativa (grupamento fosfato) (ZHDANOV et al., 2002). Uma caracteristica importante para
a aplicabilidade dos lipossomas em formulagdes vacinais é sua propriedade adjuvante. Nos

Estados Unidos e Europa esses carreadores ja sao licenciados para uso clinico, o que torna
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mais facil a aprovagdo de novas vacinas veiculadas por esse sistema (GREGORIADIS,
1995; GOYAL et al., 2005).

Ao contrario do que ocorre com vacinas de DNA nu, administradas pela via
intramuscular, as vacinas de DNA encapsuladas em lipossomas, administradas pela mesma
via, protegem o DNA das nucleases e, preferencialmente, sdo capturadas por APCs,
potencializando a resposta imune (GREGORIADIS et al., 2002). As forcas eletrostaticas e
interagbes hidrofébicas que mantém o complexo lipossoma-DNA unido também séo
responsaveis pela entrada do complexo no interior da célula por dois caminhos diferentes: o
principal, por endocitose, e o0 menos usual (apenas 2%), por fusdo do complexo a
membrana celular e liberacdo do seu conteldo diretamente para o citosol. Esses eventos
sdo também denominados de lipofeccdo e o seu sucesso ocorre quando o plasmideo
escapa da degradacdo intracelular, alcanca o nlcleo e inicia a sua expressdo génica
(ZHDANOV et al., 2002).

GREGORIADIS et al. (1997) demonstraram que o plasmideo contendo o gene que
codifica a regido S do antigeno de superficie do virus da hepatite B (HBsAg) encapsulado
em lipossomas cationicos, apés administracao pela via intramuscular, induz uma producao
de 1gG1 cerca de cem vezes maior, bem como niveis aumentados de IFN-y e IL-4, quando
comparados a vacinagdo com o DNA nu. Além disso, diversos pesquisadores tém
observado o aumento da resposta imune e protecdo das vacinas de DNA utilizando
lipossomas catibnicos como carreadores, em varios modelos experimentais como na
esquistossomose (ZHANG et al, 2000), na influenza (WONG et al, 2001), hepatite B
(JOSEPH et al., 2002), hepatite C (JIAO et al., 2003).

WONG et al. (2001) avaliaram um protocolo de imunizagdo intranasal e
intramuscular, utilizando uma vacina de DNA contra o virus da influenza, que conferiu
protecdo, em ambas as vias, a infeccdo. Neste mesmo trabalho, os autores utilizaram a
vacina, em duas formulagées: DNA nu e encapsulada em lipossomas catibnicos,
observando ganho em eficiéncia, com aumento de IgA secretada nos animais que

receberam a vacina encapsulada. JOSEPH et al. (2002), utilizando também as vias de
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imunizacdo nasal e muscular para a administragdo de uma vacina de DNA encapsulada
contra os virus da Hepatite B e Infuenza, descreveram aumento da resposta humoral e do
numero de células T produtoras de IFN-y e posterior protecao para ambos os modelos virais.
Ja no modelo de TB experimental, D’SOUZA et al. (2002), utilizando uma vacina de DNA
codificando os antigenos Ag85A, Ag85B ou PstS-3 de M. tuberculosis encapsulada em
lipossomas catidnicos, verificaram que houve indugao de resposta imune celular e humoral,
sendo essa resposta protetora, nas duas vias de imunizacdo (intramuscular e intranasal).
Diante desses resultados, a administracdo de formulagdes com lipossomas por via de
mucosa nos parece promissora para a veiculacdo de DNA-Hsp65 nessa abordagem para
vacinas contra TB, uma vez que por essa rota a vacina pode induzir imunidade de mucosas,
a primeira linha de defesa que é importante para infeccbes respiratérias como a TB.

Estudos do nosso grupo demonstraram que a vacinagao por via intravenosa, com a
proteina recombinante Hsp65 de M. leprae, utilizando lipossomas como carreadores, foi
capaz de estimular resposta imune protetora de padrdo Th1 em camundongos
posteriormente infectados com M. tuberculosis (LIMA et al., 2001). Entretanto, esta resposta
foi de curta duragdo, o que pode ser explicado pelo fato de ter sido utilizado um adjuvante
inadequado, pois foi utilizado um lipossoma catiénico comercial que geralmente tem um
potencial de transfecgdo, menor quando comparado com as construcdes lipossomais
desenvolvidas recentemente (ZHDANQOV et al, 2002). Assim, os lipideos catibnicos nos
Ultimos anos sao utilizados como estratégia de vacinacao e terapia génica (FELGNER et al.,
1994; REMY et al, 1994; GAO & HUANG, 1995; BALASUBRAMANIAN et al., 1996;
BUDKER et al., 1996; ROSENZWEIG et al., 2000 e 2001).

Mais recentemente, nosso grupo produziu uma construcao lipossomal baseada na
formulacdo proposta por PERRIE & GREGORIADIS (2000) contendo a vacina de DNA-
Hsp65. Nessa construcdo, agregados lipidicos € o DNA plasmideal foram associados
formando a estrutura de lipossomas multilamelares com o DNA na superficie (DRV-DNA; do
inglés “Dehydrated—Rehydrated Vesicles”). Esse tipo de construgdo apresentou diferente

cinética de liberacdo do DNA plasmideal, maior eficiéncia no processo de captura pelas
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APCs e protecao do DNA plasmideal contra a agdo de endonucleases, proporcionando uma
reducao na quantidade de DNA a ser encapsulado e até mesmo no nimero de doses. Além
do mais, quando administrado pela via intranasal conferia protecdo em animais infectados
com M.tuberculosis, mas o mesmo resultado nédo foi observado quando a via de imunizagéo
foi a intramuscular (ROSADA, S.R, 2006). Esses resultados demonstram que dependendo
do modo como a vacina de DNA é oferecerecida ao sistema imune, pode desencadear
diferentes padroes de resposta imune, levando ou ndo a protegdo. Potanto a via intranasal é
promissora para o desenvolvimento de vacinas para TB, por ativar a reposta imune de
mucosas que esta associada com grande produgao de IFN-y e IL-12 citocinas importantes
na defesa do organismo contrar o bacilo. (HOFT et al, 2005). Partindo desses resultados foi
determinada a via de imunizacao para a formulacédo de liposomas, utilizada para o nosso

trabalho.

Diante do exposto, o presente estudo propds estudar diferentes estratégias vacinais
contendo o plasmideo DNA-Hsp65 com o intuito de reduzir a dose do antigeno, simplificar o
calendario de imunizagdes e obter uma forma mais eficiénte de administracdo desse

antigeno e como consequéncia aumentar a prote¢ao induzida pela vacina.
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2-HIPOTESE

A utilizacdo de sistemas de liberacdo controlada e estratégias de imunizacédo
heter6loga permitirdo a otimizacdo da vacina de DNA-Hsp65 através da reducdo da

quantidade de DNA e diminuicdo no nimero de imunizacoes.
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3- OBJETIVO GERAL

O presente trabalho propde a otimizagao da vacina de DNA-Hsp65 em dose Unica,
simplificando o esquema de vacinacdo e a redugdo da quantidade de DNA a ser
administrado, utilizando diferentes sistemas de liberagdo controlada e a estratégia de

“prime-boost” para imunizagao.

3.1- Objetivos Especificos

1- Avaliar a eficacia da vacina DNA-Hsp65 utilizando dois sistemas de liberagéo
controlada (microesferas e lipossomas) e uma estratégia de “prime-boost” (BCG como
“prime” e DNA como “boost”).

2- Determinar qual das formulagdes/estratégias utilizadas é a mais eficaz e segura

para otimiz¢cao da vacina de DNA-Hsp65.
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4-MATERIAL E METODOS

4.1- Vacina de DNA-Hsp65

A vacina de DNA-Hsp65 utiliza um inserto de 3000 pares de bases, que codifica a
proteina de choque térmico (Hsp) de 65 kilodaltons de M. leprae, subclonado no sitio Bam
HI e Not | do vetor pVAX1 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). A subclonagem foi gentilmente

realizada pela Profa. Dra. Sylvia Cardoso Ledo da UNIFESP.

4.1.1- Obtencao do plasmideo

O plasmideo pVAX-Hsp65 foi purificado por cromatografia de troca idnica, utilizando-
se Endofree Plasmid Giga Kit™ (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA). Para a realizacdo desse
protocolo, uma col6nia de bactérias Escherichia coli DH5a™ transformada com o plasmideo
recombinante pVAX-Hsp65 foi retirada de uma placa recém preparada contendo meio LB
Agar (SIGMA, Germany) e kanamicina (Cilinon™) na concentracdo de 50 ug/mL. Esta
colénia foi inoculada em 5,0 mL de caldo “broth base” (LB) (GIBCO BRL, Scotland) com
kanamicina (50 ug/mL) e incubada durante 8 horas a 37°C sob agitagao vigorosa (250 rpm)
em incubadora de agitacdo (Incubator shaker series 25, New Brunswick, Edison, New
Jersey, USA). A cultura inicial foi diluida 1/500 em 2,5 litros de caldo broth base (LB),
contendo kanamicina (50 ug/mL), e incubada a 37°C sob agitagao (250 rpm) por 16 horas
adicionais. Apds incubacao, o material foi centrifugado a 5500 rpm por 15 minutos a 4°C e 0
sedimento ressuspenso em 125 mL de tampao P1 (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM e
RNAse 100 pg/mL). Em seguida foi adicionado 125 mL de tampao P2 (NaOH 200 mM; SDS
1%) para lise alcalina e, apés 5 minutos, foi adicionado 125 mL do tampéo P3 (acetato de
potassio 3,0 M pH 5,5). O material foi filtrado, adicionado ao tampao ER (para remocao do
LPS — composicdo nao revelada pelo fabricante) € mantido no gelo por 30 minutos. O
filtrado foi aplicado a resina da QIAGEN™ previamente equilibrada com tampao QBT (NaCl

750 mM; MOPS 50 mM pH 7,0; etanol 15% e Triton X-100 0,15 %). Apos a aplicacdo do
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filtrado, a resina foi lavada com 600 mL de tampao QC (NaCl 1,0 M; MOPS 50 mM pH 7,0;
etanol 15 %) e o DNA plasmideal foi eluido com 100 mL de tampao QN (NaCl 1,25 M;
MOPS 50 mM pH 7,0; etanol 15 %). O DNA eluido foi precipitado em 70 mL de isopropanol
e, em seguida, centrifugado a 14000 rpm por 45 minutos a 4°C e o sedimento
ressuspendido em 0,5 - 1,0 mL de agua. A quantificagdo do plasmideo pVAX-hsp65 foi
™

realizada por espectrofotometria no aparelho GeneQuant | Amershan-Pharmacia,

BioSciences, USA), nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm.

