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1. INTRODUCAO



Introdugao

1.1 — Tuberculose

Mais de 100 anos se passaram ap0s a descoberta por Koch (1882) do agente causador
da tuberculose (TB), o Mycobacterium tuberculosis. Esse tinico microorganismo continua
sendo um dos maiores causadores de morte no mundo. No passado a TB foi disseminada
pelos fluxos migratérios e em decorréncia das guerras. Apds a introducdo da vacina contra TB
[Bacilo de Calmette-Guérin (BCG)] e da descoberta de farmacos para o tratamento da
tuberculose, a disseminacdo da doenga pdde ser melhor controlada. Entretanto, apesar desses
grandes avangos, a TB permanece como um dos principais desafios a satide ptiblica em todo o
mundo, principalmente nos paises em desenvolvimento. Nos tempos atuais, atingiu 10
milhdes de novos casos e 3 milhdes de mortes por ano, sendo 18,5% de todas as mortes em
adultos entre 15-59 anos - a fase mais produtiva da populagdo mundial. Segundo a
Organizagdo Mundial da Saide (OMS, 2004), cerca de 32% da populagdo mundial estd
infectada pelo M. tuberculosis. Na década passada, 1990-1999, em torno de 300 milhdes de
pessoas foram infectadas surgindo 90 milhdes de novos casos da doenga dentre os quais 30
milhdes evoluiram a ébito. Muito mais pessoas morreram de TB em 1996 do que em qualquer
ano da histéria (DYE et al, 1999).

A re-emergéncia da tuberculose pode ser atribuida a fatores como: (I) o declinio nas
condicdes de vida de parcela considerdavel da populacdo mundial; (IT) o declinio dos recursos
destinados as agdes de controle da doenga nos paises em desenvolvimento; (III) problemas
gerais de ordem politica e organizacional, enfrentados pelos sistemas publicos de satide em
todo o mundo; (IV) o crescimento dos fluxos migratdrios; (V) epidemia de AIDS; (VI) os
problemas ligados a dificuldade de adesdo de parcela dos pacientes aos esquemas terapéuticos
que, embora atualmente encurtados, ainda exigem um tempo relativamente longo e com
efeitos adversos considerdveis; e (VII) o surgimento de cepas de micobactérias resistentes a
um ou mais farmacos utilizados na quimioterapia da doenca (BLOOM & MURRAY, 1992;
BRUDNEY & DOBKIN, 1991; RIEDER, 1995).

Visto que os programas e estratégias de controle da TB ndo estdo sendo efetivos, a
descoberta de novos farmacos e a otimizagdo de esquemas preventivos e terapéuticos é
imprescindivel. Além disso, a variabilidade na protecio conferida pela vacina de uso corrente,
a BCG, justifica o desenvolvimento e introducdo de novas vacinas profildticas e terap€uticas

para o combate a TB.
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1.2 — Resposta Imune na tuberculose

M. tuberculosis, o agente etioldgico da TB, é um patégeno intracelular aerébico
obrigatério e apresenta uma parede celular rica em 4cidos graxos de cadeia longa e
glicolipideos entre outros componentes. Esta estrutura contribui para a sua sobrevivéncia
dentro da célula do hospedeiro, normalmente o macréfago alveolar ou células dendriticas
residentes no pulmdo (GONZALEZ-JUARRERO & ORME, 2001). Esse patégeno tem
crescimento lento e por esse motivo o diagndstico microbioldgico da doenca também é
demorado. Além disso, a natureza cronica da infecg@o justifica a necessidade de tratamento
quimioterapico de longa duracio (Revisto por KAUFMANN, 2001).

A transmissdo de M. tuberculosis acontece pela via respiratoria e, embora possa
ocorrer em outras partes do corpo humano (ossos, rins, pleura, ginglios, intestino, cérebro,
etc), a tuberculose pulmonar é a forma mais comum da doenca (FLYNN & CHAN, 2001a). A
infecgc@o por M. tuberculosis normalmente se inicia na superficie da mucosa pulmonar quando
os bacilos inalados encontram os macréfagos alveolares. Os bacilos estdo presentes em
goticulas liberadas por individuos com a doenca ativa durante a tosse. O estabelecimento da
infeccdo depende de vdrios fatores como o nimero e a viruléncia dos bacilos inalados, a
duracdo da exposi¢do ao bacilo, além da condi¢do imunoldgica e de caracteristicas genéticas
do individuo exposto (DANNENBERG, 1989). A resposta imune desencadeada apds o
contato com esse patdgeno € eficiente em impedir a infec¢cdo de modo que menos de 10% dos
individuos que entram em contato com o bacilo desenvolvem a tuberculose priméria ou
doenca ativa e podem transmitir a doenga para outros individuos (YOUNG & STEWART,
2002; WHO, 2004). Ja outra parcela dos individuos infectados permanece assintomatica e nao
transmite a infec¢do, isso porque apesar do controle da infec¢c@o os bacilos ndo sdo eliminados
(Revisto por PARRISH et al, 1998). Os individuos assintomaticos ou portadores da
tuberculose latente podem permanecer por um longo periodo de tempo nessa condi¢do ou até
a vida toda. Entretanto, se o sistema imune se torna imunossuprimido como, por exemplo,
apés a infeccdo por HIV, apdés o uso prolongado de corticosterdides, durante o
envelhecimento ou o abuso de drogas e do dlcool, a doenca pode ser reativada (FLYNN &
CHAN, 2001b).

A resposta imune desencadeada na tuberculose € bastante complexa e envolve muitos
componentes do sistema imune que, paradoxalmente, podem atuar tanto na protecdo quanto
na imunopatologia da doenga. Assim, a compreensdo dos mecanismos envolvidos na resposta
imune protetora ou patolégica € essencial para o desenvolvimento racional de vacinas

profilaticas e/ou terapéuticas contra a TB. Além disso, esse entendimento € importante para a
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escolha de marcadores imunolégicos que possam ser correlacionados & protecdo contra a

doenca, servindo como uma ferramenta na escolha de novos candidatos a vacinas.

1.2.1- Resposta imune inata

O estabelecimento ou eliminagdo da infec¢do por M. tuberculosis depende da
interacdo inicial do bacilo com a célula hospedeira, usualmente o macrofago alveolar. Essa
interacdo inicial desencadeia a liberagdo de uma cascata de moléculas inflamatdrias, incluindo
citocinas e quimiocinas, que além de participarem no recrutamento celular também terdo
papel fundamental no estabelecimento da resposta imune contra o bacilo da TB. Os
macréfagos sdo células capazes de reconhecer, fagocitar e, ainda, eliminar os patégenos com
os quais entram em contato (SCHLESINGER, 1993). A etapa de reconhecimento do patégeno
¢ mediada pela intera¢do do bacilo com moléculas que reconhecem estruturas conservadas
entre os microorganismos, conhecidas como padrdes moleculares associados aos patdgenos
(PAMPs). Os receptores para o sistema complemento (CR1, CR2, CR3 e CR4) e os receptores
de manose (RM) entre outras moléculas como os receptores “toll-like” (TLR), expressos na
superficie celular, desempenham importante papel na etapa que precede a fagocitose, o
reconhecimento (KANG & SCHLESINGER, 1998; HIRSCH et al, 1994; SCHLESINGER,
1996; UNDERHILL et al, 1999). Apés a fagocitose e entrada do bacilo na célula hospedeira,
0s mecanismos microbicidas serdo desencadeados por meio (1) da liberacdo de enzimas
lisossomais durante a fusdo do fagossoma ao lisossoma, (2) da geracdo de intermediarios
reativos do oxigénio (ROIs) téxicos para os bacilos, (3) da produgcdo de reativos
intermediarios do nitrogénio (RNIs) (CHAN & FLYNN, 1999), (4) pela producido de
citocinas como IFN-y e TNF-a (DENNIS, 1991) ou (5) pela apoptose da célula infectada
(ADAMS & HAMILTON, 1992). Os ROIs desempenham importante funcdo no controle da
infeccdo na sua fase inicial (WALKER & LOWRIE, 1981) e o seu aparecimento precede os
mecanismos microbicidas desencadeados pela producdo de 6xido nitrico (NO) e acidificacio
do fagossoma no macréfago ativado. J4 o papel dos RNIs é controverso. Alguns autores
(CHAN et al,1995) demonstraram que eles t€ém importante fung¢fo no controle da infec¢do por
M. tuberculosis em camundongos, enquanto outros estudos sugerem que possam exacerbar a
infeccdo (GARNES et al, 1999). IFN-y e TNF-o agem de forma sinérgica e o seu principal
efeito € a indugdo da producdo de RNIs (DING er al, 1988) e a expressdo de quimiocinas,
bem como de seus receptores. Um outro mecanismo microbicida potencial envolvido na
defesa do macréfago contra o M. tuberculosis é a apoptose ou morte programada da célula

infectada. Alguns trabalhos mostram que a infec¢do, geralmente, promove apoptose do
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macrdfago infectado e, em alguns casos, também acontece a diminui¢do da viabilidade da
micobactéria (ODDO ef al, 1998; FARBAIRN, 2004). Além disso, trabalhos mais recentes
mostram que por meio da apoptose células T CD8 podem ser estimuladas por apresentagio
cruzada (SCHAIBLE et al, 2003). A ativacdo desse tipo celular é importante tanto para a
eliminagdo de células infectadas quanto do préprio bacilo, o papel dessas células serd
discutido mais adiante. Entretanto, o efeito na viabilidade de M. tuberculosis mediado pela
apoptose de macréfagos via Fas-L. ou TNF-a em camundongos ainda é controverso; alguns
estudos mostram que hd uma redu¢do no nimero de bactérias apds a apoptose da célula
infectada (CONDOS et al, 1997) e outros indicam que esse mecanismo tem pouco efeito
antimicobacteriano (TAN et al, 1997). Por outro lado, existem trabalhos que sugerem que a
infec¢do previne a apoptose e aumenta a viabilidade celular (KREMER et al, 1997).

Além de macréfagos, outras células, como os neutréfilos e células NK também
desempenham importante papel na resposta imune contra o M. tuberculosis. Os neutréfilos
sdo as primeiras células recrutadas para o sitio de replicacdo do bacilo. Em seguida, migram
as células NK e as células da imunidade adaptativa. Alguns trabalhos mostraram que a
capacidade de fagocitose de neutrdéfilos € aumentada na presenca de GM-CSF e que
neutr6filos humanos dispdem de mecanismos microbicidas, ausentes em macréfagos, como as
defensinas, capazes de eliminar os bacilos (FLEISCHMANN et al, 1986; MAJEED et al,
1998; OGATA et al, 1992). As células NK parecem atuar diretamente na lise dos bacilos e de
células infectadas (Esin et al, 1996), ou indiretamente por meio da producdo de citocinas
capazes de ativar macréfagos (BERMUDEZ & YOUNG, 1991; MOLLOY et al, 1993).
Alguns estudos t€m correlacionado a reducdo no nimero dessas células com a infec¢do por
bacilos resistentes a multiplas drogas (MDR) (RATCLIFFE et al, 1994).

Entretanto, os bacilos sdo altamente adaptados ao homem e ao infectd-lo sdo capazes
de escapar dos mecanismos iniciais de defesa desencadeados pelo hospedeiro. Algumas
dessas estratégias de escape estdo relacionadas ao metabolismo oxidativo. A interagdo
preferencial via receptores como o CR3, por exemplo, impede o “burst” oxidativo,
diminuindo a producdo de ROIs e evitando a a¢do téxica dos mesmos sob o M. tuberculosis
(WRIGHT et al, 1983). Além disso, enzimas como a catalase e superdxido dismutase
produzidas pelas micobactérias sdo capazes de degradar espécies reativas do oxigénio (COLE
et al, 1998; ROBERTS & HIRST, 1996). O bacilo da tuberculose também é capaz de
sobreviver no interior de macréfagos evitando o seu processamento no fagolisossoma por
impedir a formacdo do mesmo (Revisto por RUSSEL, 1995; TURNER & DOCKREL, 1996).

Assim, alguns dos mecanismos de escape sdo atribuidos, ha décadas, a interacdo preferencial
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do bacilo com alguns dos receptores em macréfagos (ARMSTRONG & HART, 1975) e a
presenga de determinados glicolipidios da superficie micobacteriana, como o dimicolato de
trealose (DMT) (CLEMENS & HORWITZ, 1995). Outra forma de inibir a fusao do
fagossoma ao lisossoma € a producdo de amoénia pelo patégeno (GORDON et al, 1980).
Componentes da parede celular do bacilo, como a lipoarabinomanana (LAM), o glicolipideo
fendlico (PGL-I) e as proteinas de estresse, como a Hsp65, também atuam na desativag¢do dos
macrdfagos. LAM e PGL-I, além de inibirem a acdo dos ROIs (CHAN et al, 1991), diminuem
a producio de citocinas inflamatdrias (SILVA et al, 1993) e induzem a liberacdo de citocinas
como o TGF-§ e IL-10 (BERMUDEZ, 1993), que podem atuar como supressores da resposta
imune. Além disso, os bacilos submetidos as condi¢cdes variadas de estresse no interior dos
macrdfagos, como sua prépria entrada na célula do hospedeiro, liberam altas concentragdes de
Hsp65 e podem induzir a liberagdo de TNF-a e de TGF-f; aumentar a transcri¢io de RNAm
para as citocinas IL-1, IL-10 e TNF-o; diminuir a transcrigdo de RNAm para a enzima sintase

induzivel do 6xido nitrico (iNOS) e, conseqiientemente, a sintese de RNIs como 6xido nitrico

(NO) (LIMA, 1996).