4.1.2- Avaliacao da integridade do plasmideo

Como o plasmideo pVAX-1 e o inserto Hsp65 tém tamanhos semelhante (=3000 pb)
foi utilizada a enzima de restricio BamH | (Invitrogen), que nesse caso, digere o plasmideo
pVAX-Hsp65 em apenas um Unico sitio de restricao, nao removendo o inserto (Hsp65). Isso
lineariza o plasmideo, o que permite a confirmacdo da amostra que possue o plasmideo
pVAX-Hsp65 (=6000 pb). Para tanto, 1ug do plasmideo foi incubado com BamH | (1
unidade/ug de DNA) a 37°C por 3 horas. Em seguida os produtos da digestdo de cada
amostra, e também o plasmideo ndo digerido, foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (GIBCO BRL) a 1%. No preparo deste gel, as amostras foram ressuspensas em
tampéo de eletroforese 6 vezes concentrado (0,25 % azul de bromofenol; 40 % de sucrose
em agua) e o material submetido a eletroforese em tampéao TAE (Tris-acetato 40 mM; EDTA
1 mM pH 8,3). A corrida foi realizada a 76 V por 1 hora utilizando o aparelho da Life
Tecnologies Inc., Modelo 250 (BRL). O padrdao de 1Kb Plus DNA Ladder (GIBCO BRL,
Scotland) foi utilizado como marcador de peso molecular. O gel foi corado com 0,5 pg/mL de
brometo de etidio (Gibco BRL) e a visualizagcdo das bandas foi feita em luz ultravioleta no

ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech).
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4.2- Obtencao da Hsp65 recombinante (rHsp65)

Para a realizagdo desse protocolo, uma colénia de bactérias Escherichia coli
ER2566 transformadas com o plasmideo pET28 contendo o gene da Hsp65, foi retirada de
uma placa recém preparada contendo meio LB Agar (SIGMA, Germany) e kanamicina
(Cilinon™) na concentracdao de 50 pug/mL. Esta colénia foi inoculada em 10 mL de caldo
“broth base” (LB) (GIBCO BRL, Scotland) com kanamicina (30 ug/mL) e incubada durante 8
horas a 37°C sob agitacéo vigorosa (250 rpm) em incubadora de agitacdo (Incubator shaker
series 25, New Brunswick, Edison, New Jersey, USA). A cultura inicial foi diluida 5 vezes
para volume final de 40 mL de meio LB BROTH BASE (Gibco BRL, Scotland) contendo
kanamicina na concentragado de 30 ug/mL a 37°C sob agitacdo de 250 rpm por 4horas. Esse
pré-In6culo foi diluido 50 vezes para um volume final de 2,5 L de LB/Kanamicina e incubado
por 3-4 horas até atingir a D.O goonm =0,6 Nm. A expressao da proteina foi induzida com IPTG

(Isopropylthio-D-Galactoside, Gibco BRL) a 300mM a uma temperatura de 30°C sob forte

agitacao (250rpm) overnight. Apos incubacao, as células foram coletadas por centrifugacéao
a 5000 x g por 15 minutos em centrifuga J2HS (Beckman, rotor JS-7.5), ressuspensas em
20 mL de tampao fosfato e lisadas por ultrassom. Apds centrifugacdo a 14.000 rpm por 20
minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido em 30 mL de tampé&o
fosfato contendo Uréia 5M e agitado por 1 hora. A suspenséo foi entdo centrifugada a
14.000 rpm por 20 minutos e o sobrenadante coletado e submetido a cromatografia de
afinidade utilizando-se a coluna HiTrap™ Chelating HP (GE Healthcare), conforme o
protocolo especificado pelo fornecedor. A amostra de proteina foi eluida da coluna por
concentracoes crescentes de imidazol. Apds a eluicdo a proteina foi dializada contra PBS
1X. Para a quantificagdo da Hsp65 recombinante utilizou-se Coomassie® Protein Assay
Reagent (Pierce) e para a quantificagdo de endotoxinas o teste de LAL (Limulus amebocyte

Lysate) (Kit QCL- 1000 — Quantitative Cromogenie — Bio Whittaker - CAMBREX Company).

Niicleo de Pesquisa em Tuberculose Souza, P.RAM. 26



Diferentes Estratégias na Protecdo contra Tuberculose

4.2.1- Dosagem e Caracterizacao da Proteina

A dosagem da proteina foi feita por espectrofotometria utilizando-se o reagente
Coomassie para ensaios com proteinas (Pierce, Rockoford, lllinois USA). A leitura foi

realizada em A = 600 nm em leitor de ELISA 3 960 (Meterch).

4.3- Microesferas de DNA-Hsp65: Encapsulamento e Caracterizacao

4.3.1- Encapsulamento do plasmideo pVAX-Hsp65 juntamente com DMT em

microesferas poliméricas biodegradaveis

As microesferas de PLGA [50:50 Poli (D,L-latico-co-glicélico)] foram obtidas pelo
método da emulsdo multipla e evaporacao do solvente. Para isso, a fase aquosa contendo
pVAX-Hsp65 foi emulsionada, sob forte agitacdo (11000 rpm) por 1 minuto, em uma solugao
de cloreto de metileno (JT Baker, United States) contendo PLGA 50:50 (PURAC,
Netherlands) e DMT (1 mg/mL; Sigma-Aldrich — USA), utilizando o homogenizador
Ultraturrax Heidolph Diax 900 (Heidolph, Germany) para obtencdo de uma emulsdo primaria
agua/éleo (A/O). Esta emulsdo foi vertida na fase aquosa externa contendo 3% de alcool
polivinilico (Mowiol 8/88, Clariant) como tensoativo. A mistura foi homogeneizada por 1
minuto (11000 rpm) para formagao da emulsdo agua/éleo/agua (A/O/A). O solvente organico
foi eliminado por evaporagao a temperatura ambiente sob agitagao (500 rpm) com o auxilio
do agitador mecénico Heidolph RZ 2021 (Heidolph, Germany) por 6 horas. As microesferas
foram coletadas por centrifugacdo a 14000 rpm por 10 minutos a 4° C em centrifuga
Medifriger BL-S (P-Selecta, Spain), lavadas 3 vezes com agua Milli-Q estéril, liofilizadas por
12 horas e armazenadas a 4° C. Todo este procedimento foi realizado de forma asséptica,

em sala limpa, cabine de fluxo laminar e utilizando material estéril e livre de endotoxinas.
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4.3.2- Avaliacao da eficiéncia do encapsulamento (“load”) do plasmideo pVAX-

Hsp65

A taxa de encapsulamento do plasmideo foi determinada conforme descrito por
DIWAN e PARK (2001). Aproximadamente 10 mg de microesferas foram pesados e
ressuspendidos em 1 mL de acetonitrila (JT Baker, United States). Ap6s agitacdo em vortex
(lka, Germany) por 1 minuto, o material foi centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos. O
sobrenadante foi descartado e ao residuo foram adicionados 500 uL de NaOH 0,1M.
Novamente o material foi submetido a agitacdo em vortex por 1 minuto e centrifugacao a
14000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para outro tubo (sobrenadante
fase alcalina). Adicionou-se 500 uL de PBS pH=7,4, agitou-se em vortex por 1 minuto e
centrifugou-se a 14000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo
tubo (sobrenadante fase aquosa). Por fim, aliquotas de sobrenadante da fase alcalina e
aquosa foram dosados em Gene Quant Il (Pharmacia Biotech). A taxa de encapsulagao foi

calculada como sendo a soma de ambas.

4.4- Microesferas de proteina recombinate hsp65: Encapsulamento
Caracterizacao

4.4.1- Encapsulamento da proteina Hsp65 recombinante em microesferas
poliméricas biodegradaveis

As microesferas de PLGA [85:15 Poli (D,L-latico-co-glicolico)] foram obtidas pelo
método da emulsdo multipla e evaporacao do solvente. A proteina Hsp65 recombinante foi
obtida previamente pelo nosso gupo conforme metodologia descrita (Sandra Aparecida dos
Santos, Tese de Doutorado, 2006). Para o preparo das formulacdes, a fase aquosa
contendo a proteina recombinante Hsp65 foi emulsionada, sob forte agitagéo (11000 rpm)
por 1 minuto, em uma solucdo de cloreto de metileno (JT Baker, United States) contendo
PLGA 85:15 (PURAC, Netherlands), utilizando o homogenizador Ultraturrax Heidolph Diax

900 (Heidolph, Germany) para obtencdo de uma emulsdo primaria agua/éleo (A/O). Esta
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emulsao foi vertida na fase aquosa externa contendo 3% de alcool polivinilico (Mowiol 8/88,
Clariant) como tensoativo. A mistura foi homogeneizada por 1 minuto (11000 rpm) para
formacdo da emulsdo agua/dleo/agua (A/O/A). O solvente organico foi eliminado por
evaporagdo a temperatura ambiente sob agitacdo (500 rpm) com o auxilio do agitador
mecanico Heidolph RZ 2021 (Heidolph, Germany) por 6 horas. As microesferas foram
coletadas por centrifugagéo a 14000 rpm por 10 minutos a 4° C em centrifuga Medifriger BL-
S (P-Selecta, Spain), lavadas 3 vezes com agua Milli-Q estéril, liofilizadas por 12 horas e
armazenadas a 4° C. Todo este procedimento foi realizado de forma asséptica, em sala

limpa, cabine de fluxo laminar e utilizando material estéril e livre de endotoxinas.

4.4.2- Avaliacao da eficiéncia do encapsulamento (“load”) da proteina Hsp65

recombinante

A taxa de encapsulamento dos plasmideos foi avaliada como descrito no item 4.3.2.
Por fim, aliquotas e respectivas diluicdes de sobrenadante da fase alcalina e aquosa foram
dosadas, utilizando Coomassie Blue Reagent (Pierce, United States). Em placa de 96
pocos, foram adicionados 50 pL de amostra, diluicdo e curva padrdao e 200 pL de
Coomassie Blue Reagent. Realizou-se a leitura a 600 nm em espectrofotémetro pQuant
(Biotek Instruments, United States). A taxa de encapsulacdo foi calculada como sendo a

soma de ambas.

4.5- Determinacao do diametro das Microesferas
O diametro das particulas foi determinado por difratometria a laser utilizando o
equipamento LS230 - Small Volume Module Plus (Coulter, United States). Os resultados

foram apresentados na forma de tabela.
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4.6- Obtencao de construcoes lipossomais com DNA-HSP65

No trabalho foi utilizado uma construcdo lipossomal constituida de agregados
lipidicos para a veiculagdo do plasmideo pVAX-Hsp65. A producdo criteriosa e a
caracterizacao fisico-quimica dessas construgdes lipossomais foram feitas pela doutoranda
Lucimara Gaziola de la Torre (Processo FAPESP n.2 02/03224-2) da UNICAMP. A
composicao e metodologia de preparacao das estruturas foram baseadas nos estudos de
PERRIE & GREGORIADIS (2000) e PERRIE et al. (2001), com modificagdes introduzidas a
partir do desenvolvimento do trabalho de doutorado acima citado. As modificagcdes visaram
principalmente a diminuicao da dose de 400 ug do DNA plasmideal para atender a dose
pretendida de 25ug e a obtencao de lipossomas com diametro médio menor que 3000 nm.
Nos lipossomas, o plasmideo foi encapsulado, ou seja, complexado as bicamadas da
superficie externa, DRV-DNA. Nessa sigla, o prefixo DRV refere-se a vesiculas preparadas
pelo método da desidratagcdo—rehidratagdo, de acordo com PERRIE & GREGORIADIS
(2000) e a composicdo do DRV-DNA-Hsp65 é a seguinte: Lipossoma multilamelar

complexado ao vetor plasmideal pVAX1 subclonado com gene da Hsp65 de M. leprae.

4.7- Teste para deteccao de endotoxinas

Todas as amostras vacinais contidas nas diferentes formulagdes e proteinas
utilizadas no trabalho foram submetidas ao teste cromogénico do lisado de amebécito de
Limulus polyphemus (Kit QCL- 1000 — Quantitative Cromogenie — Bio Whittaker —
CAMBREX Company), para avaliagcdo do nivel de endotoxinas presente. As amostras e 0s
padrdes utilizados na construgcéo da curva de calibragdo foram incubados em uma placa de
96 pogos com o LAL, fornecido pelo kit, a 37°C por 10 minutos. O substrato fornecido pelo
kit foi misturado com a amostra-LAL e incubado por 6 minutos a 37°C. A reacao foi
interrompida pela adicdo de acido acético a 25%. A absorbéncia da amostra foi determinada

com filtro 405-410 nm em espectrofotémetro uQuant Bio-Tek Instruments Inc.
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4.8- Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c, SPF (do inglés “Specific Patogen Free”),
fémeas, com 6 a 8 semanas de idade, provenientes do Biotério de Animais Isogénicos da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Os animais infectados com M. tuberculosis
foram mantidos em isoladores de animais, em laboratério de nivel Il de biosseguranca, com
temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo de luz claro/escuro controlados, com livre acesso a

agua e ragao.

4.9- Imunizacoes

Camundongos BALB/c (n=10) receberam diferentes formulagdes vacinais individuais
com as seguintes descri¢cdes: Para imunizagdo com DNA-Hsp65, o plasmideo pVAX-Hsp65
foi administrado em solugéo de sacarose (25%) por inje¢ao intramuscular de 100 pg de DNA
em 100 pL. As imunizagbes foram administradas com 50 pL da solugdo em cada musculo
quadriceps em intervalos quinzenais, totalizando 4 doses (400 ug de DNA). Para imunizagao
com o0s lipossomas: uma dose de lipossomas contendo 25 pug de pVAX-Hsp65 foi
administrado pela via intranasal. Para imunizagdo com microesferas: uma dose contendo
microesferas de pVAX-Hsp65 (30ug) juntamente com microesferas de rHsp65 (1,7 ug) em
100 uL de salina pela via intramuscular . Para imunizagdes em esquema de “Prime-Boost”:
Uma dose de BCG-Moreau (1 x 10° UFC) em diluente pela via i.n e apés 15 dias uma dose
de pVAX-Hsp65 (100 pg) pela via i.m. Para imunizagdo do grupo BCG foi utilizada 1 x 10°
UFC de BCG-Moreau em salina pela via subcutanea. Como controle, os animais foram
imunizados apenas com salina 0,9%. Para os experimentos de protecdo, 15 dias apds a
Gltima imunizacéo, os animais foram desafiados com (1 x 10* UFC) da cepa H37Rv de M.

tuberculosis pela via intratraqueal (i.t). Trinta dias apds o desafio, os animais foram mortos.
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4.10- Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de anticorpos

A resposta imune humoral foi avaliada através da produgéo de anticorpos especificos
anti-Hsp65 (IgG1 e 1gG2a), por ELISA nas amostras de soro pré-imunes e soros coletados
duas semanas apoés a ultima imunizacao, através do plexo-retro orbital. Placas de 96 pogos
de poliestireno (Maxisorp Nunc-lImmuno Plates, Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas
com 100 pL da solugdo de proteina Hsp65 diluida em tampao de ligacdo (Na,HPO, 0,1 M
pH 9,0) numa concentracao final de 5 ug/mL. As placas foram incubadas a 4°C durante uma
noite e posteriormente lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20 e bloqueadas com
200 pL/poco de PBS contendo 0,05% de Tween 20. Apds incubagdo por 1 hora, a 37°C, as
placas foram novamente lavadas e adicionou-se 100 uL/pogo dos soros, diluidos 1:50, 1:100
e 1:1000, em PBS/Tween 20 (0,05%). As placas foram incubadas por 2 horas a 37°C, e
apés lavagem das mesmas, foi realizada incubagcado por 1 hora, a 37°C, com anticorpo
monoclonal anti-lgG1 ou anti-lgG2a conjugados com biotina diluidos 1000 vezes
(PharMingen, San Diego, CA, USA), adicionando-se 100 ulL/poco do anticorpo diluido em
solucdo de PBS/Tween 20 (0,05%) numa concentragdo final de 0,5 pg/mL. Apds
procedimento de lavagem, foi adicionada 100 ul/poco da solucdo de avidina biotina
peroxidase StrepAB kitTM diluidas 1000 vezes (Dako, Carpinteria, CA, USA) sendo
incubada por 30 minutos a temperatura ambiente (TA). As placas foram reveladas pela
adicao do OPD (o-Phenylenediamine-Dihydrocloride) em tampao contendo H,O, e a reagao
foi interrompida pela adicdo de 50 plL/pogo de &cido sulfurico 16%. A leitura da absorbancia
foi realizada em espectrofotdbmetro de placa (LQuant Bio-Tek Instruments Inc.) em 490nm.
Todos os anticorpos utilizados foram adquiridos da PharMingen e utilizados de acordo com

as instrugbes do fabricante.
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4.11- Preparo do inéculo de M. tuberculosis

A suspensao de M tuberculosis da cepa H37Rv (ATCC 27294), foi obtida a partir de
uma aliquota congelada a -70° C, na qual foi verificada viabilidade superior a 85%
(incubagdo de uma amostra com diacetato de fluoresceina e brometo de etidio)
(McDonough & Kress, 1995). 50 uL da aliquota foram semeados em meio Lowenstein-
Jensen (DIFCO) seguindo-se incubagéo de 20 a 30 dias, a 37° C. Uma alca da cultura em
meio Lowenstein-Jensen foi adicionada a 10 mL de meio 7H9, sendo incubada por 7 a 10
dias, a 372 C. A viabilidade foi novamente verificada com auxilio de microscépio de
fluorescéncia (Leica), onde as bactérias viaveis apresentam coloragdo verde enquanto que
as bactérias mortas coram-se com a solugcdo de brometo, apresentando-se com uma
coloracao avermelhada. O nimero de bacilos da suspensdo foi determinado segundo
padronizagdo da curva de crescimento da micobactéria relacionando-se a fase logaritimica
do microrganismo e unidades formadoras de colénias. A suspensdo de micobactérias foi
avaliada na densidade éptica de 540 nm e, a partir do valor obtido, o nimero de bacilos da
suspensao foi entao calculado pela equacao da reta determinada pela curva de crescimento
(KAUFMANN & KABELITZ). A suspenséo foi centrifugada a 3500 rpm por 20 minutos, o
sedimento foi ressuspenso em 1 mL de salina estéril e agitado vigorosamente em tubo
cbnico com pérolas de vidro estéreis por 2 minutos. Acertou-se a concentragao de bacilos (1
x 10° bacilos/mL) presentes no volume de cultura centrifugado por diluicido com salina.
Todos os procedimentos de cultura da micobactéria, preparo do inéculo e desafio dos

animais foram realizados em laboratério de nivel de biosseguranca lIl.

4.12- Desafio dos animais com M. tuberculosis

Cada animal foi desafiado com 100 uL de suspens&o contendo 1 x 10* bacilos de M.
tuberculosis H37Rv por via intratraqueal, 30 dias apdés a ultima imunizagdo. Para esse
procedimento, os animais foram previamente anestesiados com uma solugdo de

trioromoetanol (ACROS ORGANICS) a 2,5% em PBS por via intraperitoneal. Apds a
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anestesia, realizou-se o procedimento cirlrgico para exposicao da traquéia dos animais e

inoculacao dos bacilos.

4.13- Avaliacao do pulmao dos animais infectados

Trinta dias apds 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. Os
pulmdes foram pesados e tiveram seus l6bulos separados para os diversos procedimentos
experimentais: o l6bulo superior direito foi colocado em um tubo contendo 10 mL de formol
tamponado para posterior processamento e analise histologica; os lébulos esquerdos foram
coletados em tubos contendo 2mL de meio RPMI-1640 incompleto e armazenados a —20°C
para posterior detec¢do de citocinas; os I6bulos médio e inferior direitos foram coletados em
placas de petri de 22 mm de didmetro (Corning) para obtencao de células para a realizacao

de (“enzyme-linked immunospot assay”) Elispot e determinagédo do numero de UFC.

4.13.1- Coleta, digestao e obtencao das células do pulmao.

A obtencgéo das células do pulmao foi realizada de acordo com protocolo descrito por
BONATO et al (2004). Os lobulos médio e inferior esquerdos, destinados a UFC, Elispot,
foram pesados e cortados em pequenos fragmentos e transferidos para um tubo cbnico
(Falcon) de 50 mL contendo 15 mL da solugéo de digestao. Essa solucao foi preparada em
meio de cultura RPMI-1640 incompleto contendo 0.5 pug/mL de Liberase (Liberase
Blendzymez — Roche, Indianapolis, IN) e 25 U/mL de Desoxiribonuclease | (GIBCO BRL).
Ap6s a adicdo da solucdo de digestdo, os tubos foram incubados a 37°C, sob agitacao
constante, durante 30 minutos. Apos a digestao, as células foram dispersas com auxilio de
uma seringa de 10 mL e centrifugadas a 1500 rpm, por 10 minutos, a 4°C. O sedimento foi
ressuspenso em 1mL de RPMI-1640 incompleto. Uma aliquota de 100 uL dessa suspensao
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 atividade da

enzima liberase. As células presentes foram separadas do restante da matriz digerida
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utiizando-se uma malha de ago inox (Nylex screen —Sigma), apés a passagem da
suspensao, realizou-se a lavagem da malha com mais 10 mL de meio RPMI-1640. As
células obtidas foram centrifugadas a 1500 rpm, por 10 minutos, a 4°C, ressuspensas em 1
mL de meio RPMI-1640 e contadas em camara de Neubauer. A concentragdo final foi

acertada para 2 x 10° células/mL. Essas células foram utilizadas para o ensaio de Elispot.

4.13.2- Determinacao do numero de unidades formadoras de col6nia (UFC)

A partir da aliquota de 100 uL do pulmao digerido foram feitas diluicbes em PBS de
10, 100, 1000 e 10000 vezes. As diluigdes (100 uL) foram plagueadas em meio sélido 7H11,
7H9 (DIFCO Laboratories, Detroit, MI, USA) acrescido de agar bacteriolégico (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. Apods o periodo de incubacgéo, as coldnias de micobactérias
foram contadas com auxilio de lupa (Leica Microsystems, ZOOM 2000). O numero de
colbnias foi corrigido de acordo com as diluicées e o peso dos pulmdes e expresso em Logq

do numero de UFC por pulméo.