1.2.2 - Resposta imune adaptativa

Além de participar dos eventos iniciais da resposta contra a micobactéria, os
macrdfagos também participam, juntamente com outras células apresentadoras de antigenos
(células dendriticas), da resposta imune adaptativa ou especifica. Evidéncias recentes sugerem
que a expressdo do receptor de quimiocina CCR2 € necessaria durante o recrutamento de
macrdfagos e células dendriticas da periferia para os pulmdes (PETERS et al, 2004). Essas
células processam e apresentam antigenos resultantes da degradacdo do bacilo fagocitado para
os linfécitos (TAN et al, 1997). A expressdo dos receptores CCR7 (BHATT et al, 2004) e
CCRS5 (ALGOOD & FLYNN, 2004) por sua vez permitem que as células dendriticas que
carregam os antigenos micobacterianos migrem do pulmao para os linfonodos drenantes onde
¢ iniciada a resposta imune especifica. A apresentagdo desses antigenos para os linfécitos T
desencadeia uma série de eventos (proliferacéo, diferenciacéo e ativacdo celular) que levardo
ao estabelecimento da resposta imune especifica. Esta resposta é muito importante para
limitar o crescimento e eliminar o bacilo.

A resisténcia contra TB é dependente, predominantemente, da imunidade especifica
mediada por células. Por se tratar de um patdgeno intracelular a resposta imune humoral tem
um papel secundario no controle dessa infec¢@o. Assim, os mecanismos efetores de células T

mais do que anticorpos sdo requeridos para controlar ou eliminar a bactéria. A importancia de
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células T foi ilustrada por Doherty e Sher (1997), quando mostraram aumento da
susceptibilidade a infeccdo por M. avium, em animais desprovidos de células T maduras
(camundongos nude). Além disso, animais deficientes tanto na resposta de células T quanto
na producdo de anticorpos (camundongos SCID) também se mostraram mais susceptiveis a
infecgcdo. A importancia de linfécitos T CD4 na imunidade contra TB humana foi evidenciada
em pacientes infectados por HIV, onde a deple¢do dessas células foi correlacionada com a
maior susceptibilidade a essa doenga (LAI et al, 1997). Sua importancia na resposta protetora
estd relacionada ao desenvolvimento da resposta de perfil Thl, ou seja, desenvolvida num
microambiente em que prevalecem as citocinas como IFN-y, IL-12, IL-2 e TNF-a. O IFN-y ¢
de fundamental importincia na resposta contra M. tuberculosis e é produzido por células T
CD4, T CDS8, NK e pelo préprio macréfago infectado (FENTON et al, 1997). Pacientes que
apresentam deficiéncias nos receptores para o IFN-y [Js@o mais susceptiveis as infecgdes
micobacterianas (JOUANGUY et al, 1997). Um dos principais papéis atribuidos ao IFN-y (e
outras citocinas do padrdo Thl na resposta do hospedeiro contra TB consiste na ativacio e
recrutamento de macréfagos. Varios pesquisadores mostraram que o IFN-y é uma das
principais citocinas associadas a resposta protetora durante a infeccdo por micobactérias
(COOPER, 1993; FLYNN, 1993; YANG & MITSUYAMA, 1997). Os macréfagos ativados
por essa citocina sdo capazes de controlar a infec¢do micobacteriana (BONECINI-ALMEIDA
et al, 1998; SATO et al, 1998). Além disso, Zhang e colaboradores (1994) mostraram que a
secrecdo de IL-12 por macrofagos pleurais humanos € também importante. Essa citocina
induz a ativacdo de células NK, estimulando-as a produzirem IFN-y (D’ ANDREA et al,
1992) ou aumentando sua capacidade citotdxica direta sobre células infectadas e, além disso,
estimulando a diferenciagdo de linfécitos T CD4 para o padrio Thl (Revisto por
TRINCHIERI, 1997). Dessa forma, células T CD4 produtoras de IFN-y seriam capazes de
ativar macréfagos que, conseqiientemente, atuariam na destrui¢do dos bacilos ou, pelo menos
na inibicdo da multiplicag@o de bactérias remanescentes. Além das células CD4 e macréfagos,
um importante papel na resposta protetora contra TB também tem sido atribuido as células T
CD8 citotoxicas. A maioria dessas células medeia a lise de células infectadas por meio da
formacdo de poros por perforina e pela acdo das moléculas efetoras, granulisinas e granzimas
(Revisto por SILVA et al, 2001). Tem sido descrito ainda, que células T CD8 de
camundongos infectados produzem IFN-y [lem resposta ao reconhecimento de antigenos de
M. tuberculosis apresentados por células dendriticas ou macréfagos (SERBINA & FLYNN,
1999). Além disso, a cultura de linfécitos provenientes de pulmdo de animais infectados na

7z

presenca de células dendriticas também infectadas é capaz de gerar células T CD8 que
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reconhecem e lisam macréfagos infectados por M. tuberculosis (SERBINA et al, 2000).
Células T CD8 de individuos reativos para o teste de hipersensibilidade cutinea ao PPD
podem ser expandidas in vitro pela cultura com macréfagos infectados por M. tuberculosis ou
BCG (SMITH et al, 1999). Ou seja, estas células sdo capazes de proliferar em resposta a
bactéria viva ou a antigenos micobacterianos, exercer sua fungdo citotdxica e também
produzir IFN-y. Esses dados mostram que células T CDS, restritas ao reconhecimento de
antigenos associados as moléculas de classe I do complexo principal de histocompatibilidade
(MHC), também participam do controle da TB (Revisto por SILVA et al, 2001).

Além de células T que expressam os receptores oy (CD4 ou CD8), existem aquelas
que expressam os receptores Y0. Estas tltimas compreendem cerca de 1-5% dos linf6citos T
circulantes do sangue. Funcionalmente, se assemelham as células T af3, secretam diferentes
citocinas como TNF-oo e IFN-y e podem exercer atividade citotéxica contra macréfagos
infectados reduzindo a viabilidade de bacilos extra ou intracelulares e por isso t€m sido
associadas a imunidade protetora (BOOM, 1999; DIELI et al, 2001; THOMA-USZYNSKI et
al, 2000; TSUKAGUCHI et al, 1995). Embora alguns trabalhos tenham mostrado que ha
aumento na populagdo de células T ¥d em pacientes com TB (ITO et al, 1992; UETA et al,
1994), outros grupos mostraram que nao ha variagc@o nessa populagdo celular (BARNES et al,
1992; LI et al, 1996; TAZI et al, 1992).

As células T com especificidade para glicolipideos apresentados por moléculas CD1
também parecem ter func@o na tuberculose humana. O grupo CD1 normalmente apresenta
glicolipideos que sdo abundantes na parede micobacteriana, como fosfatidil inositol,
manosideos, lipoarabinomanana e 4cidos mic6licos. As moléculas CD1a, CD1b e CDlc sdo
encontradas em primatas, cobaias mas ndo em camundongos e, geralmente, as células T que
reconhecem esses lipideos apresentados via CD1 produzem IFN-y e também podem exercer
atividade citotoxica (Revisto por KAUFMANN, 2001).

Os bacilos da TB, que persistem no hospedeiro, normalmente permanecem dentro dos
macrdfagos, que se localizam em uma estrutura celular complexa conhecida como granuloma.
Os granulomas se formam durante a reacdo inflamatdria cronica (BEAN et al, 1999; NAU et
al, 1997), e sdo capazes de limitar o crescimento da micobactéria e prevenir a disseminacao
da infec¢do para outros Orgdos. Esta estrutura consiste num aglomerado de macréfagos
rodeados por linfécitos e fibroblastos. Apesar de ndo serem consideradas importantes na
defesa contra a TB, as células B, presentes em grande niimero no granuloma humano ou de
camundongos, contribuem para a patologia e formacdo dos granulomas por meio da liberacao

de citocinas e quimiocinas. Os macrofagos infectados por micobactérias liberam citocinas
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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
produgdo de IFN-y JOUANGUY et al, 1996) e TNF-o. (FLYNN et al, 1995). O granuloma é
uma estrutura dindmica onde macréfagos e linfocitos morrem e sdo repostos por novas células
constantemente.

Em 2003, Algood e colaboradores propuseram um modelo para a formagdo e
manutencdo do granuloma no pulmao de um individuo infectado onde o TNF-o e quimiocinas
desempenham papéis fundamentais. Assim nesse modelo propde-se que, apds a captura de
bacilos por macréfagos alveolares ou do parénquima, o TNF-a é produzido e induz a
expressdo de quimiocinas por essas células (e talvez outras células) no sitio da infecg@o. As
quimiocinas produzidas criam um gradiente quimiotdtico que direciona a migracdo das células
que entraram no pulmao para o sitio onde estdo os macréfagos infectados. As células T que
chegam nesse sitio sdo células ativadas, expressam os receptores CXCR3 e CCRS e também
podem responder as citocinas induzidas por TNF-o.. Os mondcitos e macréfagos (expressando
CCR2 e CCRY) recrutados para o sitio de infeccdo aumentam a producio de quimiocinas e
com isso também aumentam o recrutamento de células que formardo o granuloma. Citocinas
produzidas por células T recrutadas para o sitio também poderiam aumentar a producdo de
quimiocinas incluindo aquelas induzidas por IFN-y (CXCL9 e CXCL10). Com o controle da
infec¢cdo, a reducdo no nimero de bactérias e a menor producdo de TNF-o, a expressdo de
quimiocinas é reduzida e, conseqiientemente, diminui o influxo de células e o tamanho do
granuloma. Nesse modelo ainda se propde que distirbios no balango de TNF-a e quimiocinas
levam ao controle inicial inadequado da infecgdo, reativagdo da infeccdo latente e,
provavelmente, a disseminagdo da infec¢do. Existem importantes evidéncias de que a
manutengdo do ambiente imunoldgico no granuloma € essencial para a prevencdo da
reativacdo de bacilos dormentes. Entretanto a exata natureza das respostas imunolégicas que
norteiam a reativacio da infeccdo latente ainda ndo foi completamente esclarecida (Revisto
por SALGAME, 2005).

Nas infec¢Oes latentes, o estado da bactéria dentro do granuloma nido é bem
conhecido. Acredita-se que o bacilo deva estar em um estado dormente e nao replicante, ou,
ativamente replicante mas controlado pelo sistema imune, ou ainda, metabolicamente alterado
e com ciclos de replicacdo limitados ou ndo freqiientes. Quando a resposta imune designada a
conter a infec¢do acontece de forma exacerbada, a reativacdo e a replicacdo do bacilo podem
ser desencadeadas promovendo necrose e dano tecidual no pulmao (Revisto por FLYNN &

CHAN, 2001a). Desta forma, é possivel visualizar um limite muito ténue entre a resposta
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imune protetora contra TB e o dano tecidual causado por ela. Nesse sentido, uma nova
discuss@o sobre os mecanismos envolvidos na resposta imune desencadeada na TB pode
contribuir para o entendimento do bindmio protecdo/dano tecidual e, além disso, abre
perspectivas para o desenvolvimento de novas vacinas. Apesar da grande maioria dos
trabalhos sobre protecdo contra TB ressaltar apenas a importancia da indug@o de respostas
imunes do tipo Thl, tem-se discutido recentemente o papel de células regulatérias das
respostas Th2. A hipétese baseia-se na idéia de que o contato prévio com micobactérias
ambientais ou helmintos (muito comum nos paises em desenvolvimento) gera respostas Th2
(IL-4) capazes de criar um ambiente modulador das respostas Thl. Isso porque, mesmo
quando as respostas geradas na TB sdo do padrdo Thl a presenga de IL-4 promoveria uma
desativagdo dos macréfagos, com favorecimento do crescimento bacteriano; regulacdo
negativa da expressdo de iNOs; inducdo de toxicidade por TNF-a, resultando em
imunopatologia e aumento da fibrose pulmonar, tudo isso contribuiria para a ineficiéncia da
resposta desencadeada. Diante disso, o grupo que discute essa nova questdo acredita que o
desenvolvimento de vacinas contra TB deva levar em conta a inducdo de mecanismos

reguladores das respostas Th2 (ROOK et al, 2005).

1.3- Vacinacao

O processo de vacinacdo consiste em induzir o sistema imune do individuo a
responder de forma rdpida e especifica frente ao encontro com algum microorganismo ou
componente produzido por ele (toxina). Atualmente, o aumento do conhecimento no campo
da imunologia estd levando ao desenvolvimento racional de novas vacinas, visando a
estimulagdo de resposta imune especifica, protetora e de longa duracdo. A primeira etapa
deste desenvolvimento consiste em identificar o alvo para o qual se quer induzir a resposta
imunoldgica, e esse alvo pode ser uma toxina ou o patdgeno propriamente dito. A etapa
seguinte consiste em definir quais os elementos da resposta imune sdo importantes para
eliminar o alvo e, em seguida, desenvolver as estratégias necessdrias para alcancar tal fim.