4.13.4- Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de citocinas

A deteccdo de citocinas por ELISA foi realiza no homogenato do pulméo, dos
animais imunizados e desafiados. Para a deteccao das citocinas presentes no pulmao dos
animais, foram coletados os lébulos 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 mecanico,
modelo Ultra-Turrax T8 (IKA-WERKE), centrifugados a 1500 rpm por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi coletado e armazenado a —70°C para posterior detecgao de citocinas por
ELISA (Enzyme —Linked Immunosorbent Assay). A presenga de citocinas no homogenato do

pulmao foi avaliada quanto a produgéo de IFN-y, IL-12, e IL-10. Para a realizagdo do
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protocolo de ELISA placas de 96 pogos de poliestireno (Maxisorp Nunc-Immuno Plates,
Rochester, NY, USA) foram sensibilizadas com 100uL 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 ligagao (Na,HPO4 0,1M pH 9,0) numa
concentracao final de 1ug/mL. As placas foram incubadas a 4°C, durante uma noite. Apds
sucessivas lavagens com solucdo PBS contendo 0,05% de Tween 20 (Vetec) as placas
foram incubadas com 200uL/pogo da solugdo de bloqueio, constituida de PBS contendo
10% de soro bovino fetal, durante 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas e as amostras foram adicionadas, 100 pL/pogo juntamente com a curva
padrdo de citocina recombinante, diluida em PBS/SFB 10% Tween 0,05%, e incubadas por
uma noite, a 4°C. Apos lavagem, foi feita incubagao 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 0,5mg/mL. Apds lavagem,
adicionou-se 100 ulL/pogo de solugao de avidina biotina peroxidase StrepAB kitTM (Dako,
Carpinteria, CA, USA) sendo incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. As placas
foram reveladas pela adicao do OPD em tampao contendo H,O, e a reacao foi interrompida
pela adicao de 50 ul/poco de acido sulfurico 16% (Sigma) ap6s novo procedimento de
lavagem. A reacdo foi interrompida pela adicdo de 50 ulL/poco de acido sulfurico 16%
(Merck). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotdmetro de placa (mQuant Bio-
Tek Instruments Inc.) em 490 nm. A determinagédo das concentracdes das citocinas foi feita
por interpolagdo dos resultados de absorbancia obtidos nas amostras em relagdo aos da
curva padrdao. Todos os anticorpos e citocinas recombinantes foram adquiridos da

PharMingen e utilizados de acordo com as instrugées do fabricante.
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Tabela 1. Anticorpos utilizados nos ensaios de ELISA

Anticorpo Purificado Anticorpo Biotinilado
IFN-y Clone: R4-6A2 Clone: XGM1.2
Isotipo: IgG1 de rato Isotipo: IgG1 de rato
IL-10 Clone: JES5-2A5 Clone: SXC-1
Isotipo: 1IgG1 de rato Isotipo: IgM de rato
IL-12/ Clone: 9A5 Clone: C17.8
p70 Isotipo: 1IgG2b de rato Isotipo: IgG2a de rato

4.13.5- Ensaio de ELISPOT para dosagem de citocinas

As células obtidas ap6s a digestao do pulmao foram contadas e acertadas para uma
concentragdo de 2 x 10° células por mL de meio RPMI-1640 completo (Sigma)
suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (GIBCO; Grand Island, NY, USA), penicilina
(100 U/mL), estreptomicina (10 mg/mL), gentamicina 100ug/mL (GIBCO; Grand Island, NY)
e 2-Mercaptoetanol (5.10° M, Sigma). As células foram adicionadas & placa de 96 pocos
que estava previamente sensibilizada com o anticorpo de captura (BD Bioscenses) diluido
em solugdo diluente (PBS endo-free /estéril). Posteriormente foram adicionados estimulos
especificos 20 ug de rHsp65 e 20ug de Con-A e as células foram incubadas por 48 horas
em estufa de CO, a temperatura de 37°C. Apds o tempo de incubagdo as placas foram
lavadas com agua deionizada e incubadas com 100 uL/pogo do anticorpo biotinilado (BD
Bioscenses) diluido em tampao de diluicdo, constituido de PBS contendo 10% de soro
bovino fetal, durante 2 horas, a temperatura ambiente. Apdés o tempo de incubagcao as
placas foram lavadas com solugao de lavagem contendo PBS acrescido de 0,05% de Tween
20 (Vetec) e foi adicionada a enzima conjugada (Streptavidina-HRP) (BD Bioscenses)
diluida em tampao de diluicdo e as placas incubadas novamente por 1 hora a temperatura

ambiente. Ap6s a incubacgéao as placas foram lavadas novamente com solugao de lavagem e
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foi adicionado 100pl de solucdo final de deteccdo (BD™ AEC reagente+ BD™ solucéo
substrato), com incubacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Por fim as placas foram
lavadas com agua para parar a reagao e a leitura avaliada automaticamente por Bioreader

®-3000 Biosys utilizando o programa ImmunoSpot®.

4.14- Analise histologica do pulmao

Para a analise histologica do pulmao dos animais desafiados, imunizados ou nao, o
I6bulo superior direito do pulmao de cada animal foi coletado e fixado em formol tamponado
10%. Posteriormente, esse material foi processado pela técnica Elaine Medeiros Floriano,
no laboratério coordenado pela Profa. Dra. Simone Gusmao Ramos, no Departamento de
Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Foram realizados os cortes
histolégicos (5 um) e as laminas obtidas foram coradas com Hematoxilina e Eosina. As
laminas foram analisadas por microscopia Optica pela patologista Dr ® Simone Gusméo

Ramos.

4.15- Analise morfométrica no tecido pulmonar

A quantificagdo do infiltrado inflamatério no tecido pulmonar de animais imunizados
com as diferentes estratégias vacinais, e posteriormente desafiados, foi realizada em
microscépio 6ptico com um aumento 6ptico original de 400x, utilizando uma lente ocular com
graticulo, conforme ilustrado na figura 1. Os valores do grupo nao infectado foram

descontados dos demis grupos.
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Figura 1. Esquema do Graticulo. Graticulo possui 100 pontos e correspondente a 0,06
mm2 de area do por campo pulmao, foi acoplado a ocular do microscépio. As Iaminas foram
avaliadas com aumento original de 400x. Foram analisados 10 campos totalizando 0,6 mm2
de area pulmonar.

4.16- Analise estatistica

Para realizacdo da analise estatistica utilizou-se o programa Prisma 4.0. Foi feita a
analise de variancia (one-way ANOVA) seguida do po6s-teste Bonferroni para comparar os
dados entre os diferentes grupos experimentais. Foram considerados significativos os

valores com p<0,05.
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4.16- Delineamento Experimental

Os animais foram imunizados com as diferentes formulagdées segundo 0 esquema

descrito:
Desafio com Mib H37Rv
10" bacilos (i.t)
1dose 2dose 3dose 4 dose
Ensaio de
Protecao
)
‘-
Dias: 0-T1 15-T2 30-T3 45-T4 60 20
Grupos Experimentais
Grupos Estratégias Vacinais Tempos Vias de
imunizacao
Salina 4 doses de salina sem infecgéo _T1,T2, T3, T4 | Intramuscular
N.Im
NI (ndo infectado) ) i i
4D li
Infectado oses de salina T1, T2, T3, T4 Intramuscular
BCG 1 Dose de BCG Moreau T Subcutanea
DNA-Hsp65 4 Doses de DNA-Hsp65 T1, T2, T3, T4 Intramuscular
Uma dose com mistura de microesfera
Microesfera de PLGA de liberagao rapida (DNA-Hsp65) e T Intramuscular
de liberagao lenta (proteina Hsp65) . 3
“Prime-Boost” 12 Dose de BCG e T3 T4 Intranasal/
22 dose de DNA-Hsp65 ’ Intramuscular
Lipossoma 1 Dose de DNA-Hsp65 T Intranasal
encapsulado em lipossoma
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5- RESULTADOS

5.1- Obtencao e caracterizacao do plasmideo pVAX-Hsp65

O plasmideo pVAX-Hsp65, obtido através do kit comercial Endofree e Plasmid Giga
Kit™ (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA) (item 4.1.1), foi utilizado como componente vacinal
nas diferentes estratégias de imunizagdo, propostas nesse trabalho. Antes de iniciar os
experimentos, a integridade do plasmideo foi avaliada com a utilizagdo da enzima de
restricdo BamH 1. A anadlise por eletroforese em gel de agarose 1%, mostrou que a digestao
do pVAX-Hsp65 produziu uma banda de 6,0 kb, representando a linearizacao do vetor e do

inserto da Hsp65, ambos de 3,0 kb como era esperado.

Figura 2. Perfil eletroforético do plasmideo pVAX-Hsp65. A eletroforese foi realizada em
gel de Agarose 1% corado com brometo de etidio para visualizacao das bandas. Canaleta 1:
1kb DNA ladder (Invitrogen); Canaleta 2: pVAX-Hsp65 digerido com BamH [; Canaleta 3:
pVAX-Hsp65 nao digerido. pb: pares de bases.
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5.2- Obtencao e caracterizacao da Hsp65 recombinante (rHsp65)

A proteina Hsp65 recombinante (rHsp65) foi obtida segundo protocolo de purificagcao
descrito no item 4.2 e foi utilizada nas formulacées de microesferas de PLGA de liberagcao
lenta. Para avaliar a pureza da proteina utilizada na formulagdo, foi feito gel de
poliacrilamida SDS/PAGE 10%, onde observamos banda unica cujo perfil eletroforético

corresponde a proteina hsp65, livre de contaminantes.

Figura 3. Perfil eletroforético da proteina recombinante Hsp65 purificada. A
eletroforese foi realizada em gel de poliacrilamida SDS-PAGE 10% corado por Comassie
Blue (Pierce, Rockoford, lllinois USA) para visualizagdo das bandas. Canaleta 1: Padrao de
peso molecular Bench Mark™ Pré stained (protein leadder) Invitrogen; Canaleta 2: Proteina
recombinante Hsp65 Purificada por cromatografia de afinidade e o material adsorvido &
coluna eluido com 300uM de Imidazol.
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5.3- Preparo e caracterizacao das microesferas poliméricas biodegradaveis
contendo o plasmideo pVAX-Hsp65 juntamente com DMT e microesferas de

PLGA contendo proteina recombinante HSP65 .

As microesferas de PLGA foram obtidas pelo método de emulsdo mudltipla e
evaporagdo do solvente organico. A eficiéncia de encapsulamento das formulacdes é
mostrada na Tabela 2. Para a formulagao contendo DMT (0,5 mg/formulagdo) o mesma foi
adicionada na fase organica da emulsdo agua/bleo/agua durante o processo de
encapsulamento. O diametro das particulas foi determinado por difratometria a laser
utilizando o equipamento LS230 - Small Volume Module Plus (Coulter, United States). Os
resultados foram obtidos e expressos na forma de mediana e mostrados na tabela 2. O
didmetro das microesferas de acordo com as formulagbes ndo é uniforme, mas sao
caracterizadas por distribuicdo Gaussiana, que confirma que o método utilizado na obtengao
das microesferas originou particulas com perfil de distribuicdo inferior a 10 um, o qual é

considerado adequado para a fagocitose de APCs.

Tabela 2. Taxas de encapsulamento (“load”) e diametro médio das
Microesferas obtidas.

Microesferas Taxa de encapsulamento | Diametro médio(um)
[png/mg]
pVAX-Hsp65/DMT 4,97 7.3
Hsp65 recombinante 1,70 4.8
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5.4- Quantificacao de endotoxina bacteriana nas formulacoes vacinais

Com a finalidade de avaliar a quantidade de endotoxina presente nas formulacées
vacinais, utilizamos o teste “Limulus Amebocyte Lysate” (LAL), através do qual obtivemos
indices de endotoxina menores que 0,1 EU/ug de DNA, portanto aceitaveis para testes “in

vivo”, como recomendado pela farmacopéia americana e européia.

Tabela 3. Niveis de endotoxinas presentes nas formulac6es obtidas.

Amostras UE/ug
pVAX-Hsp65 < 0,0001
Microesfera pVAX-Hsp65/DMT < 0,0001
Microesfera Hsp65 recombinate < 0,0001
Lipossoma < 0,0001

UE/ug: Unidades de Endotoxina por micrograma de amostra
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5.5- Producao de Anticorpos anti-Hsp65 especificos

Para avaliarmos se a imunizagdo com as diferentes estratégias vacinais induziram
nos camundongos a producao de anticorpos especificos para a Hsp65, o soro dos animais
foi coletado 15 dias apds a ultima imunizagao e foi realizada a detecgdo dos isotipos IgG2a
e IgG1 através do método de ELISA, sendo esses isotipos compativeis com a resposta do
tipo Th1 e Th2 respectivamente. Como resultado observamos que a imunizacao com quatro
doses de DNA-Hsp65 nu induziu um aumento significativo dos dois isotipos de anticorpos,
quando comparado como 0s grupos salina e ndo imunizado (Figura 4). Nao existiu diferenca
significativa entre os isotipos 0 que indicou um padrédo misto de resposta.

A producdo desses dois isotipos de anticorpos foi verificada também nos grupos
microesfera e “prime-boost”. Esses grupos induziram a producdo significativa dos dois
isotipos de anticorpos quando comparados com os grupos PBS e ndo imunizado, mas esse
aumento foi significativamente menor do que o induzido pelas quatro doses de DNA-Hsp65.
Entretanto ao avaliarmos o grupo Lipossoma nao obtivemos o mesmo padrao de resposta,
pois observamos a produgdo dos dois isotipos de anticorpos semelhante a dos grupos néo

imunizados e salina (Figura 4).
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Figura 4. Determinacao da producao de anticorpos no soro de camundongos BALB/c
imunizados com diferentes estratégias vacinais. Os animais foram imunizados por
injecdo intramuscular com 4 doses de 100 ug de DNA-Hsp65 ou com as diferentes
estratégias vacinais de acordo com o delineamento experimental. O grupo N.Im nao foi
imunizado. Os niveis de anticorpos anti-Hsp65 (IgG1/lgG2a) foram determinados por ELISA.
Os resultados sao representados pela conversao da diluicdo para logaritmo decimal. A
diferenga estatistica da produgéo foi considerada como significativa quando p<0,05.

*Comparagao com o grupo NI e salina
**Comparado com o grupo DNA-Hsp65
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5.6- Avaliacao da resposta imune protetora induzida pelas diferentes
estratégias de imunizacao contendo DNA-Hsp65

Com a finalidade de avaliar a atividade protetora das diferentes formulacées vacinais,
camundongos foram imunizados e posteriormente desafiados com M. tuberculosis. Foram
avaliados diversos parametros imunolégicos no pulmao, dentre eles: a producdo de
citocinas, contagem das unidades formadoras de colénia (UFC) e perfil histopatol6gico do

tecido pulmonar incluindo analise morfometrica.

5.6.1- Deteccao da producao de citocinas no pulmao

Como foi descrito anteriormente, as citocinas associadas a protecao para TB, sao
aquelas caracteristicas da resposta imune de padrao Th1 como IL-12 e IFNy. Portanto o
primeiro par@metro a ser analisado foi a produgdo dessas citocinas bem como outras
citocinas incluindo IL-10 e IL-4. Ap6s 30 dias do desafio com M. tuberculosis os animais
foram sacrificados e os pulmodes foram homogeneizados para dosagem da citocinas por

ELISA.

5.6.1.1-ELISA

Os resultados revelaram que todos os grupos infectados com M. tuberculosis
induziram a producao significativa de IFN-y e IL-12 quando comparado com 0 grupo néo
infectado (Figuras. 5 e 6 respectivamente). No entanto, quando os animais foram
previamente vacinados com DNA-Hsp65 com quatro doses via intramuscular, os niveis de
IFN-y tiveram uma diferenga significativa quando comparado com os animais sé infectados.
O mesmo foi observado quando os animais foram previamente imunizados com
microesferas, Lipossoma e “prime-boost”. N&do observamos diferenga significativa entre os
grupos imunizados com as estratégias descritas anteriormente. Com relagdo a produgao de

IL-12 n&o foi observada diferenga significativa entre os grupos de animais imunizados com
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as diferentes estratégias em relagdo ao grupo infectado que s6 recebeu salina (chamado
grupo infectado de aqui em diante).

A produgcao da citocina IL-10 (Figura. 7) também foi avaliada nesse sistema e
observou-se diminuicdo significativa nos grupos DNA-Hsp65, microesfera, lipossoma e

“prime-boost” quando comparados com o grupo so6 infectado.

Niicleo de Pesquisa em Tuberculose Souza, P.RAM. 48



Diferentes Estratégias na Protecdo contra Tuberculose

2800~
2400- . . . T
E 2000~ T
2 1600~
}’. 1200-
E 800-
400-
0‘ ] |
> o H Q@ @ &
e (’}»06 QQQQ) é@ eo& 0oo
’\0 vf ‘00 Oe 0'
\0 é \0 '\Q N
Q & h% Q(

Figura 5. Producdao de IFN-y no homogenato pulmonar de camundongos BALB/c
imunizados e desafiados com M. tuberculosis. Os animais foram imunizados por injecao
intramuscular com 4 doses de 100 ug de DNA-Hsp65 ou com as diferentes estratégias
vacinais. Apos 15 dias da Ultima imunizacdo, os camundongos foram desafiados com 10*
bacilos de M. tuberculosis por via intratraqueal. Trinta dias apds o desafio, foi realizada a
determinagédo da produgao de citocinas por ELISA. Os resultados sdo representados pela
média + desvio padrdo de cada grupo. A diferenca estatistica da produgao foi considerada
como significativa quando *p<0,05 em relacdo ao grupo infectado.
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Figura 6. Producdao de IL-12 no homogenato pulmonar de camundongos BALB/c
imunizados e desafiados com M. tuberculosis. Os animais foram imunizados por injecao
intramuscular com 4 doses de 100 ug de DNA-Hsp65 ou com as diferentes estratégias
vacinais. Ap6s 15 dias da Ultima imunizacdo, os camundongos foram desafiados com 10*
bacilos de M. tuberculosis por via intratraqueal. Trinta dias apds o desafio, foi realizada a
determinagdo da produgao de citocinas por ELISA. Os resultados sdo representados pela
média + desvio padrdo de cada grupo. A diferenca estatistica da produgao foi considerada
como significativa quando *p<0,05 em relagdo ao grupo infectado.
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Figura 7. Producio de IL-10 no homogenato pulmonar de camundongos BALB/c
imunizados e desafiados com M. tuberculosis. Os animais foram imunizados por
injecdo intramuscular com 4 doses de 100 ug de DNA-Hsp65 ou com as diferentes
estratégias vacinais. Ap6s 15 dias da ultima imunizacdo, os camundongos foram desafiados
com 10* bacilos de M. tuberculosis por via intratraqueal. Trinta dias apds o desafio, foi
realizada a determinagcdo da producdo de citocinas por ELISA. Os resultados sao
representados pela média + desvio padrdao de cada grupo. A diferenca estatistica da
producéo foi considerada como significativa quando *p<0,05 em relagéo ao grupo infectado.
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5.6.2- Deteccao de citocinas produzidas por células do pulmao

Outro método utilizado para andlise da producao de citocinas foi ELISPOT, sendo
esse método mais adequado que o método de ELISA, uma vez que ele determina a
producao de citocinas pela célula do tecido pulmonar. Foram avaliadas por esse sistema as
citocinas IFN-y e IL-4 sendo que os valores do grupo nao infectado foram descontados dos
apresentados pelos demais grupos experimentais. Os resultados mostram a presenga de
células produtoras de ambas as citocinas em todos 0s grupos experimentais em presenca
dos estimulos especifico (rHsp65) e inespecifico (Con-A). O nimero de células produtoras
de IFN-y, como mostra a figura 8, foi significativamente maior para todos os grupos
imunizados com as diferentes estratégias vacinais quando comparado com os grupos BCG
e infectado. Por outro lado, o niumero de células produtoras de IL-4 foi menor que as
produtoras de IFN-y. Neste caso nao foi observada diferenca entre os grupos analisados.
Quanto ao grupo BCG nao obtivemos diferencga significativa nas células produtoras de IFN-y

ou IL-4 quando comparado com o grupo infectado.
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Figura 8. Producao de IL-4 e IFN-y por células do pulmao de camundongos BALB/c
imunizados e desafiados com M. tuberculosis. Os animais foram imunizados por injecao
intramuscular com 4 doses de 100 ug de DNA-Hsp65 ou com as diferentes estratégias
vacinais. Apés 15 dias da Ultima imunizacdo, os camundongos foram desafiados com 10*
bacilos de M. tuberculosis por via intratraqueal. Trinta dias apds o desafio, foi realizada a
determinagao da producao de citocinas por Elispot perante os estimulos de rHsp65 e Con-A.
Os resultados sao representados pela média = desvio padrdo de cada grupo. A diferenca
estatistica da producao foi considerada como significativa quando *p<0,05 em relacao ao
grupo infectado e BCG.
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5.6.3- Recuperacao de unidades formadoras de colonia (UFC) no pulmao de

animais infectados

No ensaio de protecao foi avaliado o nimero de UFCs de micobactéria por pulmao.
Para isso, ap6s a imunizacdo dos animais as diferentes estratégias vacinais, os animais
foram desafiados com M. tuberculosis por via intratraqueal e 30 dias apdés o desafio,
analisamos a atividade protetora dessas formulagcbe e estratégias. Os pulmbes foram
processados como descrito no item 4.13.1 € 4.13.2 e o numero de UFCs foi determinado
com 27 dias ap6s a incubacao das micobactérias coletadas. Verificamos que o grupo BCG
foi 0 grupo que apresentou a maior reducdo de UFC quando comparado com 0s grupos
imunizados com as diferentes formulagdes vacinais, sendo essa diferenga significativa de
1,5 logs para os grupos citados e 2,85 logs de reducdao em relacdo ao grupo infectado.
Contudo os grupos imunizados com as diferentes estratégias apresentaram uma reducao
significativa de 1,35 logs em relagdo ao grupo infectado, mostrando a eficacia das

formulagdes e estratégias empregadas.
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Figura 9. Namero de unidades formadoras de colonia (UFC) no pulmao de
camundongos BALB/c imunizados e desafiados com M. tuberculosis. Os animais
foram imunizados por injeg&o intramuscular com 4 doses de 100 ug de DNA-Hsp65 ou com
as diferentes estratégias vacinais. Apdés 15 dias da ultima imunizagdo, os camundongos
foram desafiados com 10* bacilos de M. tuberculosis por via intratraqueal. Trinta dias ap6s o
desafio, os animais foram mortos € o pulméao coletado € as células plaqueadas em meio de
cultura 7H11. Apds 27 dias de cultura, o nimero de UFCs foi determinado. Os resultados
sdo representados em logy, = desvio padrdo da CFU/Pulméo de cada grupo. A diferenca
estatistica da producéo foi considerada como significativa quando *p<0,05 em relagdo ao
grupo infectado.
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5.6.4 - Analise histopatologica do Pulmao

Outro parametro de grande importancia analisado nesse trabalho foi a andlise
histopatol6égica do pulm&o dos animais infectados. Essa analise é essencial para avaliar a
eficacia de novas vacinas uma vez que a resposta inflamatéria induzida pelas estratégias
vacinais propostas, pode levar a uma redug¢ao nao s6 das UFCs, mas também deve ser
capaz de ndao comprometer o parénquima pulmonar. Dessa forma analisamos os pulmées
de animais imunizados e desafiados com M. tuberculosis. Trinta dias apds o desafio os
animais foram sacrificados e os pulmdes coletados e corados conforme item 4.14 para a
andlise histopatolégica do tecido pulmonar.