As vacinas de primeira geracdo, baseadas em microorganismos vivos, atenuados ou
mortos, constituem a maioria das vacinas de uso humano. Problemas relacionados a
dificuldade de reprodutibilidade entre lotes dessa vacina e, especialmente, questdes
relacionadas a utilizagdo de microorganismos vivos t€m levado a busca de outras alternativas.
Novas estratégias abriram caminhos para inovagdes, particularmente no contexto do
desenvolvimento de vacinas mais seguras, eficazes e polivalentes. Entre estas estdo as de

subunidades, consideradas de segunda geracdo, constituidas de antigenos purificados,
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provenientes de fontes naturais, sintéticas ou mesmo recombinantes (RUBBARD et al, 1992).
Estas vacinas representaram um ganho em termos de seguranca de utilizacdo mas, por outro
lado, sdo menos imunogénicas o que faz necessario o uso de adjuvantes nas formulagdes.
Mais recentemente, surgiram as vacinas génicas ou de terceira geracdo, onde os genes ou
fragmentos, que codificam antigenos potencialmente imunizantes, sdo carreados por
plasmideos de DNA (Esquema 1). Os genes isolados sdo ligados a outros fragmentos de DNA
denominados plasmideos, que permitem a replicacdo do gene em bactérias ou células
eucaridticas (Revisto por GURUNATHAN & KLINMAN, 2000; ULMER er al, 1993;
WOLFF et al, 1990). Estas vacinas t€m se mostrado seguras e imunogénicas sendo capazes de
estimular células T citotoxicas, porém estudos clinicos t€m mostrado que algumas dessas
vacinas, efetivas em estudos pré-clinicos (camundongos, cobaias, ratos), sdo pouco efetivas

em humanos e animais de grande porte (BABIUK ez al, 2003; DONNELLY et al, 2005).

Vacina génica testada na USP

Processo de obtencdo
da vacina de DNA

Bacidria

Transfarmagas Ir/".

A Pl Pl iy

Esquema 1: Processo de obtencdo da vacina de DNA (Adaptado de Silva, 1999).
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Independente do tipo de vacina a ser utilizada, a estratégia para se desenhar uma
vacina efetiva contra uma dada infec¢do deve considerar a rota de apresentacdo antigénica
(Esquema 2). Quando o antigeno € liberado no espaco extracelular, ele é capturado por uma
APC e os fragmentos antigénicos apresentados para células T CD4. Essas células por sua vez
liberam citocinas que podem promover a ativacdo de macrofagos e a secrecdo de anticorpos
por células B. Entretanto, quando uma resposta citotoxica é requerida, como no caso de
patégenos intracelulares, o antigeno deve ser liberado no citosol da APC para ativar os
linfécitos T citotdxicos. Outro ponto a ser considerado, € que uma vacina deve fornecer trés
sinais distintos ao sistema imune para se estimular uma resposta adequada. O primeiro sinal é
fornecido pelo antigeno que serd capturado, processado e apresentado por uma APC as células

N

imunoefetoras, tornando-se alvo da resposta imune e conferindo especificidade a mesma.
Porém, o sinal mediado pela apresentacdo do antigeno ndo € suficiente para promover a
diferenciagdo de células T naive em células efetoras. Desta forma, a vacina deve conter algo,
além do antigeno, que seja capaz de ativar a célula apresentadora, o segundo sinal. Este
componente, capaz de ativar as APCs pela modulacio positiva da expressao de moléculas co-
estimulatérias é essencial para a ativacdo de linfécitos, prevenindo que eles se tornem
anérgicos (RESCIGNO et al, 1999). Assim, as APCs que recebem estes dois sinais tornam-se
aptas a desencadear a resposta de células T contra um dado antigeno promovendo a
sobrevivéncia, diferenciagdo de células T naive em células T efetoras e a producdo de
citocinas. Uma vez ativada, a célula T efetora pode se diferenciar em sub-populacdes
diferentes que secretam citocinas com padrdes distintos. As citocinas de padrdo Thl, como o
IFN-v, estimulam a defesa mediada por macréfagos sendo especialmente importante contra
patogenos intracelulares. Ja as citocinas de padrao Th2, que incluem IL-4 e IL-5, estimulam a
producdo de IgE, reacdes imunes mediadas por eosinéfilos e mastécitos e regulam
negativamente a resposta de padrdo Thl. A diferencia¢do de uma célula T efetora em Thl ou
Th2 ¢é dirigida por mediadores soliiveis presentes no microambiente onde ocorre a
apresentacdo antigénica. Assim, o terceiro sinal ird estimular a secrecdo desses mediadores
que criardo um microambiente propicio para dirigir a diferenciacio das células T especificas e
efetoras em Thl ou Th2. No caso das vacinas de 2° e 3* geracdes, os sinais adicionais ao sinal

antigénico podem ser fornecidos por adjuvantes que compde a formulagdo vacinal.
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Captura do Processamento Biossintese Associacao do
antigeno do antigeno do MHC peptideo ao MHC
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Esquema 2: Rota da apresentacio antigénica (Adaptado de Abbas et al, 1999).

1.4— Adjuvantes

A possibilidade de se utilizar fracdes purificadas de antigenos ou mesmo antigenos
sintéticos, substituindo microorganismos atenuados ou mortos, tem contribuido para aumentar
a seguranga das vacinas. Entretanto, este aumento da seguranca vem acompanhado de uma
diminui¢do da capacidade do imundgeno em estimular uma resposta imune efetiva. Uma
estratégia para minimizar o problema da baixa imunogenicidade de fracdes purificadas de
proteinas seria a utilizacdo de adjuvantes.

Por adjuvante entende-se qualquer material que, juntamente com o antigeno, estimule
a resposta imune efetiva contra este ultimo. Assim, o propdsito de um adjuvante é
simplesmente aumentar a imunogenicidade de um antigeno e modular a resposta
desencadeada para o mesmo tornando-a efetiva. De forma geral, os adjuvantes podem agir
sobre o antigeno, sobre as células do hospedeiro envolvidas na resposta imune, ou sobre
ambos (KHAN et al, 1994). Seus principais mecanismos de acdo sdo: (I) a formacao de
depdsito no sitio de injecdo, (II) a possibilidade de servir de veiculo para o antigeno,

facilitando a sua captacdo por células imunocompetentes e (III) a agfo intrinseca como
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imunoestimulantes. Numerosos problemas sdo encontrados no desenvolvimento e utilizacdo
de adjuvantes em vacinas humanas, sendo a toxicidade e os efeitos colaterais os principais. O
adjuvante licenciado e mais usado em vacinas humanas (baseado em sais de aluminio) s é
efetivo nas vacinas que requerem a induc¢do de resposta imune humoral (vacinas para difiteria,
tétano e hepatite B, por exemplo) uma vez que esse adjuvante favorece o desenvolvimento de
respostas do tipo Th2 (BREWER er al, 1999). No caso da TB, a prote¢do requer o
desenvolvimento de respostas celulares do tipo Thl, por esse motivo o uso de adjuvantes
baseados nos sais de aluminio diminui a protecdo contra M. tuberculosis (LINDBLAD et al,
1997).

Uma série de novos adjuvantes tem sido estudada, isso porque tem se mostrado que os
adjuvantes tém importante papel na formulacdo vacinal. De maneira simplificada pode-se
dividir os adjuvantes em duas classes, os sistemas carreadores e os imunomoduladores. Os
carreadores ou adjuvantes particulados sdo capazes de organizar os antigenos na forma de
particulas, pequenos agregados, gotas ou precipitados, onde tal apresenta¢do € um importante
componente para sua atividade adjuvante (COX & COULTER, 1992). O adjuvante completo
(FCA) e incompleto de Freund (FIA), sais de aluminio, lipossomas, microesferas, e
complexos imunoestimulatorios (ISCOMs), sdo alguns exemplos desse tipo de adjuvante.
Como imunomoduladores ou adjuvantes ndo particulados t€m sido estudados as saponinas, o
lipidio A, os derivados do muramil dipeptideo (MDP) e os CpG-ODN. Muitos desses
adjuvantes t€m sido combinados dando origem a formula¢des como o Ribi que é uma
emulsdo A/O contendo MPL, DMT e CWS (RUDBACH, 1995) e ISCOMs, complexos
contendo saponinas (MOREIN et al, 1984), os quais t&€m se mostrado muito mais potentes que
os seus componentes utilizados de forma isolada. Assim é consenso de que para formular
uma vacina de subunidade eficaz é necessério associar o antigeno a dois tipos de adjuvantes,
(1) com propriedades imunoestimulatorias e (2) a carreadores (revisto por O’HAGAN &
VALIANTE, 2003).

Dentre os sistemas carreadores de antigenos destacamos as microesferas que sdo
particulas poliméricas esféricas cujo didmetro varia entre 1 e 250 wm e sdo constituidas por
um sistema matricial no qual o antigeno a ser encapsulado estd dissolvido ou disperso
(COUVREUR & PUISIEUX, 1993). Estas microesferas sdo constituidas de poli-ésteres do
acido latico e glicdlico (PLGA) e possuem a vantagem de serem biodegradaveis, o que evita
as manifestacdes ulcerativas no sitio de administracdo se utilizadas por via parenteral. No
organismo, estes polimeros s@o hidrolisados e uma vez degradados, liberam o 4acido lético e o

glicdlico que sdo substratos in6cuos ao organismo (BAZILE et al, 1992). Tais caracteristicas
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conferem a este sistema os requisitos necessdrios para sua utiliza¢do na clinica humana. Além
disso, sua potencialidade de utilizacdo como adjuvante reside também no fato de formarem,
ap6s administragdo subcutianea ou intramuscular, um depdsito onde o antigeno é liberado
lentamente de acordo com o polimero utilizado na sua fabricacao.

Os polimeros derivados do 4cido latico e glicdlico ja s@o utilizados na clinica humana
para fins cirdrgicos na composicdo de fios de sutura e de implantes (LEWIS, 1990). A
velocidade de hidrélise de tais polimeros depende: de sua composi¢do quimica; da proporc¢ao
dos mondmeros; do tamanho da cadeia e do tamanho das particulas, podendo-se obter tempos
de degradagdo que variam entre 2 semanas e 24 meses aproximadamente (ELDRIDGE et al,
1991). A combinagdo da difusdo através de poros e da erosdao da matriz polimérica permite
controlar a taxa de liberacdo do antigeno encapsulado nas microesferas (Esquema 3). Esta
propriedade permitiu a criagdo do conceito de vacina de dose unica onde uma formulagio
composta por microesferas de tamanho, porosidade e composi¢do polimérica diferentes,
liberaria o antigeno encapsulado em intervalos de tempo que mimetizariam as doses de

refor¢o de uma vacina (KHON et al, 1996; LEWIS, 1990).

Esquema 3: Micrografia eletrdnica de varredura mostrando microesferas de PLGAS50:50. A)
Microesferas recém preparadas; B) Microesferas 20 dias apds o inicio do ensaio de liberacdo in vitro do
antigeno (Adaptado de Lima, 1998).
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Outra caracteristica fundamental para a adjuvanticidade das microesferas é o
estabelecimento de uma vetorizacdo passiva para células fagocitarias. Isto ocorre porque
esferas com didmetro na faixa de 1 a 10 um s@o 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 formacdo do depdsito e liberagdo do
antigeno por um periodo prolongado (CLELAND, 1995; O’'HAGAN et al, 1993).

Enquanto formulagdo, as microesferas oferecem ainda uma vantagem no que concerne
a sua estabilidade, visto que elas sdo armazenadas na forma de p6 liofilizado a ser

reconstituido imediatamente antes da sua utilizacao.

1.5- Vacinas contra tuberculose

1.5.1 - Vacina de uso corrente contra TB: BCG

A vacinag@o ainda representa a melhor alternativa para a protecdo dos individuos
contra a TB e a vacina utilizada desde 1921 € o bacilo de Calmette-Guérin (BCG). Essa € uma
vacina viva que protege contra as formas mais graves de tuberculose em criancgas e também
protege contra hanseniase. A OMS preconiza a vacinacdo com BCG em dreas de alta
prevaléncia e incidéncia de TB. A BCG € uma vacina de baixo custo que jd foi administrada a
mais de 2,5 bilhdes de pessoas desde 1948. Também foi licenciada para o tratamento de
cancer de bexiga. Quando a BCG foi introduzida como vacina, esperava-se que ela pudesse
controlar e até mesmo erradicar a TB (Revisto por HASHIMOTO, 1997). Embora venha
sendo amplamente utilizada essa vacina ndo € efetiva em algumas populacdes e prejudica a
interpretacdo do teste de hipersensibilidade cutanea ou teste de PPD, utilizado com fins
diagnéstico e epidemiolégico (FINE ef al, 1999).

A vacina BCG de uso corrente foi originalmente obtida de um isolado clinico de M.
bovis, atenuado em laboratério através de 230 passagens seriadas por meio de cultura entre os
anos de 1908—1921. Uma das vdrias razdes propostas para explicar a variabilidade de eficicia
é a diversidade de cepas da BCG. E claro agora, apds os estudos do genoma desse
microorganismo, que apds muitos anos de crescimento e repiques em diferentes laboratdrios,

diversas cepas da vacina BCG foram geradas por meio de dele¢des, de duplicacdes ou
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mudangas no nimero de cdpias de seqiiéncias de alguns genes de uma regido conhecida como
RD1 (Revisto por MARTIN, 2005).