O grupo nao infectado corresponde ao parénquima pulmonar normal. Por outro lado,
o grupo de animais infectados que recebeu salina no lugar das vacinagdes, apresentou uma
pneumonia tuberculosa com comprometimento acentuado do parénquima pulmonar
apresentando infiltrado inflamatério difuso caracterizado pela presenca de células
mononucleres de localizagdo intraalveolar associado a presenca do BALT (do inglés:
bronchus-associated lymphoid tissue-Tecido linféide associado ao brénquio). Ja4 nos grupos
imunizados com as diferentes estratégias vacinais, verificamos menor comprometimento
pulmonar. O infiltrado celular nesses grupos esta mais localizado, com presenca de células
mononucleares e restricdo do processo inflamatério sendo esse infiltrado menor que o
observado no grupo infectado. Esse resultado sugere que a resposta imune foi mais efetiva
0 que determinou uma menor lesdo nesses grupos como mostram as figuras 10, 11 e 12.
Dentre os grupos experimentais analisados, os animais imunizados com lipossomas
apresentaram menor numero de focos inflamatérios em relacdo aos outros grupos. Ja o
grupo que foi imunizado com BCG o parénquima pulmonar estd mais preservado com
pequeno infitrado peribronquiolar e congestao minima do tecido quando comparado com 0s

demais grupos.
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Figura 10. Cortes histologicos do pulmdao de camundongos BALB/c imunizados e
desafiados com M. tuberculosis. Os animais foram imunizados com as diferentes
estratégias vacinais. Apos 15 dias da ultima imunizagdo, os camundongos foram desafiados
com 104 bacilos de M. tuberculosis por via intratraqueal. Apds 30 dias do desafio os animais
foram sacrificados e os pulmdes coletados para a andlise histolégica. Os cortes foram
corados por hematoxilina e eosina e observado em microscopio 6ptico com aumento original
de 50x, o detelhe estd demonstrado na Figura 12.
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Figura 11. Cortes histologicos do pulmao de camundongos BALB/c imunizados e
desafiados com M. tuberculosis. Os animais foram imunizados com as diferentes
estratégias vacinais e 15 dias apos a Ultima imunizagao, os camundongos foram desafiados
com 10* bacilos de M. tuberculosis por via intratraqueal. Apds 30 dias do desafio os animais
foram sacrificados e os pulmdes coletados para a andlise histolégica. Os cortes foram
corados por hematoxilina e eosina e observado em microscopio 6ptico com aumento original
de 200x.
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Figura 12. Cortes histologicos do pulmdao de camundongos BALB/c imunizados e
desafiados com M. tuberculosis. Os animais foram imunizados com as diferentes
estratégias vacinais e apds 15 dias da imunizagdo, os camundongos foram desafiados com
10* bacilos de M. tuberculosis pela via intratraqueal. Apés 30 dias do desafio os animais
foram sacrificados e os pulmdes coletados para a andlise histolégica. Os cortes foram
corados por hematoxilina e eosina e observado em microscopio 6ptico com aumento original
de 400x.
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5.6.5- Analise Morfométrica do tecido pulmonar

Uma forma de comparar quantitativamente o infiltrado inflamatério do tecido
pulmonar é através da analise morfométrica. Para tal procedimento os grupos imunizados
com as diferentes formulacées contendo DNA-Hsp65, lipossoma, microesfera, “prime-boost”
assim como as quatro doses de DNA-Hsp65 demonstraram redugéo significativa da area de
inflamagao no pulmao quando comparados com o grupo infectado. O mesmo foi observado
para o grupo BCG, sendo a redugéo da area inflamada maior do que a observada para os
outros grupos experimentais (Figura 13). Assim, esses resultados sdo compativeis com o

perfil observado pela andlise histopatolégica bem como de UFCs.
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Figura 13. Analise morfométrica do infiltrado inflamatério no pulmao de camundongos
BALB/c imunizados e desafiados. Os animais foram imunizados por injegao intramuscular
com 4 doses de 100 ug de DNA-Hsp65 ou com as diferentes estratégias vacinais. Apés 15
dias da Gltima imunizagdo, os camundongos foram desafiados com 10* bacilos de M.
tuberculosis por via intratraqueal. Trinta dias apés o desafio, os animais foram mortos e os
seus pulmoes coletados para anadlise histolégica. Os cortes foram analisados com o auxilio
de graticulo como mostra a Figura 1. A diferenca estatistica da producao foi considerada
como significativa quando *p<0,05 em relagéo ao grupo infectado.
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6- DISCUSSAO

Nos Ultimos anos o estudo de estratégias para o desenvolvimento de novas
vacinas tem se tornado o grande objetivo de muitos grupos de pesquisa. O avango na
purificacdo de elementos microbianos, engenharia genética e uma melhor compreensao da
resposta imune protetora para varias patologias, direcionam a criacdo de diversas vacinas
através da manipulagdo de DNA, RNA, proteinas e polissacarideos (PLOTKIN S A, 2005).
Ao mesmo tempo, o progresso na implementacao de novas estratégias de vacinagao trouxe
a possibilidade de desenvolver vacinas mais eficazes, seguras e de baixo custo.

Existe atualmente a necessidade urgente de desenvolver vacinas eficazes para
mais de 20 doengas incluindo AIDS, TB e Hepatite C (ALPAR, 2005). Com relagédo a TB, a
grande variabilidade da eficacia do BCG, o aparecimento de cepas multi-droga resistentes,
bem como a coinfeccdo TB-HIV, demonstram a necessidade de desenvolver uma vacina,
mais eficaz e segura, ou seja, que realmente previna o espalhamento da infecgédo, assim
como de novos recursos imunoterapéuticos para o combate ao grande nimero de individuos
infectados e & doenga propriamente dita (MARTIN, 2005; BRINTTON & PANDERIA, 2003).

Como ja mencionado anteriormente, a utilizacdo da proteina Hsp65 como vacina
anti-TB, vem sendo estudada por SILVA e colaboradores desde 1992. Esses autores
publicaram diversos trabalhos demonstrando a atividade profilatica e terapéutica da vacina
de DNA-hsp65 na TB murina experimental (BONATO et al, 1998; SILVA et al, 1999;
LOWRIE et al., 1999; LIMA et al., 2003; BONATO et al., 2004; SILVA et al., 2005). Dando
continuidade a esses estudos, foram implementadas novas estratégias vacinais visando a
diminuicdo da dose de DNA e o numero de imunizagbes para melhorar a eficacia e
seguranca dessa vacina. Com esse intuito nosso trabalho teve como objetivo otimizar a
vacina de DNA-Hsp65 administrada originalmente em quatro doses totalizando 400ug, para
a obtencdo de um esquema de imunizagdo com menor nimero de doses e conseqiiente
reducdo na quantidade de DNA, que ative o sistema imune de forma eficaz na protecao

contra a TB.
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Nesse sentido foram escolhidas duas formulagdes: microesferas e lipossomas,
visando um melhor direcionamneto do antigeno vacinal para as APCs, com diminuicdo da
dose de DNA bem como do nimero de imunizagdes. Além dessas, a estratégia de “prime-
boost” também foi estudada com o0s mesmos objetivos. Assim, o presente trabalho
demonstrou as propriedades imunogénicas e protetoras das diferentes estratégias vacinais
contendo DNA-Hsp65.

Uma das principais preocupagdes com relagao as vacinas de DNA é a etapa de
construcdo da mesma, uma vez que o0 gene alvo precisa ser expresso de forma correta, o
que faz necessaria a caracterizacdo da construcdo plasmideal de forma qualitativa apés a
sua producao. O parametro por nds avaliado para determinar a presenca do gene Hsp65 de
M. leprae na composigao vacinal foi analise de restricdo utilizando a enzima BamHI|. Como
resultado obtivemos que a digestdo do pVAX-Hsp65 produziu uma banda de 6,0 kb,
representando a linearizagcdo do vetor e do inserto da Hsp65, ambos com 3,0 kb. Com
relagdo a proteina recombinante Hsp65 expressa em Escherichia coli foi importante avaliar
se 0 processo de purificacdo foi eficaz para a retirada de possiveis contaminantes
provenientes desse sistema de expressdo. Para tal, foi feito gel de poliacrilamida
SDS/PAGE 10% para avaliar a pureza da proteina produzida. O resultado mostrou uma
banda unica cujo perfil eletroforético corresponde a proteina rHsp65 livre de contaminantes.
Esse dado é importante para determinar que a resposta desencadeada para a formulagao
composta pela rHsp65 nao teve nenhuma influéncia de outras proteinas do sistema de
expressao utilizado.

Avaliando ainda a ocorréncia de contaminantes, a presenca de endotoxinas
bacterianas como o LPS também foi analisado, devido ao fato do mesmo ser um produto de
bactérias gram negativas que é capaz de imunomodular APCs, promovendo a maturacgao,
aumento na expressdo de moléculas co-estumulatérias e liberacdo de citocinas que
direcionam a resposta imune para um perfil Th1 (HAWKINS et al., 2003). O resultado obtido
dos niveis de LPS em todas as formulacdes vacinais foi considerado aceitavel para testes

“in vivo” de acordo com a Farmacopéia Européia que preconiza que o limite de
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contaminagéo por endotoxina, para medicamentos administrados por via endovenosa, nao
ultrapasse 5 UE/Kg peso corpoéreo/hora. Assim, um camundongo com peso médio de 20g
pode receber até 0,1UE/animal/hora.

Verificamos também o tamanho das microesferas obtidas, uma vez que essa
caracteristica é fundamental para o potencial adjuvante das microesferas. Microesferas com
di@metro na faixa de 1 a 10 um s@o muito grandes para entrar nas células por endocitose
sendo entdo fagocitadas por células como macréfagos e células dendriticas. Deste modo, o
encapsulamento do antigeno em microesferas favorece o seu contato com as APCs. Ja as
particulas com didmetro maior que 10 um seriam responsaveis pela formagdo de um
deposito e liberacdo do antigeno por um periodo prolongado (CLELAND, 1995; O'HAGAN et
al, 1993). Além disso, a possibilidade de liberacdo dos antigenos dentro da célula poderia
favorecer a resposta do tipo Th1 uma vez que o antigeno é liberado no citosol e geralmente
processado e apresentado via MHC de classe |. Trabalhos publicados na literatura tém
explorado essa caracteristica das microesferas o que tem sido muito Util no desenvolvimento
de novas vacinas (WAECKERLE-MEN et al, 2005; CAl, 2005).

Outra caracteristica importante com relagao a polimeros usados como sistema de
liberacdo para vacinas é a sua composicdo, uma vez que dependendo do composto
utilizado, pode ocorrer o encapsulamento do antigeno de forma ineficiente, bem como
reduzir a liberagio do mesmo além de poder causar citotoxicidade ao organismo
(O'HAGAN, et al 2004). Nesse intuito, a escolha de um adjuvante que potencializasse a
acao das microesferas bem como o polimero foi importante para o nosso trabalho. O
polimero por nés utilizado foi o PLGA que é composto pela associagdo de poli-ésteres de
acido latico e glicédlico que formam um composto biodegradavel e biocompativel que é
degradado pela via do acido citrico sem produzir compostos téxicos ao organismo, além de
ser liberado para uso clinico na composigao de fios de sutura e de implantes (LEWIS, 1990).
Adicionalmente, ja foram descritos resultados promissores da sua utilizagdo como sistemas
de liberagdo de vacinas em modelo animal e testes clinicos em humanos (BANGA, 2005;

O'HAGAN, et al 2004). A escolha do adjuvante parte do principio de que para formar uma
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vacina de subunidade eficaz & necessario associar o antigeno a um adjuvantes com
propriedades imunoestimulatéria e a um carreador (revisto por O'HAGAN &VALIANTE
2003). O adjuvante por no6s escolhido para a microesfera de DNA-Hsp65 foi o dimicolato de
trealose (DMT), um componente da parede de micobactérias que ja foi utilizado pelo nosso
grupo na composicao das micoesferas de PLGA. Este composto mostrou ser potencializador
da resposta imune em camundongos BALB/c previamente vacinados com as microesferas e
posteriormente desafiados com linhagem virulenta de M. tuberculosis (LIMA et al, 2003). Os
dados apresentados sobre o controle de qualidade das diferentes formulagdes: Lipossomas
carregados com o DNA-Hsp65 na superficie; microesferas de DNA-Hsp65 de liberagcao
rapida juntamente com microesferas de rHsp65 de liberagao lenta administradas em uma
Unica dose; DNA-Hsp65 utilizado na estratégia de “prime-boost” e nas 4 doses de DNA,
demonstraram o0 sucesso da sua obtencdo e permitiu a sua utilizagdo nos modelos
propostos.

O proximo passo foi avaliar a resposta imune humoral desenvolvida nos
camundongos em resposta a essas formulagbes, uma vez que ela é importante para a
defesa do hospedeiro contra bactérias patogénicas. A avaliacdo da producao de anticorpos
especifcos contra Hsp65 € um importante indicador da transcricao correta do gene contido
na vacina de DNA assim como do tipo de resposta celular gerada (Th1/Th2). Isso, porque a
troca de isotipos de anticorpos esta diretamente relacionada com as citocinas produzidas
pelas células T auxiliares (ABBAS 2005). CRAFT & SWAIN em 1991 relataram que citocinas
de padrdo Th2 como IL-4 estao relacionadas com a produgao de anticorpos do isotipo IgG1,
enquanto que citocinas de padrdo Th1 como IFN-y, estdo relacionadas com a producao de
IgG2a. Os nossos resultados demonstram que as estratégias de microesfera e “prime-
boost”, foram capazes de produzir anticorpos especificos anti-Hsp65 (IgG1 e 1gG2a)
caracterizando um padrao misto de resposta. Esses resultados sdo compativeis com dados
do nosso grupo que mostraram o desenvolvimento de um padrao misto de resposta humoral
utilizando o plasmideo pcDNA3-Hsp65 nu ou incorporado em microesferas de PLGA (LIMA

et al, 2003). O mesmo foi observado utilizando a estratégia de “prime-boost” com
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microesferas PLGA contendo DNA-Hsp65 e rHsp65 (RUBERTI, 2004), estratégia similar a
proposta por esse trabalho. Demonstramos que mesmo com a reducdo da quantidade de
DNA utilizado nas formulagcbes de microesfera e “prime-boost” o0 mesmo perfil de resposta
foi observado para producao de anticorpos quando comparado com quatro doses de DNA-
Hsp65. No entanto, a quantidade de ambos tipos de anticorpos foi maior no grupo imunizado
com DNA nu e o grupo lipossoma nao apresentou diferenga significativa na produgéo
desses anticorpos quando comparado com o grupo nao imunizado e salina.

Devido ao fato da aplicagéo dessa formulagao ter sido realizada pela via intranasal, o
isotipo a ser analisado deveria ter sido o IgA como ja é descrito por diversos grupos
(ALMEIDA, et al, 1996, GREGORIADES et al 2002), pois em geral a administracao
sistémica de antigenos vacinais gera a produgao de anticorpos IgG. Em contraste, a
administracdo de antigenos pela via intranasal resulta em uma maior producdo de
anticorpos do isotipo IgA no sitio de aplicacdo e podem ser detectados nas fezes ou nas
placas de Peyer (HOMER L 2005). Nesse trabalho, avaliamos a produgao de anticorpos IgA
no soro dos animais, ndo sendo possivel detectar niveis significativos desse isotipo.

Ap6s avaliarmos a capacidade das formulagdes vacinais em desencadear uma
resposta imune humoral, o préximo passo foi verificar o efeito dessas estratégias na inducao
de protecao contra a infeccdo por M. tuberculosis. Nesse sentido o primeiro parametro por
nés observado foi o perfil de citocinas produzidas. Ambas as células TCD4+ e TCD8+ sdo
essenciais na imunidade protetora para a TB, uma vez que as citocinas produzidas por elas
estao envolvidas na resisténcia do hospedeiro a M. tuberculosis. Durante a infecgcao ocorre
a ativagao da resposta imune que resulta na producao de IL-12 e INF-y que desenpenham
papel importante no desenvolvimento de uma resposta protetora (FLYNN, 2004). As
principais estratégias desenvolvidas para a TB buscam estimular as células do sistema
imune a produzirem citocinas de perfil Th1 (MARTIN, 2005, FYNN & CHAN, 2001). Estudos
mostram que animais deficientes na producgao de IL-12 e IFN-y sdo susceptiveis a infecgdes
provocadas por micobactérias (COOPER et al, 1993; COOPER et al, 1997). Além do mais,

individuos que possuem mutacdes para genes do receptor de IL-12 e apresentam redugéo
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significativa na producdo de IFN-y sdo mais susceptiveis a infecgcdes provocadas pelo
Mycobacterium avium (Revisto por FLYNN & CHAN, 2001). Para infeccbes com
M.tuberculosis, estudos relatam que a administragéo de vacina de DNA contendo o gene da
IL-12 pode reduzir significativamente o nimero de bactérias em camundongos com a
infeccdo cronica. Em fungéo disso, acredita-se que a presenca de células T efetoras e de
memoéria produtoras de IFN-y possa definir o direcionamento da resposta imune do
hospedeiro diante de uma situacao de infeccdo com M. tuberculosis (FLYNN et al., 1995).
Resultados obtidos pelo nosso grupo mostraram que a vacina DNA-Hsp65 é capaz de
induzir uma resposta imune protetora com aumento na produgdo de IL-12 e IFN-y em
camundongos imunizados e posteriormente desafiados, desenvolvendo um padrdo de
resposta favoravel para a protecao contra a TB (Revisto por SILVA, 1999).

As citocinas caracteristicas de padrao Th2 também foram analisadas, uma vez que
foi descrito recentemente que uma resposta Th1 exacerbada por si s6 ndo esta diretamente
relacionada com uma melhor protegdo para TB, uma vez que camundongos imunizados
com BCG expressando IL-18 que atua como agonista da IL-12 induzindo a producao de
IFN-y, ndo aumentou a eficacia de protecdao para a vacina. Além do mais, a produgéao
exacerbada de TNF-a que é reconhecida como protetora na TB, pode causar lesao tecidual,
quando acontece a producdo concomitante de IL-4 (ROOCK, 2005). O papel da IL-10 na
infeccao por M. tuberculosis continua controverso, enquanto alguns autores mostram que
camundongos IL-10” ndo respondem melhor & infeccdo (JUNQUEIRA-KIPNIS et al, 2005;
NORTH, 1998; JUNG et al., 2003), outros indicam o contrario (MURRAY & YOUNG, 1999).
IL-10 regula negativamente a ativacao de linfécitos e macrofagos. Além disso, a maior parte
dos trabalhos mostra que a IL-10 inibe a proliferacdo de células T, a producao de IL-12 e
IFN-y, diminui a expressao de moléculas coestimulatérias e a expressao de MHC classe | e
Il na superficie de APCs (TURNER et al., 2002; ROJAS et al., 1999 e FIORENTINO et
al.,1991). Nesse sentido, o desenvolvimento de vacinas contra a TB deve se basear na

escolha de antigenos, bem como estratégias vacinais que estimulem a resposta Th1 e
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fatores proinflamatérios regulados de forma adequada, além de inibir a producdo de
citocinas de perfil Th2. Além disso, é importante 0 monitoramento da eficicia vacinal através
de ensaios que permitam a avaliacdo desses padrdes de resposta (REED et al., 2003).

Formulagbes como lipossomas e microesferas sao descritas como potenciais
ativadores da resposta imune de perfil Th1, uma vez que protegem o antigeno vacinal contra
a acao de endonucleases, aumentando ou prolongando a expressao do antigeno, além de
direcionarem o antigeno para as APCs aumentando a transfeccdo das mesmas e
promovendo a ativacao de linfécitos TCD4+ e TCD8+ (CAl, 2005, ALPAR, ef al 2005).

Outra estratégia descrita como eficaz em gerar uma resposta protetora para TB é o
“prime-boost” ou imunizagdo heteréloga, que aumenta a imunogenicidade das células T
induzidas pelo BCG (McSHANE & HILL, 2005). Deste modo a utilizagdo dessas estratégias
para otimizacdo da vacina de DNA-Hsp65 poderia favorecer a indugdo de uma resposta
imune protetora para TB. Para tal verificamos a producado de citocinas tanto Th1 (IL-12 e
IFN-y) como Th2 (IL-4 e IL-10). Os resultados obtidos mostraram um aumento significativo
das citocinas IL-10, IL-12 e IFN-y no grupo infectado em relagdo ao grupo nao infectado,
como ja era esperado uma vez que a propria infeccao é capaz de induzir a producdo dessas
citocinas (FLYNN, 2004). Mais importante foi observar que a producdo de IFN-y foi
signifcativamente superior nos animais imunizados com as diferentes estratégias quando
comparado ao grupo infectado, indicando que as estratégias propostas por esse trabalho
sao promissoras para o desenvolvimento de uma nova formulacao a ser empregada como
vacina anti-TB. Além disso, utilizando o método de ELSPOT, uma forma mais adequada
para determinar a producdo de citocinas, um padrdo similar de reposta foi observado na
producdo de IFN-y, mas nesse caso o numero de células produtoras de IFN-y foi
significativamente maior no grupo lipossoma e “prime-boost” em relacdo ao controle que
recebeu BCG. Esses resultados corroboram com trabalhos do nosso grupo que

demonstraram que tratamento com DNA-Hsp65 é capaz de induzir um aumento do nimero
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de células T produtoras de IFN-y, associadas com a protecdo para TB (BONATO, te al,
1998).