No que concerne a seguranca da BCG, existe uma preocupacio crescente com o uso de
organismos vivos em individuos imunocomprometidos, fato especialmente agravante se
considerarmos que no caso da TB, a co-infeccdo pelo HIV tem se tornado cada vez mais
comum (GRANGE, 1994; PERRONNE, 1994).

Por todos os motivos acima expostos, a procura por uma alternativa de imunizagdo
mais segura e eficaz para a tuberculose tem levado muitos pesquisadores a investirem no

desenvolvimento de novas vacinas.

1.5.2 - Vacinas de primeira geragcdo

Apesar da preocupacdo com o risco de reversdo de viruléncia das vacinas baseadas em
organismos vivos o seu uso em novas vacinas contra TB ainda tem sido bastante explorado.

Uma das estratégias bastante utilizadas para o desenvolvimento de novas vacinas contra a
tuberculose € a introducdo de genes que codificam antigenos relevantes para a resposta contra
TB no BCG. Os candidatos conhecidos por BCGs recombinantes sio BCGs nos quais foram
introduzidos plasmideos para expressdo de proteinas recombinantes. Um desses candidatos é
o rBCG30 (HORWITZ et al, 2005), essa vacina inclui uma cdpia extra do gene para uma
proteina secretada de M. tuberculosis, o antigeno 85B (Ag85B). Em modelo experimental
essa vacina mostrou-se efetiva na protecdo contra TB e entrou para os testes clinicos de fase I
no inicio de 2004. Um outro candidato a vacina contra TB € o BCG expressando a
listereolisina de Listeria monocitogenes, r-BCG-hly (HESS et al, 1998). Esse gene seria
importante para promover o escape dos bacilos para o citosol da célula do hospedeiro
infectada e por essa caracteristica poderia induzir resposta de células T CD8, associadas a
protecdo contra a doenca.

Outra estratégia recentemente introduzida foi o prime-boost heter6logo que consiste na
administracdo de um mesmo antigeno sob formas diferentes (McSHANE, 2001). No caso da
tuberculose, a maioria destas estratégias € baseada na administracdo de uma dose de BCG
vivo e, ap6s algum tempo, de uma dose de reforco com uma outra vacina contra TB, diferente
do BCG. A dose de refor¢o pode ser uma vacina de subunidade (proteina ou DNA) ou uma
vacina viva e tem como funcdo estimular uma forte resposta imune. Vérios sdo os antigenos
testados com esta estratégia, entretanto, uma candidata promissora é a vacina MVAS85
baseada em um vetor viral, o virus da vaccinia Ankara recombinante, modificado pela adi¢do

do gene que codifica o antigeno 85A (McSHANE, 2003). Testes clinicos de fase I com essa
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vacina mostraram que a mesma pode dar o reforco a resposta imune contra TB em individuos
previamente vacinados com BCG (McSHANE et al, 2004). Essa seria uma estratégia muito
vidvel se considerarmos que muitos individuos ja receberam uma dose do BCG e, portanto, s6
receberiam a dose de reforco.

Além das vacinas vivas baseadas no BCG melhorado ou no prime-boost também tem
se proposto a utilizacdo de mutantes auxotréficos do proprio M. tuberculosis como novos
candidatos a vacinas contra TB (GULERIA et al, 1996; PEREZ et al, 2001; SMITH et al,
2001). Esses mutantes sdo atenuados e nao conseguem se multiplicar nos individuos
vacinados porque apresentam necessidades especiais de nutrientes, que s podem ser
encontradas em condi¢des artificiais de cultura. Entretanto, esta estratégia re-introduz
questdes relacionadas a utilizacdo de vacinas vivas atenuadas que haviam sido superadas pela
utilizacdo de vacinas de subunidade. No caso de utilizacdo de vetores virais existe ainda o
problema de desencadeamento de resposta imune contra o vetor o que prejudicaria uma
segunda administracio do mesmo. Nesse caso as vacinas de subunidade tém vantagens em
relacdo a vacinas baseadas em organismos vivos como micobacterias, ndo s por serem mais
seguras como também pela maior facilidade no controle de qualidade da produgdo da vacina
manufaturada. Entretanto, € preciso lembrar que, para conferir a complexa imunidade
requerida para a protecdo contra tuberculose, é possivel que mais de um antigeno seja

necessario para a formulagdo de uma vacina eficaz (MARTIN, 2005).

1.5.3 - Vacinas de segunda geracdo

Atualmente tem se desenvolvido uma grande quantidade de vacinas de subunidade
contra TB. A Mtb72F, por exemplo, é uma proteina obtida da fusdo dos antigenos Mtb39 e
Mtb32. Essa vacina foi testada como vacina de subunidade (SKEIKY er al, 2004) e na
estratégia de prime-boost como o reforco para a vacina de BCG (BRANDT et al, 2004)
apresentando resultados promissores que a levaram ao estudo clinico de fase I, sendo essa a
primeira vacina recombinante contra TB a ser testada em humanos (SKEIKY et al, 2004).
Além desse candidato, uma outra proteina de fusdo baseada nos antigenos Ag85B e ESAT6
deve iniciar os testes clinicos de fase I (JAN ef al, 2005).

A grande maioria das protefnas testadas tem origem no filtrado de cultura de M.
tuberculosis (CFP). O CFP contém aproximadamente 200 proteinas, e esse perfil muda
dependendo da fase em que se encontra a cultura (COVERT et al, 2001). Dentre as vdrias

proteinas majoritarias inclui-se a familia do Ag85 (micolil transferase), MPT32, MPTS5I1,
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MPT64, GroES, ESAT-6, DnaK e GInA. Desses, o Ag85 e ESAT-6 conferiram melhor
protecdo (ANDERSEN et al, 2001).

1.5.4 - Vacinas de terceira geragdo

Uma grande quantidade de antigenos também tem sido estudada sob a forma de
vacinas de DNA, conhecidas como vacinas de terceira geracdo. Assim, as vacinas baseadas
em genes que codificam proteinas da familia do Ag85 (HUYGEN et al, 1996), ESAT-6,
Hsp70, proteina de 36kDa e MPT83 (LOWRIE et al, 1997), Pho S (ZHU et al, 1997), PLCa
(GONCALVES et al, 2001) e Hsp65 (SILVA et al, 1994) ou uma combinacdo das mesmas
tém sido alvo de muitas investiga¢des. Dentre estes, o Antigeno 85 (Ag85) e a proteina de
choque térmico de 65kDa (Hsp65) foram os antigenos mais estudados. A vacina de DNA-
Ag85A desenvolvida pelo grupo de Baldwin e colaboradores (1999) induziu uma resposta
imune humoral e celular especificas e também se mostrou efetiva em proteger animais contra
a infecgdo por M. tuberculosis. Os resultados com a vacina de DNA-Hsp65 (LOWRIE et al,

1995), extensivamente estudada por nosso grupo, serdo discutidos a seguir.

1.5.5- Desenvolvimento da vacina baseada no antigeno Hsp65

As proteinas de choque térmico (Hsp), ou chaperoninas, sdo moléculas altamente
conservadas entre as espécies e desempenham papel importante no dobramento e translocagio
de proteinas e montagem de complexos protéicos. A sintese de Hsps aumenta nas situagdes de
estresse como um mecanismo de protecdo celular. Nas infecgdes por micobactérias, a
reatividade contra Hsp é predominante, sendo a Hsp65 o antigeno imunodominante dentre
elas e por isso alvo da resposta de anticorpos ou células T, tanto em camundongos como em
humanos (KAUFMANN et al, 1990; YOUNG, 1990). Anticorpos anti-Hsp65 foram
detectados em pacientes com hanseniase e tuberculose (SHINNICK, 1991). Além disso,
células T CD4 especificas para a Hsp65 foram encontradas em pacientes com hanseniase ou
vacinados com BCG (MUSTAFA et al, 1993). Em camundongos vacinados com M.
tuberculosis inativado, cerca de 20% dos clones de células T CD4 reativas contra o bacilo sido
especificas para a Hsp65 (KAUFMANN et al, 1987), sugerindo, portanto, que essas células
desempenham algum papel importante durante a infec¢do micobacteriana.

Desde o inicio da década de 90, Silva e colaboradores vém estudando a utilizagdo da
proteina de choque térmico de 65 kDa de M. leprae (Hsp65) como antigeno para
desenvolvimento de vacina contra tuberculose. Estudos envolvendo transferéncia adotiva de

células transfectadas expressando o antigeno Hsp65 (macrdéfagos de linhagem celular ou
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células da medula dssea) induziram forte protecdo contra infeccao desafio com cepa virulenta
de M. tuberculosis em modelo experimental. Em estudos posteriores mostrou-se que a
protecdo contra tuberculose também poderia ser obtida pela injecdo de plasmideo codificando
o gene dessa proteina ou ainda pela inje¢do de lipossomas contendo a proteina recombinante,
mas ndo pela administracdo da proteina em adjuvante incompleto de Freund (FIA). Os
antigenos protéicos sido processados de forma diferente de acordo com a forma como sio
apresentados para as células do sistema imune. Assim, existem antigenos de origem enddgena
ou exdgena; os antigenos endégenos sao aqueles que se encontram no citoplasma de qualquer
célula. Esses antigenos sdo processados por qualquer célula nucleada e podem ser
apresentados via moléculas de MHC-I para células T CDS8. Os antigenos de origem exdgena,
como aqueles capturados pelas células apresentadoras (APC), sdo processados e apresentados
via moléculas de MHC-II para células T CD4. Nosso grupo demonstrou que todas as
estratégias que permitiram que o antigeno fosse liberado no citoplasma celular (endégeno)
foram protetoras contra a TB experimental. Assim, a protecdo estd associada a forma como o
antigeno € apresentado ao sistema imune, ou seja, quando o antigeno foi colocado no
citoplasma da célula (end6geno), a resposta desencadeada foi capaz de proteger contra a
infeccdo (Esquema 4). Os macrofagos ou células de medula 6ssea transfectados com o gene
da Hsp65 sdo capazes de disponibilizar o antigeno endogenamente e, em consequéncia disso,
estimulam as células T CD8 do hospedeiro. Assim também o fazem o DNA-Hsp65 em
solugdo e os lipossomas carreando a proteina Hsp65. Entretanto, a vacina baseada na proteina
Hsp65 recombinante formulada em adjuvante incompleto de Freund ndo tem a capacidade de
promover a liberagdo do antigeno no citoplasma celular e, em conseqiiéncia disso, ndo foi
protetora contra a TB experimental.

Estudos do nosso grupo mostraram, que células T CDS citotéxicas e células T CD4 de
padrio Thl estdo associadas a protecdo contra infeccdo desafio no modelo experimental
utilizado (BONATO et al, 1998; LOWRIE et al, 1994; LOWRIE et al, 1997; SILVA &
LOWRIE, 1994; SILVA et al, 1994; SILVA et al, 1996). Por meio de experimentos de
transferéncia adotiva de células foi detalhadamente descrito o fenétipo das células envolvidas
na protecdo contra TB. Assim, as células de fendtipo T CD8/CD44"¢" produtoras de IFN-y e
citotoxicas foram as mais eficientes na protec@o contra a infec¢do. As células T CD4/CD44"e"
produtoras de IFN-y também conferiram prote¢do, porém foram menos eficientes que as
células T CDS8 (SILVA et al, 1999). Assim, uma vacina eficiente contra a tuberculose precisa

estimular adequadamente esses tipos celulares.
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Esquema 4: Avaliacdo do nimero de UFC no pulméio de animais da linhagem BALB/c vacinados e desafiados, 30 dias apds a
infeccdo. * Diferenca estatistica significativa em comparacdo ao controle (Teste de Dunnet). Os animais foram vacinados com
os seguintes tratamentos: Hsp65 recombinante de M. leprae (rHsp65, 25 pg) foi emulsificada em adjuvante incompleto de
Freund e administrada por via subcutinea (100 pL) duas vezes em intervalos semanais e, entdo, 25 ug em salina foi
administrado por via endovenosa. Macréfagos de linhagem tumoral originadas de BALB/c (J774-G8) que produzem Hsp65
(J774-Hsp65) foram administradas semanalmente (10° células) pela via endovenosa por 4 semanas. Para a vacinagio com DNA
administrou-se por via intramuscular 50 pg de DNA em 50 pL de salina em cada musculo quadriceps, em 4 ocasides em
intervalos de 3 semanas entre cada administragdo. A proteina Hsp65 formulada em lipossomas (5 pg/dose) foi administrada em
4 doses por via endovenosa em intervalo de duas semanas. O BCG foi administrado em dose tdnica por via subcutinea (103
bacilos em 50 pL de salina). Controles adicionais receberam salina, lipossomas vazios, plasmideo vetor ou células J774-vetor.
A infecgdo desafio foi realizada 30 dias ap6s a vacinagdo por via endovenosa (1x10° bacilos de M. tuberculosis H37Rv). Os
animais foram mortos 4 semanas ap6s a infecgdo e o nimero de bactérias vivas nos pulmdes foi determinado pela contagem das
unidades formadoras de colonia (UFC) através do plaqueamento de dilui¢des seriadas do tecido homogeneizado em meio agar
7H11, a contagem foi feita apds 21 dias de incubagdo a 37°C e expressa como Log,UFC. (Adaptado de Lima et al, 2004).
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» Vacina baseada noDNA-Hsp65 em solucdo e Gene Gun

Nesse contexto as vacinas de DNA apresentam uma série de vantagens porque além de
estimular a resposta imune celular e humoral sdo capazes de induzir respostas de células T
CD8. Ao transfectar as células do hospedeiro o DNA dirige a sintese do antigeno codificado e
o mesmo € expresso e liberado no citoplasma celular e, por isso, é apresentado via moléculas
MHC-I a células T CD8. A primeira evidéncia de que a vacina de DNA poderia ser utilizada
para gerar imunidade contra tuberculose foi demonstrada por Silva e colaboradores (1994).