Considerando que estas estratégias possibilitam a reducdo da dose de DNA
administrado, nos permite levantar a hipétese de que as mesmas melhoram o
direcionamento do DNA as células fagociticas. Esses resultados nos deixam animados para
o uso clinico da vacina de DNA-Hsp65 utilizando essas estratégias, uma vez que uma das
criticas para o uso de vacinas de DNA em animais de grande porte e humanos é a baixa
eficiéncia de indugao de uma resposta imune protetora. Nossos resultados mostram que por
meio do emprego dessas formulagdes, é possivel promover uma resposta Th1 expressiva,
mesmo com a redugao de pelo menos 4 vezes a quantidade de DNA empregada (BABIUK,
et al ,2003).

Com relagao as citocinas de padrdao Th2, os resultados obtidos demonstraram que
nos animais que foram imunizados com as diferentes estratégias vacinais, os niveis de IL-10
diminuiram significativamente quando foram comparados com o grupo infectado. Com
relacdo a IL-4 nao foi observada diferenca significativa entre os grupos analisados em
comparagdo com o grupo controle, confirmando assim, que as estratégias vacinais por nés
utilizadas foram eficientes em desencadear uma resposta com perfil Th1 além de controlar a
producao de citocinas de perfil Th2 o que atualmente é considerado importante para a
eliminacdo do bacilo e para a preservacao da arquitetura pulmonar (Revisto por DHEDA et
al., 2005 e ROOK et al., 2005).

O desenvolvimento desse perfil de resposta, com diminuicdo de IL-10 e IL-4, somada
com o aumento de IFN-y melhorou a resposta contra o bacilo, uma vez que os grupos
lipossoma, microesfera, DNA-Hsp65, “prime-boost” tiveram reducgao significativa de UFC
quando comparada com o grupo infectado. Mesmo o grupo BCG que nao produziu altos
niveis de IFN-y como demais grupos, obteve uma reducdo de UFC ainda maior. Essa
resposta corrobora com dados da literatura que demonstram que BCG induz protecéao

substancial em camundongos desafiados com M.tuberculosis (BRANDT et al, 2002).
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Os ensaios de protegdo, analisados pela contagem do numero de bacilos
recuperados do pulmao, fornecem dados importantes para vacinas candidatas para a TB.
Entretanto a analise histolégica do pulmao tem se tornado cada vez mais necessaria, uma
vez que a resposta Th1 com producéo de altos niveis de IFN-y e principalmente TNF-a e
TGF-B pode promover necrose pulmonar na presenca de IL-4 (DHEDA et al, 2005).
Contudo, a producédo de citocinas proinflamatérias, juntamente com a reducdo da carga
bacilar nem sempre reflete uma maior preservacao do parénquima pulmonar. Trabalhos
relataram que o uso de vacinas de DNA codificando a proteina Hsp60 e o Ag85A de
Mycobacterium tuberculosis em camundongos desafiados via aerosol, ndo conferem
protecdo para TB, além de induzir o aparecimento de necrose e injuria pulmonar (Revisado
por ORME, 2006). Nesse sentido, a avaliacdo histologica juntamente com analise
morfométrica do pulmao dos animais sdo imprescindiveis para determinar a real eficacia das
estratégias empregadas.

Como ja era previsto pelo perfil misto de anticorpos bem como citocinas de padrao
Th1 e pela reducdo do UFC, o parénquima pulmonar nos grupos que receberam as
diferentes estratégias vacinais, apresentaram reducéo significativa da area inflamada, em
relacdo ao grupo infectado. Além disso, esse processo inflamatério foi mais focalizado, com
maior preservagao do tecido pulmonar, sendo que o grupo dos animais imunizados com
DNA-Hsp65 veiculado em lipossomas o processo inflamatério foi mais restrito.

Adicionalmente, outro par&metro utilizado foi a andlise morfométrica, que é uma
melhor forma de avaliar o parénquima pulmonar quanto ao infiltrado inflamatério de forma
quantitativa. Os resultados obtidos demonstram que a area afetada pela infecgdo dos
animais que foram imunizados com as diferentes estratégias teve reducdo em 2 vezes o
infiltrado inflamatério comparado com o grupo infectado. O resultado do grupo BCG
confirmou os obtidos na determinacdo das UFC, apresentando menor area de infiltrado
inflamatoério em relagcdo aos outros grupos analisados. Esses dados confirmam a analise
histologica do tecido pulmonar, demonstrando que as formulagdes vacinais microesfera e

lipossoma, bem como a estratégia de “prime-boost”, foram eficazes para desencadear uma
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resposta imune com perfil Th1 essencial na protegdo contra TB, com reducdo da carga
bacilar, conferindo uma maior preservagao do parénquima pulmonar.

Os resultados obtidos com esse trabalho sao promissores, uma vez que uma vacina
para TB se faz necessaria diante do quadro em que se encontra a populacdo mundial
perante essa moléstia. Varias vacinas estao sendo testadas por grupos de todo o mundo.
Essas vacinas baseiam-principalmente no BCG recombinate e vacinas de subunidade. Entre
as varias cepas de BCG recombinante, candidatas a novas vacinas, encontra-se rBCG30,
que expressa o antigeno 85B (Ag85B) de M. tuberculosis, BCG RD1, uma cepa de BCG na
qual foram inseridos genes do complexo RD1 de M. tuberculosis e BCGAure-Hly, que
codifica o gene da listeriolisina de L. monocytogene. Essas vacinas estdo sendo avaliadas
em ensaios clinicos de fase | (KAUFMANN, 2006). No entanto, por se tratarem de vacinas
atenuadas, oferecem alguns riscos, como reversao de viruléncia ou possivel inducéo de
patologia em situagdes de imunossupressao (ALPAR et al, 2005).

Entre as vacinas de subunidades candidatas, destacam-se Mtb72 em AS02A
(adjuvante contendo monofosforil lipidio A), Ag85B-ESAT-6 em IC31 (adjuvante contendo
oligodeoxynucleotideo e aminoacidos policatiénicos) que demostraram eficiéncia na redugao
das UFCs em modelos experimentais quando comparadas com o grupo BCG e também
estdo em fase clinica | de avaliagdo. A desvantagem desse tipo de vacina é o uso de
adjuvantes ainda néo liberados para uso em humanos (KAUFMANN, 2006).

Da mesma forma, no nosso trabalho observamos uma redugdo no nimero de UFCs
e uma maior preservacgao do parénquima pulmonar quando os animais foram vacinados com
as diferentes estratégias de imunizacdo. Além disso, nés utilizamos uma vacina de DNA
veiculada em sistemas de liberacao ja utilizados em humanos, bem como a estratégia de
“prime-boost” como estratégia de otimizacdo da vacina BCG. Todas estas formulacbes e
estratégias vacinais demonstraram eficacia na ativacdo da resposta imune contra a TB.
Além disso, considerando que resultados recentes do nosso laboratério mostraram que a
vacina DNA-Hsp65 ndo induz efeitos autoimunes em camundongos BALB/c (Soares,

dissertacdo de mestrado), e pelo contrario melhora o quadro de diabetes e artrite
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reumatdide em modelos experimentais (Santos-Junior et al., 2006 e artigo submetido),
permitem afastar a hipétese de imunopatologia desencadeada pela vacinacdo com DNA-
Hsp65 e outras vacinas de DNA (Revisto por Lowrie, 2006) como sugerido anteriormente
(Revisto por Orme 2006). Em adicéo, resultados de ensaio clinico de fase | em pacientes
portadores de cancer de cabeca e pescoco realizado pelo nosso grupo em colaboragdo com
pesquisadores do INCOR e Hospital das Clinicas da USP de Sao Paulo, mostraram que
essa vacina nao provoca efeitos téxicos quando administrada “in situ” (Michaluart et al.,
artigo em redagéo).

Sendo assim, pode-se sugerir com nosso trabalho que utilizando novas estratégias
vacinais, é possivel otimizar a vacina de DNA-Hsp65 com reducdo da dose de DNA, e do
nimero de imunizagdes. Essas estratégias ndo interferem nas caracteristicas da vacina
original que utilizando quatro doses de DNA (400ug), é capaz de induzir um perfil de
resposta Th1, reduzir a carga bacilar, bem como o dano tecidual causado pela infeccéo.
Esse mesmo perfil de resposta foi observado para as formulagdes lipossoma e microesfera,
possivelmente devido ao fato dessas duas formulagdes promoverem uma maior expressao
do antigeno vacinal, protegdo do DNA, bem como maior transfecgdo das APCs. Resultado
idéntico foi observado para a estratégia de “prime-boost”, que também nao alterou o padrao
de resposta do DNA mesmo em menores quantidades, provavelmente devido ao fato de
induzir um aumento na resposta de células T de memoria com a utilizagdo do DNA-Hsp65
como “boost” para o BCG.

Diante do expsosto, a formulacdo empregando lipossomas parece ser a mais
promissora das estratégias por utilizar menor quantidade de DNA, seus componentes serem
de facil acesso e ja estarem liberados para uso em humanos e devido ao fato dos nossos
resultados mostrarem maior preservacdo do pénquima pulmonar. No entanto, ja que a
formulagdo baseada na utilizagdo de microesferas utiliza estruturas que liberam o antigeno
por um periodo mais prolongado que os lipossomas, deve se considerar a possibilidade que
delas ativarem uma resposta imune mais duradoura. Nesse sentido, sera interesante a

avaliacao dos parametros aqui analisados por um tempo maior que 30 dias.
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Os resultados aqui obtidos abrem novas perspectivas para o estudo dessas
formulagdes na vacinagao contra a TB em modelos experimentais que sejam mais proximos
do curso natural da doenga em humanos, como cobaias e primatas ndo humanos, bem
como avaliar essas formulacées no esquema de terapia contra TB. Isso é completamente
viavel uma vez que os lipossomas e as microesferas ja sdo liberados para uso em humanos,
e sdo os principais sistemas de liberacao utilizados para melhorar a eficacia das vacinas de

DNA.
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7- CONCUSOES

1- Os resultados da utilizagao dos sitemas de liberagao controlada e a estratégia de “prime-
boost”, para a otimizacdo da vacina de DNA-Hsp65, indicaram que todos foram eficazes na
inducdo de uma resposta imune protetora para TB.

2- Os sistemas de liberacao controlada lipossomas e microesferas mostraram-se como os
mais promissores na otimizacao da vacina DNA-Hsp65 para uso em humanos.

3- O fato de que todas as estratégias empregaram uma menor concentracao de DNA em
relacdo ao DNA nu, assim como a dimunuicdo do nimero de imunizacoées, a hipbtese

proposta pelo nosso trabalho foi confirmada.
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