Assim, a administracdo de 4 doses da vacina de DNA plasmidial contendo o gene da
Hsp65 de M. leprae, por via intramuscular, a camundongos BALB/c foi efetiva na prevencao
e a sua administracdo a animais previamente infectados também se mostrou eficiente na
terapia contra tuberculose, ou seja, a vacina de DNA-Hsp65 apresentou atividade profilatica e
terapéutica contra TB (LOWRIE et al, 1999).

Para o desenvolvimento de uma resposta profildtica e terapéutica com o DNA-Hsp65
no modelo experimental de tuberculose, foi necessdrio administrar aos camundongos grande
quantidade de DNA em solu¢do, bem como, mdltiplas doses (LOWRIE et al, 1997). No que
diz respeito as vacinas em desenvolvimento, existe uma necessidade de simplificar os

esquemas de imunizagdo, reduzindo-se o nuimero de doses necessdrias para estimular
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imunidade protetora. Para isso, diferentes estratégias tém sido empregadas envolvendo a
utilizacdo de diferentes tipos de adjuvantes (MOREIN, 1996). Assim, a fim de otimizar a
vacina visando a redugdo da quantidade de DNA injetado, avaliou-se a sua administracdo pela
via intradérmica com o uso de gene gun. A biobalistica ou gene gun consiste na transfeccao
celular com DNA adsorvido em particulas de ouro. Nesse sistema essas particulas sdo
aceleradas através de uma descarga de gds hélio sob alta pressdo e liberadas dentro das células
do tecido alvo. A introducdo direta do DNA na célula do hospedeiro evita a sua degradagdo.
A administracdo de DNA-Hsp65 por gene gun estimulou ambos os tipos de resposta imune,
humoral e celular, com uma dose 100 vezes menor do que a utilizada nos protocolos
convencionais de injecdo intramuscular, entretanto, ndo estimulou uma resposta protetora

(LIMA et al, 2003).

» Vacina baseada no DNA-Hsp65 encapsulado em microesferas de PLGA

Uma segunda estratégia para otimizar a vacina de DNA-Hsp65 consistiu no seu
encapsulamento em microesferas poliméricas biodegraddveis juntamente com um adjuvante.
O adjuvante escolhido foi o DMT, um glicolipideo da parede micobacteriana com
propriedades imunoestimulantes. Esse adjuvante vinha sendo estudado por nosso grupo, em
modelo de tuberculose experimental, e apresentou importante fung¢do na indugdo de citocinas
e o recrutamento celular (LIMA et al, 2001a). Com a introducio desse imunomodulador na
formulag@o vacinal induziu-se protecdo significativa contra infeccdo com M. tuberculosis
H37Rv, compardvel a resposta obtida com administragdes do DNA-Hsp65 em solugdo.
Entretanto, € necessario ressaltar que a formulacdo composta por microesferas contendo DMT
e DNA-Hsp65 foi capaz de estimular a resposta imune protetora apds uma unica
administracio, enquanto que a injecdo intramuscular do DNA em solugdo requer multiplas
doses e 10 vezes mais DNA para conferir a mesma protecao (LIMA et al, 2004).

Nosso grupo também tentou explorar a estratégia de “prime-boost” homodlogo
utilizando um vacina de dose unica. No “prime-boost” heter6logo um mesmo antigeno é
administrado sob formas diferentes. Uma estratégia muito comum € a administracdo de uma
primeira dose de BCG e a segunda dose ou refor¢o é uma outra formulacio diferente do BCG,
e pode ser uma vacina de subunidade (proteina ou DNA) ou até mesmo um outro
microorganismo vivo. Nossa estratégia foi um pouco diferente porque o “prime” e o “boost”
foram administrados em uma unica dose; isso porque o DNA-Hsp65 foi encapsulado em
microesferas de liberagd@o rdpida e a proteina recombinante em microesferas de liberagdo mais

lenta. Assim, numa unica dose o DNA foi responsavel pela estimulacdo inicial do sistema
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imune e a proteina foi liberada em periodo mais tardio, sendo por isso responsdvel pela dose
de reforco da imunizacdo. Essa estratégia inovadora mostrou-se muito promissora porque
estimulou respostas celulares de longa duracdo (RUBERTI e al, 2004).

Conforme mostramos nos pardgrafos anteriores a formulagdo da vacina baseada no
DNA-Hsp65 vem sendo otimizada desde que foi indicada pela OMS como uma candidata
promissora para os estudos clinicos contra TB (ENSERINK, 2001). Dada a necessidade de se
obter uma formulacdo adequada para os estudos clinicos também iniciamos, em paralelo, o

desenvolvimento de vacinas de subunidade baseadas na proteina Hsp65 e adjuvantes.

» Vacina baseada na proteina Hsp65 recombinante

A liberacdo da proteina Hsp65 recombinante no interior de células, utilizando
lipossomas como carreadores, foi capaz de estimular resposta imune protetora nos
camundongos imunizados, apds 4 administracdes por via intravenosa (LIMA et al, 2001b).
Nesse caso, como o antigeno foi liberado de uma s6 vez, a resposta foi de curta duragdo. Para
induzir uma resposta protetora mais duradoura seria necessdrio administrar doses
complementares do antigeno. Para tentar resolver esse problema a proteina foi encapsulada
em microesferas biodegradaveis. Essa estratégia representa uma alternativa para substituir as
doses de reforgo, ji4 que nesse sistema a liberacdo do antigeno pode ser sustentada por um
prolongado periodo de tempo apds uma udnica administracdo. Além de representar uma
alternativa para gerar imunidade duradoura também oferece a vantagem de vetorizar o
antigeno para células apresentadoras de antigeno (LIMA & RODRIGUES JR, 1999).

Nossos estudos com a proteina Hsp65 recombinante encapsulada em microesferas
mostraram que a proteina € liberada em um intervalo de 30 dias e que a técnica utilizada no
encapsulamento ndo altera as caracteristicas estruturais da proteina. Em camundongos
BALB/c, esta formulacdo foi capaz de induzir elevada producdo de anticorpos especificos
ap6s administracdo de unica dose correspondente a 10 pg de proteina. Entretanto, esta
formulag@o, ao contrario da proteina recombinante em lipossomas, ndo foi capaz de conferir
protecdo aos camundongos imunizados e desafiados com cepa virulenta de M. tuberculosis.
Esta diferenca na capacidade de induzir protecio entre a formulagdo veiculada por lipossomas
e por microesferas pode ser atribuida ao fato dos lipideos, utilizados na composicdo da
primeira, apresentarem propriedade imunoestimulante induzindo a producdo de IFN-y. Neste
contexto, a associacdo de um adjuvante, com caracteristicas imunoestimulantes, a formulacao
de proteina em microesferas representa uma estratégia interessante para a indugdo de uma

resposta imune protetora. Apesar das suas propriedades adjuvantes o DMT co-encapsulado
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com a proteina Hsp65 em microesferas ndo foi efetivo em proteger camundongos contra TB.
Assim, a avaliacdo de outros compostos imunoestimulantes foi necessaria a fim de compor
um sistema adequado para a utilizagdo como vacina. Por ser uma molécula hidrofébica o
DMT foi incorporado na matriz da microesfera, enquanto a proteina foi incorporada na fase
aquosa do sistema. Baseando-se nessa observacao, a escolha de novos imunoestimulantes foi
norteada pela possibilidade de se incorporar o adjuvante na mesma fase em que se encontrava
a proteina. Juntamente com a necessidade de incluir um imunoestimulante na composi¢édo da
formulagdo vacinal também foi necessario, para garantir a seguranga da vacina, a utilizacio
de uma proteina com baixos niveis de contaminag@o por endotoxinas (LPS). Isso porque esse
componente natural da parede de bactérias gram-negativas é um contaminante comum de
solucdes de proteinas purificadas a partir de sistemas de expressdo bacterianos. Esses
contaminantes sdo conhecidos por sua capacidade pirogénica e efeitos sobre o sistema
imunoldgico e por esse motivo sdo indesejaveis quando se discute a formulacdo de vacinas.
Entretanto, para aproveitar o seu efeito adjuvante t€ém se buscado alguns derivados do LPS
que sejam menos toxicos e possam ser utilizados como adjuvantes na clinica humana.

Assim, para compor as formulacdes vacinais vislumbramos a utilizacdo da proteina
recombinante (Hsp65), com baixos niveis de contaminacdo por LPS, e dos adjuvantes: (1)
microesferas, como sistemas carreadores e (2) moléculas com propriedades
imunomodulatérias. Dentre os imunomoduladores disponiveis foram escolhidos 3 para esse
estudo: o KLK, a Poli-L-arginina e o CpG, todos eles hidrofilicos para que fossem
incorporados na mesma fase em que a proteina foi encapsulada.

O polipeptideo sintético KLK é derivado de uma classe de peptideos antimicrobianos
que ocorrem naturalmente em insetos, atuam como parte da sua resposta imune inata e estao
envolvidos na defesa contra uma série de patdgenos. Varios desses peptideos antibidticos, que
ocorrem naturalmente, t€m sido descritos (DESTOUMIEUX-GARZON et al, 2001; LEEM et
al, 1999; SCHITTEK et al, 2001; TASIEMSKI et al, 2002), incluindo um grande grupo de
peptideos antimicrobianos catidonicos, os CAMPs (ZASLOFF, 2002 e 2005). Esses CAMPs
sdao encontrados principalmente nos sitios de exposi¢do e invasdo por microorganismos. S4o
secretados nos fluidos corporais ou estocados em granulos citoplasméticos de fagdcitos
profissionais e sdo produzidos em grande quantidade nos sitios de infec¢@o e inflamacdo. Em
mamiferos quatro grupos foram descritos: defensinas-o , defensinas-f , defensinas-0 e
catelicidinas (LEHRER & GANZ, 2002; GUDMUNDSSON & AGERBERTH, 1999;
ZAIOU & GALLO, 2002) e todos eles sdo capazes de promover a morte ou inibir o

crescimento de uma variedade de agentes infecciosos, incluindo bactérias, fungos, virus e
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parasitas (BOMAN, 2000). Além de sua atividade microbicida, a acdo dos CAMPs tem
impacto na qualidade, efetividade e direcionamento das respostas imunes, atuando também na
interface entre a resposta inata e adaptativa (HANCOCK, 2000). Certos CAMPs por exemplo
sdao capazes de recrutar diferentes subclasses de células do sistema imune (YANG et al,
2002). Além disso, quimiocinas e peptideos derivados de quimiocinas apresentam
propriedades antimicrobianas, indicando uma possivel sobreposi¢do funcional de quimiocinas
e CAMPs (COLE et al, 2001; KRIJGSVELD et al, 2000; TANG et al, 2002). Recentemente,
foram descritas atividades imunoestimulantes para alguns CAMPs. As defensinas-o
produzidas por neutrofilos humanos, por exemplo, além de aumentar a producdo de
anticorpos especificos (IgG) no soro também aumentam a liberacdo de interferon (IFN-vy), IL-
5, IL-6 e IL-10 por células T CD4 (LILLARD et al, 1999; TANI et al, 2000). Assim, por
essas propriedades imunoestimulantes as defensinas s@o candidatas interessantes para o
desenho de vacinas. Entretanto, pela dificuldade em purifica-los na sua fonte natural t€m se
utilizado CAMPs artificiais como novas drogas antimicrobianas e o uso de alguns desses
CAMPs ja estd em fase de testes clinicos (HANCOCK, 1999; VAN’T HOF, 2001). Um
exemplo interessante de CAMP artificial é o undecapeptideo derivado da sapecina B, que foi
modificado para aumentar sua atividade contra Staphylococcus aureus (ALVAREZ-BRAVO
et al, 1994). Este peptideo artificial, o H-KLKLLLLLKLK-NH, (KLKLsKLK-NH, ou KLK),
apresenta uma atividade quimioterap€utica significativa em camundongos infectados por S.
aureus (NAKAJIMA et al, 1997). Além disso, por meio da interacdo com receptores na
superficie de neutr6filos humanos e mondécitos (U937), induzem a producdo de anions
superoxido por essas células (CHO et al, 1999). A atividade quimioterapéutica do KLK estd
relacionada a sua capacidade de ativar neutréfilos e mondcitos. Mais recentemente
investigou-se a capacidade desse peptideo em atuar como adjuvante. Esse estudo demonstrou
que a co-inje¢do de antigeno com o KLK foi capaz de potencializar a resposta imune
especifica induzida e, nesse caso, para o padrdo Th2 (FRITZ et al, 2004).

Um outro adjuvante de interesse nesse trabalho foi a poli-L-arginina (poliarginina), um
poliaminoécido catidnico que tem sido bastante utilizado para aumentar a captura de
peptideos, proteina ou dcidos nucléicos por APCs. Esses peptideos catidnicos, incluindo a
poli-L-arginina e a poli-L-lisina, aumentam a captura de peptideos derivados de antigenos
tumorais por APC in vitro (BUSCHLE et al, 1997) e in vivo (MATTNER et al, 2002). Além
disso, a injecdo desses peptideos juntamente com a poliarginina ou a polilisina aumentam a
resposta imune especifica contra o tumor, bem como conferem protecdo contra o crescimento

tumoral em varios modelos de estudo em camundongos (SCHMIDT et al, 1997). Esses
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poliaminoécidos catidnicos t€m sido utilizados em varios estudos de terapia genética como
potentes carreadores de plasmideos de DNA para células (GARNETT, 1999; HWANG &
DAVIS, 2001). O mecanismo responsdvel por esse efeito ndo estd claro, mas a captura dos
antigenos co-injetados com a poliarginina parece ser mediada por receptores expressos na
superficie das APCs e ndo parece envolver a via endocitica da captura celular (FUTAKI,
2001).

Uma série de novos compostos ativos como adjuvantes foi descoberta ou desenvolvida
apds a demonstragdo de que o DNA bacteriano, mas ndo o DNA de vertebrados, tem um
efeito imunoestimulatério direto sobre células do sistema imune in vitro (MESSINA et al,
1991; RANKIN et al, 2001; TOKUNAGA et al,1984). Esse efeito imunoestimulatorio se
deve a presenca, em alta freqii€ncia, de dinucleotideos CpG ndo metilados (KRIEG et al,
1995) no DNA bacteriano. Assim, os CpGs ndo metilados juntamente com algumas
seqliéncias que os margeiam sdo reconhecidos por células do sistema imune inato fazendo
com que 0 DNA derivado de patgeno seja discriminado do DNA préprio (BIRD, 1986). As
respostas a0 DNA CpG sdo mediadas pela ligacdo aos receptores tipo “toll”, TLR9 (HEMMI
et al, 2000). Esses DNAs estimulam a resposta humoral pela ativacdo de células B,
conferindo-lhes resisténcia a morte por apoptose induzida por ativacdo e/ou induzindo a
secrecdo de IL 6 e IgM (YI ef al, 1996). A resposta celular também pode ser estimulada pela
ativacdo direta de mondcitos e macrofagos levando a producdo de citocinas, principalmente
IL-12, TNF-o e IFN-y (LILJCHACEL! et al, 1997; HALPERN et al, 1996) e pela ativagdo de
células dendriticas, as quais aumentam a producdo de citocinas e a expressdo de moléculas
coestimulatdrias (JACOB et al, 1998). O efeito adjuvante Th1 do CpG parece ser maximizado
pela sua conjugacao com antigenos protéicos (KLINMAN et al, 1999) ou pela sua formulagao
em sistemas carreadores, o que permite que o antigeno e o adjuvante sejam liberados na
mesma APC (SINGH et al, 2001). Nos ultimos anos tem se descrito uma série de seqii€ncias
imunoestimulantes para o uso em primatas nio humanos (HARTMANN et al, 2000) e

também para o uso veterinario (RANKIN ez al, 2001).
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Objetivos

Conforme descrito anteriormente, a vacina de DNA-hsp65 administrada por via
intramuscular apresenta ag@o profildtica e terap€utica contra a tuberculose experimental.
Entretanto, para que sua utilizacio no combate a tuberculose humana seja possivel é
necessdrio otimizd-la. Para atingir esse objetivo nosso grupo tem avaliado a utilizacdo de
sistemas para a liberagdo controlada do antigeno, a associagdo com adjuvantes
imunoestimulantes, bem como, tem-se utilizado diversas vias e esquemas para a
administracio vacinal. Nesse contexto a formulacdo de vacinas de subunidade baseadas em
antigenos recombinantes também pode representar uma estratégia adequada para a
otimizagdo. Isso porque essas vacinas sdo seguras, de facil formulagdo, administracdo e
producdo. Apesar de ser menos imunogénica que as vacinas de DNA ou as baseadas em
microorganismos vivos ou atenuados, a sua utilizagdo tornou-se ainda mais vidvel apds a
descoberta de novos adjuvantes. Deste modo, a associagdo do antigeno recombinante com
adjuvantes tem aumentado a imunogenicidade dessas vacinas. Assim, em paralelo ao
desenvolvimento da vacina de DNA-Hsp65, também ¢é importante desenvolver vacinas de
subunidade baseadas na proteina Hsp65 recombinante e adjuvantes. Desta forma o presente

trabalho teve como objetivo:

1. Purificar a proteina Hsp65 recombinante para as formulagdes vacinais visando
a reducdo da contaminagdo por LPS proveniente do sistema de expressdo

utilizado (E. coli);

2. Desenvolver formulacdes vacinais, de dose tnica, baseadas na proteina
recombinante Hsp65 (com diferentes quantidades de LPS) e os adjuvantes
KLK, Poli-L-arginina ou CpG encapsulados em microesferas biodegraddveis

(PLGA);

3. Avaliar a imunogenicidade e a prote¢do contra tuberculose conferida pelas

formulagdes vacinais;
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Materiais e métodos

3.1- Obtencao da proteina Hsp65 recombinante

3.1.1- Protocolo 1: Hsp65a

Bactérias E. coli BL21 transformadas com o plasmideo PIL161 contendo o gene da
Hsp65 foram cultivadas em 500 mL de meio LB BROTH BASE (Gibco BRL, Scotland)
contendo ampicilina (Sigma, St Louis, USA) na concentragdo de 100 pg/mL. Quando a
cultura atingiu D.O. de 0,6 (A= 600nm) foi adicionado IPTG (Isopropylthio-B-D-Galactoside,
Gibco BRL) para a concentracdo final de 1 mM, e a cultura foi mantida a 37°C sob agitacdo a
250 rpm em agitador orbital por 18 horas. Apds incubagdo, as células foram coletadas por
centrifugacdo a 5000 x g por 15 minutos em centrifuga J2HS (Beckman), ressuspensas em 10
mL de tampao CE (Citrato de sédio 30 mM, EDTA 10 mM, pH 6,1) e rompidas por meio de 3
pulsos de 100 W com duragdo de 1 minuto, utilizando-se a sonda de ultrasom Vibra Cell™
(Sonics & Materials, USA) em banho de gelo. Apds centrifugacdo a 20000 x g por 20
minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 30 mL de tampao UPE
(Uréia 6 M, EDTA 20 mM, fosfato de potdssio monobdsico 50 mM, pH 7,0) e agitado por
cerca de 3 minutos em homogeneizador tipo vortex. A suspensdo foi mantida sob agitacio
suave a temperatura ambiente por 15 minutos e entdo centrifugada a 20000 x g por 20
minutos. Ao sobrenadante foi adicionado sulfato de amodnio para uma concentracdo final de
1,0 M, sendo posteriormente incubado em gelo por 30 minutos. Apds centrifugacdo a 20000 x
g por 20 minutos, o sedimento foi reconstituido em 3 mL de PBS e exaustivamente dialisado

contra PBS (LAMB et al, 1988).

3.1.2 - Protocolo 2: Hsp65b

Bactérias E. coli ER2566 transformadas com o plasmideo pET28 com tendo o gene da
Hsp65, clonado pela Professora Dra Ana Paula Ulian de Aradjo (USP-Sao Carlos), foram
cultivadas em 2,5 L de meio LB BROTH BASE (Gibco BRL, Scotland) contendo canamicina
na concentracdo de 30 pg/mL. Quando a cultura atingiu D.O. de 0,6 (A= 600nm) foi
adicionado IPTG (Isopropylthio-f-D-Galactoside, Gibco BRL) para a concentracéo final de
0,3 mM, e a cultura mantida a 30°C sob agitacdo de 250 rpm por 18 horas. Apds incubagao,
as células foram coletadas por centrifugacdo a 5000 x g por 15 minutos em centrifuga J2HS
(Beckman), ressuspensas em 20 mL de tampao fosfato e rompidas em homogeneizador de alta
pressdo, EmulsiFlex C5 (Avestin, Ottawa, Canadd). Ap6s centrifugagcdo de 20 minutos (20000
X g), o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso em 30 mL de tampao fosfato
contendo 5 M de Uréia e ap6s agitacdo por 1 hora a suspensdo foi centrifugada a 20000 x g

por 20 minutos e o sobrenadante coletado e submetido a cromatografia de afinidade
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utilizando-se a coluna HiTrap (GE Healthcare), conforme o protocolo especificado pelo
fornecedor. A amostra de proteina eluida da coluna foi dialisada contra 4gua livre de
endotoxinas. Para a purificacdo da proteina utilizou-se material descartidvel ou previamente
tratado para a remog¢do de endotoxinas. O processo de despirogenizacdo de vidrarias foi feito
por meio da incubagio desse material em forno a 200°C por 2 horas, ja o material de plastico
e a matriz da coluna foram despirogenizados por tratamento com uma solu¢do 1 M de NaOH

por 1 hora, seguido da sua lavagem com 4gua livre de endotoxinas.

3.2 - Doseamento e caracterizaciao da proteina recombinante

O doseamento da proteina foi feito por espectrofotometria utilizando-se o reagente
Coomassie para ensaios com proteinas (Pierce, Rockford, Illinois USA). A leitura foi
realizada em A = 600nm em leitor de ELISA X960 (Metertech).

A proteina foi caracterizada por eletroforese em gel de poliacrilamida e por “western
blotting” utilizando-se o anticorpo anti-Hsp65 produzido no laboratério (CL44). Para a
quantificacdo de endotoxinas empregou-se o teste de LAL utilizando o kit QCL-1000
Chromogenic LAL test (BioWhitaker).

3.3 - Encapsulamento da proteina e adjuvantes em microesferas

As microesferas foram obtidas pelo método da emulsdo multipla e evaporacdo do
solvente: a fase aquosa (0,2 mL) contendo Hsp65 recombinante (3 mg) e / ou os adjuvantes,
Poliarginina ou KLK (2 mg) ou CpG 1668 (1mg), foi emulsionada numa solu¢do de 200 mg
de PLGA 50:50 (Resomer RG 505 da Boehringer Ingelheim) em 20 mL de cloreto de
metileno, sob forte agitacdo (6000 rpm) com o auxilio de um homogeneizador do tipo
Ultraturrax T 25 (IKA® - Labortechnik, Germany) para se obter uma emulsdo primadria
dgua/dleo (A/O). Esta emulsdo foi vertida na fase aquosa externa (100 mL), contendo 3% de
lcool poli vinilico (Mowiol® 40-88, Aldrich Chemicals) como tensoativo, € homogeneizada
a fim de formar a emulsdo multipla agua/dleo/dgua (A/O/A). O solvente orgénico foi
eliminado por evaporagdo a temperatura ambiente sob agitacio moderada (500 rpm) com o
auxilio de um homogeneizador Eurostar (IKA® - Labortechnik, Germany) por 6 horas. As
microesferas foram coletadas por centrifugacdo a 15.000 x g em centrifuga Himac CR21
(Hitachi, rotor R20A2), lavadas 3 vezes com dgua estéril e livre de endotoxinas, liofilizadas
por 24 horas (liofilizador Edwards) e armazenadas a 4°C. A formulagdo das vacinas foi
inteiramente realizada em ambiente estéril (Cabine com Fluxo Laminar) e utilizou-se material

descartavel ou previamente tratado para a remocdo de endotoxinas. Para a detec¢do da
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quantidade de endotoxina as particulas foram reconstituidas em dgua (livre de endotoxinas) e

mantidas sob forte agitac@o por 1 hora até o seu uso no teste de LAL.

3.4 - Avaliacio da eficiéncia do encapsulamento da proteina recombinante em
microesferas

A taxa de encapsulamento da proteina recombinante foi determinada adicionando-se,
em tubos tipo eppendorf, cerca de 3 mg de microesferas e 1 mL de acetonitrila. As amostras
foram incubadas em banho de ultrasom 3210 (Branson) por 20 minutos para permitir a
solubilizacdo das microesferas. Apds a solubilizagdo, as amostras foram centrifugadas, o
sobrenadante descartado e o sedimento diluido em 4gua destilada. A proteina recombinante
foi quantificada por densitometria em gel de poliacrilamida. Para isso a densidade das bandas
obtidas ap6s a corrida da proteina extraida das formulacdes vacinais foi comparada com a
densidade das bandas obtidas a partir de uma curva padrdao de BSA aplicada no mesmo gel de

poliacrilamida.

3.5 - Determinacao da distribuicao de diametro das microesferas

A distribuicdo de diametro das particulas foi determinada por difratometria laser
utilizando o LA-900 (HORIBA Instruments) ou o SALD (SHIMADZU Instruments). O
tamanho médio das particulas foi expresso como o didmetro médio em volume (D43). A
polidispersidade foi dada pelo indice span o qual foi calculado por [(Dg9-Dg 1)/Dos], onde
Do, Dose Do, sdo, respectivamente, os didmetros de particula correspondentes a 90, 50 e 10

% da distribuicdo acumulada.

3.6 - Ensaio de liberacao in vitro

As microesferas foram ressuspensas em PBS e, em seguida, mantidas sob agitagcdo
constante a 37°C. Foram retiradas aliquotas em intervalos de tempo pré-estabelecidos e a
proteina liberada no sobrenadante foi dosada por espectrofotometria como descrito no item
3.2. Para cada aliquota retirada um volume equivalente de PBS foi reposto a fim de manter

durante todo o ensaio a mesma condi¢do de dissolucdo (condigdo SINK).
3.7 - Animais

Foram utilizados camundongos BALB/c, pesando entre 18-20 gramas, provenientes do

Biotério de Animais Isogénicos da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -USP. Os
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animais infectados foram mantidos no laboratério de biosseguranca classe 3 (P3) em

isoladores especiais.

3.8 - Imunizacoes
3.8.1 - Imunizacdes com a proteina Hsp65 encapsulada em microesferas
Camundongos BALB/c (n=8) receberam 5 mg de microesferas contendo Hsp65
recombinante e/ou adjuvante, por via intramuscular. Trés dos animais vacinados foram mortos
30 e 90 dias apods a imunizacdo para o estudo de imunogenicidade e 5 foram infectados com

M. tuberculosis H37Rv por via intratraqueal para os estudos de protegdo.

3.8.2 - Delineamento dos grupos experimentais

Os animais foram imunizados com as formulagdes segundo os esquemas descritos:

Experimento A: microesferas contendo ou ndo a proteina recombinante purificada pelo

protocolo 1 (proteina com menor grau de pureza — Hsp65 a)

Grupo 1 Salina

Grupo 2 Microesferas ndo carregadas (vazia)

Grupo 3 Microesferas contendo KLK

Grupo 4 Microesferas contendo Poliarginina

Grupo 5 Microesferas contendo Hsp65 recombinante

Grupo 6 Microesferas contendo Hsp65 recombinante e KLK
Grupo 7 Microesferas contendo Hsp65 recombinante e Poliarginina

Experimento B: Microesferas contendo ou ndo a proteina recombinante purificada pelo

protocolo 2 (proteina com maior grau de pureza — Hsp65 b)

Grupo 1 Salina

Grupo 2 Microesferas vazia

Grupo 3 Microesferas contendo KLK

Grupo 4 Microesferas contendo Poliarginina

Grupo 5 Microesferas contendo CpG

Grupo 6 Microesferas contendo Hsp65 recombinante

Grupo 7 Microesferas contendo Hsp65 recombinante e KLK
Grupo 8 Microesferas contendo Hsp65 recombinante e Poliarginina
Grupo 9 Microesferas contendo Hsp65 recombinante e CpG

33



Materiais e métodos

3.9 - Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de anticorpos

Os titulos de anticorpos foram determinados nos soros pré-imunes € em SOros
coletados 15, 30, 60 e 90 dias apds imunizacdo por ensaio imunoenzimatico (ELISA). Placas
de poliestireno (Maxisorp Nunc-Immuno plates) de 96 pogos, foram recobertas com 0,1 mL
de solucdo da proteina Hsp65 recombinante (5 pg/mL) em tampdo de ligacio (NayCOs
14,3,mM, NaHCO; 10,3 mM NaNj 0,02%, pH 9,6), e incubadas durante a noite, a 4°C.
Posteriormente, as placas foram lavadas (0,05% de Tween 20 em PBS) e bloqueadas por 1
hora a 37°C (5% de soro bovino fetal em PBS). Ap6s lavagem, foram adicionadas as amostras
(soros diluidos seriadamente) que foram incubadas por 2 horas, a 37°C. Apds lavagem, anti-
IgG de camundongo (B7022 / Sigma, St Louis, USA), anti-IgG1 e anti-IgG2a conjugados a
biotina (A85-1 e R19-15 respectivamente, Pharmingen, San Diego, CA, USA) foram
adicionados para deteccdo de anticorpos especificos. Apds lavagem, as placas foram
incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos com os reagentes A e B do kit StreptAB
(Dako). Para deteccdo dos anticorpos, o substrato OPD (Sigma, St Louis, USA) foi
adicionado; a reacdo foi finalizada pela adi¢do de 50 pL de uma solugdo a 16% de acido
sulfdrico. A leitura da absorbéncia foi realizada em 490nm em leitor de ELISA. O titulo de
anticorpos foi definido como a maior dilui¢do do soro que apresenta valor de absorbancia de

0.,5.

3.10 - Ensaio imunoenzimatico (ELISA) para deteccao das citocinas

Células totais do baco de animais vacinados foram re-estimuladas in vitro por 48 horas,
(com Concanavalina A, 20 pg/mL, ou proteina rHsp65a ou rHsp65b, 10 pg/mL, diluidas em
meio RPMI contendo polimixina B, 30 pg/mL) para dosagem dos niveis de citocinas nos
sobrenadantes de cultura. Para isso placas de 96 pocos foram recobertas com a solucdo de
ligacdo contendo o anticorpo purificado, diluido 1:1000 em tampao, e incubadas durante a noite,
a 4°C. Ap0s incubacdo, as placas foram lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20. O
bloqueio das ligacGes inespecificas foi feito com PBS contendo 5% de soro bovino fetal,
incubando-se por 1 hora a temperatura ambiente. Novamente as placas foram lavadas como
descrito acima. As amostras e o padrio utilizado na construcido da curva foram diluidos em
tampao de bloqueio contendo 0,05% de Tween 20. Ap6s a adi¢do das amostras e do padrdo, as
placas foram incubadas durante a noite, a 4°C. Ap6s essa incubag@o as placas foram lavadas e foi
adicionado o anticorpo anti-interleucina biotinilado diluido 1:1000 (PharMingen) em tampao de

bloqueio contendo 0,05% de Tween 20. Ap6s 1 hora de incubag@o a temperatura ambiente as
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placas foram lavadas e foram incubadas a temperatura ambiente por mais 30 minutos com os
reagentes A e B do kit StreptAB (Dako). Para detecdo das citocinas, o substrato OPD (Sigma, St
Louis, USA) foi adicionado; a reagéo foi finalizada pela adi¢do de 50 UL de uma solucdo a 16%

de acido sulftrico. A leitura foi feita em leitor de ELISA a 490nm.

3.11 - Avaliacao da expressao de marcadores de superficie por citometria de fluxo

As populagdes de células do bago ou pulmio de animais imunizados e/ou desafiados
foram caracterizadas pela expressdo de marcadores de superficie celular utilizando-se
anticorpos conjugados a fluor6éforos. Apds a lise de hemdceas, o niimero de células nas
suspensdes provenientes dos érgdos citados foi acertado para 1x10” células/mL em PBS. A
seguir, 100 UL de cada suspensdo celular foram distribuidos em tubos FACS. As células
foram, entdo, incubadas com anticorpo anti-CD16/CD32 (Fc Block™ - PharMingen) na
concentragio de 0,5 pg/10° células durante 45 minutos, a 4°C para evitar a ocorréncia de
ligacdes inespecificas. Posteriormente, as células foram incubadas com os respectivos
anticorpos monoclonais de interesse (0,5 - 0,75 pg / 10° células) durante 30 minutos, a 4°C,
no escuro. Apds incubacio, as células foram lavadas com PBS contendo 2% de soro bovino
fetal por tubo, sendo o precipitado celular coletado através de centrifugacdo a 1500 rpm
durante 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o sedimento celular ressuspenso em 500 (L
de PBS contendo 1% de formaldeido, para a fixacdo das células. As preparacdes celulares
foram adquiridas no FACSort (Becton & Dickinson), tendo sido coletados 10.000 eventos por

amostra. Dentre as moléculas a avaliadas incluem-se CD4, CD8 e CD44.

3.12 - Determinacao da viabilidade das cepas micobacterianas

As cepas de M. tuberculosis H37Rv (ATCC-27294), armazenadas a -70°C, foram
repicadas em meio liquido 7H9 enriquecido com Middlebrook ADC (BD Biosciences, Sparks,
USA) e incubadas a 37°C, por 6 a 7 dias para o crescimento bacteriano. A suspensio
micobacteriana foi centrifugada a 3500 rpm por 15 a 20 minutos e o sedimento ressuspenso
em 2,0 mL de PBS estéril. A 100 uL desta suspensdo foram adicionados 100 pL de diacetato
de fluoresceina (2 pg/mL) e 100 pL de brometo de Etidium (10 mg/mL) (McDonough &
Kress, 1995). As micobactérias foram incubadas a 37°C por 10 minutos e a viabilidade foi
determinada em microscopia de fluorescéncia (Leica). As micobacterias com viabilidade
superior a 80% foram filtradas em pré-filtro com poro de 8 a 10 um (Millipore), para desfazer
grumos. Ao material filtrado foi adicionado PBS estéril para ajustar a leitura da densidade

6tica da suspensdo de bactérias correspondente a concentragio de 5 x 10° bacilos/mL. Como
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controle uma aliquota do inéculo utilizado na infec¢do foi plaqueado em meio de cultura

TH11.

3.13 - Infeccao desafio com M. tuberculosis H37Rv
Os animais previamente imunizados ha 30 ou 90 dias foram anestesiados por via intra-
peritoneal com 200 uL de tribromoethanol 2,5% (Acros Organics) e a traquéia foi exposta

para a administracdo de 100 puL da suspensdo de 5x10° bacilos/mL.

3.14 - Determinacao do nimero de Unidades Formadoras de Colonias (UFC)

Trinta dias apds o desafio, os animais foram mortos e os pulmdes pesados, cortados
em pequenos fragmentos e transferidos para um tubo de 50 mL contendo 15 mL da solugdo de
digestdo (Liberase 6 ng/uL em RPMI 0,5 pg/mL) para cada amostra e, em seguida, incubados
a 37°C, sob agitacio constante, durante 30 minutos. Apds a incubagdo, as células foram
dispersas com o auxilio de uma seringa de 10 mL e, em seguida, foram retiradas aliquotas
para o ensaio de unidade formadora de coldnia (UFC). As suspensdes de células foram
diluidas de forma seriada e 200 pL foram plaqueados em meio 7H11. O nimero de unidades
formadoras de coldnias foi avaliado apds incubacéo a 37°C por 3 a 4 semanas. Para confirmar
que as colonias contadas eram de micobactérias algumas delas foram colhidas diretamente da

placa, coradas pela técnica de Ziehl Neelsen e observadas ao microscopio Optico.

3.15 — Analise histopatolégica do pulméao

Trinta dias apés o desafio, os animais foram sacrificados e fragmentos dos pulmdes
foram fixados com 10 mL de solug@o de formol tamponado 10%. Cortes dos pulmdes foram
corados por hematoxilina e eosina (HE) e pela técnica de Ziehl Neelsen e observadas ao
microscopio optico. A andlise das ldminas foi feita com o auxilio do Professor Dr. Edson
Garcia Soares do Departamento de Patologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,

USP.

3.16 — Estudo da migracao celular: bolha de ar

Ap6s sedagdo, animais da linhagem BALB/c (n = 3) receberam uma inje¢do de 5 mL
de ar estéril na regido dorsal no primeiro dia do experimento e no quarto dia receberam mais 3
mL de ar. No sexto dia, foi injetado nas bolhas 1mg das formulacdes e, no sétimo dia os
animais foram sacrificados. As células foram obtidas do lavado da bolha com o auxilio de um

cateter acoplado a uma seringa contendo 3 mL de solu¢cdo de PBS estéril. As células assim
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obtidas foram contadas por meio da coloragdo com a solugdo de azul de Trypan 0,1% em
camara de Neubauer (dilui¢do 1:5). A contagem diferencial das células presentes nos lavados
foi realizada em esfregacos preparados em citocentrifuga e corados pelo corante Rosenfeld,
sendo contadas 100 células em diferentes campos, com aumento de 100x conforme j4 descrito

por Faccioli e colaboradores (1990 e 1991).

3.17- Analise estatistica

Os resultados foram expressos como média * erro padrdo. Para a comparacido dos
resultados obtidos foi utilizado o teste Tukey apds a andlise de varidncia ANOVA. Foram
consideradas estatisticamente significantes as diferencas com p<0,05. Nos ensaios de protecio
foram consideradas significativas as reducdes de 100 vezes em relacio ao animal ndo
imunizado e desafiado. Este valor é determinado em fun¢ao da protecdo que o BCG promove

em BALB/c, reduzindo a carga micobacteriana cerca de 100 vezes.
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Resultados

4.1 - Obtencao da proteina Hsp65 recombinante para o preparo das formulacoes
vacinais

4.1.1 —Purificacdo da Hsp65 recombinante (Hsp65a) e remogdo do LPS pela técnica
de separacdo de fases com Triton X-114

A proteina recombinante utilizada em nossos experimentos vinha sendo purificada por
um sistema simples de precipitacio com sulfato de amonio gerando um produto com
contaminantes protéicos e altos niveis de contaminagdo por endotoxina. Conforme pode ser
observado na Figura 1 a solucdo de proteina Hsp65 recombinante mostrava-se pouco
purificada nao s6 pela presenca de outras bandas de proteina como também pelos niveis de
endotoxina detectados por meio do teste de LAL. Entretanto, registros mais antigos do
laboratério mostravam que, inicialmente, a proteina Hsp65 recombinante tinha uma expressao
melhor se comparada a atual (dados ndo mostrados). Apesar dos estudos terem sido iniciados
com a proteina pouco purificada (Hsp65a), paralelamente, fomos trabalhando para a remocgao
desses contaminantes. A primeira estratégia utilizada para a remocdo de endotoxinas da
solucdo da proteina Hsp65 foi a técnica de separacdo de fases usando o detergente Triton X-
114 (AIDA & PABST, 1990). A quantidade de LPS presente na solucdo de proteina, expressa
em Unidades de Endotoxina (UE) por pg de proteina, foi reduzida em cerca de 100 vezes
apos esse tratamento, passou de 50 UE/ug de proteina para 0,5 UE/ug. Apesar de remover a
endotoxina de forma eficiente houve uma grande perda de proteina Hsp65a, sendo esta
proporcional a perda das proteinas contaminantes, ou seja, o tratamento com Triton X-114

ndo aumentou a pureza da proteina Hsp65a.

<4 rHsp65

Figura 1: Proteina Hsp65a. Gel de poliacrilamida 12,5% (SDS-PAGE) mostrando a proteina Hsp65
recombinante (seta). Bactérias E. coli BL21, transformadas com o plasmideo PIL161 contendo o gene
da Hsp65, foram cultivadas em caldo LB (contendo 100 pg/mL de ampicilina) e quando a D.O.gp0pm
atingiu 0,6 a expressdo da proteina foi induzida pela adicdo de IPTG para a concentragdo final de
ImM. Apds 18 horas de incubagdo a 37°C e sob agitacdo constante de 250 rpm a biomassa de
bactérias foi concentrada por centrifuga¢do para purificacdo da proteina. A proteina Hsp65 foi
expressa na forma de corpos de inclusdo e a sua purificagio foi feita em condi¢cdes desnaturantes por
precipitacdo com sulfato de amodnio. Canaletas: 1) Padrdo de peso molecular (kDa); 2) Amostra de
rHsp65 purificada.
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4.1.2 — Resposta imune induzida apos a vacinagcdo com formulagoes contendo
Hspé65a tratada com Triton X-114

A proteina obtida apés o tratamento com o Triton X-114 foi utilizada para preparar
formulagdes de microesferas as quais foram utilizadas em estudos de imunogenicidade. Para
isso camundongos BALB/c receberam uma injecdo em dose tnica de 5 mg das formulagdes
de microesferas contendo a proteina tratada com Triton X-114 (0,98 ng de Hsp65/mg) ou sem
tratamento (1,05 pg/mg). A formulacdo contendo a proteina tratada apresentou uma menor
quantidade de LPS (1,05 EU/mg de formulagdo) e foi chamada de Me-Hsp65-LPS"*°. A
formulag@o contendo a proteina sem tratamento apresentou maior quantidade de LPS (>105
EU/mg de formulagdo) e foi denominada Me-Hsp65-LPS™. Nossos resultados mostraram
que a remocdo parcial do LPS promoveu uma mudanga significativa na resposta imune
especifica induzida por formulagdes de microesferas contendo essa proteina. A razdo
IgG2a/IgG1 para a formulagdo com maior quantidade de LPS mostrou uma resposta mais
polarizada para o padrio Thl em relacdo a proteina menos contaminada pela endotoxina
(Figura 2A). A produgdo de IFN-v inespecifica, mas ndo a especifica, e a proliferagdo celular
frente a ambos os estimulos foram significativamente maiores nos animais que receberam
Me—Hsp65—LPS"‘lt°, Figuras 2B e 2C . Esses resultados confirmam que o LPS € capaz de
exercer um efeito inespecifico (adjuvante) sobre a resposta imune e justificam, portanto, a sua
remocdo ou reducdo nas solucdes de proteina utilizadas em formulacdes vacinais.

Apesar da técnica de purificagdo com detergente ser eficiente na reducdo do LPS da
solu¢do de Hsp65, a completa remogdo do detergente desta solucdo ndo foi alcangada. Para
tentar remover a quantidade residual de Triton X-114 utilizou-se uma resina com afinidade
pelo detergente e filtracdo tangencial, porém, nenhuma das metodologias foi eficaz na
remocdo. A presenga do detergente na solucdo de proteina impossibilitou o seu uso in vitro,
para re-estimular células em cultura, devido a toxicidade celular. Desta forma, diante da
toxicidade in vitro, da perda de cerca de metade da proteina apds o tratamento com o triton X-
114 e da baixa pureza da proteina purificada buscou-se uma nova estratégia para a expressio e

purificacdo da Hsp65.
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Figura 2: Resposta imune induzida apds a vacinagio com microesferas contendo Hsp65a-LPS™ ou
Hsp65a-LPS"™. A) Razio IgG2a/IgGl, calculada a partir dos titulos de anticorpos anti-Hsp65a
determinados por ELISA. B) Producéo de IFN-y; C) Proliferacdo celular. Células do baco de animais
vacinados com formulagdes de microesferas contendo Hsp65a-LPS™ ou Hsp65a-LPS™™, obtidas
apos 35 dias da vacinagdo, foram re-estimuladas in vitro com Con A, Staphilococcus aureus (SAC) ou
a proteina rHsp65a com alta contaminagdo por LPS. As formulagdes apresentaram a seguinte
quantidade de LPS: formulagdo vazia 0,059 UE/mg e a formulagdo contendo a Hsp65-LPS™ >105
UE/mg e a formulagdo contendo a Hsp65-LPS"*° 1,052 UE/mg. E o tamanho médio das particulas foi
de 4,19, 5,57 e 8,82 um, respectivamente.
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4.1.3 —-Obtengdo da Hsp65 recombinante (Hsp65b): clonagem do gene da Hsp65 de
M. leprae no vetor pET28a , expressdo e purificacdo da proteina recombinante

A fim de melhorar a purificagdo utilizando técnicas cromatograficas, o gene da
proteina Hsp65 foi clonado no vetor de expressdo pET28a, que insere uma cauda de histidina
na proteina a ser expressa, possibilitando sua purificacdo por cromatografia de afinidade por
metal. Ap6s a obtencdo de um clone bacteriano com o gene da proteina de interesse foi feito o
sequenciamento do gene da Hsp65. Por meio da sua amplificagdo com primers especificos
obteve-se uma sequéncia génica homologa a sequéncia original da Hsp65 de M. leprae e o
clone dessa sequéncia foi considerado adequado para a purificacdo da proteina recombinante.
Com esse clone de bactérias foi preparado um banco de células de referéncia (BCR) e um
banco de trabalho (BCT) os quais foram armazenados em freezer a —70°C. Em seguida, foram
feitos testes para avaliar a expressdo da proteina recombinante e para ajustar as condicdes de
temperatura, concentra¢do do indutor de expressdo (IPTG) e do tempo para a indugdo da
expressdo. Na Figura 3 foram mostrados os niveis do produto expresso apds indugdo da
cultura bacteriana por 18 horas a 30°C com 300mM de IPTG, melhor condi¢do de expressao.
Pode-se observar que a proteina foi expressa em altos niveis e estd concentrada na por¢ao
insolavel (corpos de inclusdo), ja que estd presente no sedimento do lisado da cultura de
bactérias, o que faz necessdria a utilizacdo de condi¢des desnaturantes para a purificacdo da

proteina.

<4 rHsp65

Figura 3: Proteina rHsp65b. Gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) mostrando a expressdo da
proteina Hsp65 (seta). Bactérias E. coli ER2566, transformadas com o plasmideo pET28a contendo o
gene da Hsp65, foram cultivadas em caldo LB (contendo 30 pg/mL de canamicina) e quando a
D.O.¢00um atingiu 0,6 a expressdo da proteina foi induzida pela adicdo de IPTG para a concentracdo
final de 0,3mM. Ap6s 18 horas de incubagdo a 30°C e sob agitacdo constante de 250 rpm a biomassa
de bactérias foi concentrada por centrifugacdo para purificagdo da proteina. A proteina (Hsp65b) foi
expressa na forma de corpos de inclusdo e a sua purificacdo foi feita em condigdes desnaturantes.
Neste gel sdo mostrados apenas os produtos obtidos apds a lise e solubilizagdo da biomassa de
bactérias (sobrenadante e sedimento do lisado). Canaletas: 1) Amostra do crescimento bacteriano antes
da indugdo, 2) Amostra do crescimento bacteriano apds a inducgd@o; 3) Sobrenadante do lisado de
bactérias e 4) Sedimento do lisado de bactérias.
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A identidade da proteina expressa foi confirmada por meio de um immunoblotting. A
Figura 4 mostra uma banda de peso molecular aproximado de 65kDa, a qual foi reconhecida
pelo anticorpo especifico para Hsp65 (CL44). A especificidade da revelacao foi demonstrada
pela observagdo de que a banda da proteina BSA mostrada na Figura 4A nio foi identificada

em 4B pelo anticorpo especifico.
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Figura 4: Identificacdo da proteina rHsp65b. A) Gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE) corado por
comassie e B) Imunoblotting. As amostras foram aplicadas em dois géis de poliacrilamida 10% e apds
a corrida eletroforética um dos géis foi corado por Coomassie Blue e o outro foi transferido para uma
membrana a qual foi incubada com o anticorpo anti-Hsp65 (CL44) para a identificacdo da proteina

recombinante. 1) Padrio de peso molecular (kDa); 2) 8 g de BSA; 3) Produto expresso (Hsp65) antes
da purificag¢do por cromatografia.

Ap6s a caracterizagdo inicial da proteina foram estabelecidas as condi¢des para a sua
purificacdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) utilizando a técnica de
afinidade por metal em coluna HiTrap (HiTrap chelating, GE Healthcare). Assim, a biomassa
de bactérias obtida apds a inducdo da expressdo de Hsp65 foi lisada em homogeneizador de
alta pressdo, solubilizada em tampdo fosfato contendo 5 M de uréia e S mM de imidazol e
essa amostra foi utilizada na purificagdo da Hsp65b por cromatografia. Como o objetivo
principal foi o de obter uma proteina com quantidades reduzidas de endotoxinas (LPS), entdo
os cuidados durante a purificacdo foram intensificados. Os tampdes foram preparados com
dgua livre de endotoxinas e em recipientes previamente despirogenizados. A matriz da coluna
cromatogrifica e o sistema de tubos do cromatdgrafo (AKTA Purifier, GE Healthcare)
também foram despirogenizados antes da aplicacio da amostra. Durante as etapas da
purificacdo foram recolhidas aliquotas para andlise em gel de acrilamida. Conforme
apresentado na Figura 5A a fracdo A representa a parcela de proteinas que ndo se ligou a
matriz durante a aplicacdo da amostra (Figura 5B canaleta 3). A fragdo B corresponde ao
inicio da etapa de lavagem da coluna com o tampao fosfato contendo 5 M de uréia e 5 mM de
imidazol (Figura 5B, canaleta 4) e a fracdo C, ao final dessa etapa (Figura 5B, canaleta 5). As
fragcdes D e E correspondem a elui¢do de proteinas que se ligam mais fracamente a resina,

pela passagem de um tampao fosfato contendo 5 M de uréia e 50 mM de imidazol (Figura 5B,
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canaletas 6 e 7). A fragdo F representa a Hsp65 eluida com o tampao fosfato contendo 5 M de
uréia e 300 mM de imidazol (Figura 5B, canaletas 8 € 9). A fracdo G corresponde ao final da
eluicdo da proteina de interesse. Pode-se observar ainda que, apds a cromatografia, a amostra
da proteina purificada apresentou-se mais concentrada e os principais contaminantes foram
eliminados (Figura 5B, canaletas 8 e 9). Apds a didlise da fracdo F contra dgua livre de
endotoxina, a solu¢do de proteina foi submetida ao teste de LAL para determinacdo da
quantidade de endotoxina (UE). O lote de proteina utilizado para o encapsulamento em
microesferas apresentou 1UE/ug de proteina. A quantidade de endotoxina na solugdo de
proteina antes da purificacdo era >100 EU/ug. Assim, apds a cromatografia houve uma
reducdo de endotoxina de pelo menos 100 vezes. A concentragdo de proteinas totais foi

determinada utilizando-se o reagente de Coomassie Blue.
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Figura 5: Passos da purificacdo da proteina rHsp65b. A) Cromatograma representativo da
purificacdo da Hsp65 por CLAE (cromatografia de afinidade) e B) Gel de poliacrilamida 10% (SDS-
PAGE) mostrando os produtos obtidos na corrida cromatogréfica para a purificacdo da Hsp65. A
proteina solubilizada em um tampao fosfato contendo 5 M de Uréia e 5 mM de Imidazol (T) foi
aplicada na coluna cromatografica e ap6s dois passos de lavagem, com T seguido de um tamp@o
fosfato contendo 5 M de Uréia e 50 mM de Imidazol (T1), a proteina recombinante foi eluida da
coluna com um tampdo fosfato contendo 5 M de Uréia e 300 mM de Imidazol (T2). Canaletas: 1) 10
ug de BSA; 2) Sedimento do lisado de bactérias; 3) Fragdo A; 4) Fracdo B; 5) Fracdo C; 6) Fracdo D;
7) Fragao E; 8) Frac@o F; 9) Fracdo F diluida 2 vezes e 10) Fracdo G da corrida cromatogréfica
esquematizada em A.
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4.1.4 — Comparagdo das respostas as proteinas rHsp65a e rHsp65b utilizadas em
ELISA para detecgdo de anticorpos e como estimulo para culturas “in vitro”

Para verificar se a proteina obtida com a nova construcdo plasmideal poderia
substituir a antiga sem prejuizo para as avaliacdes da resposta imune humoral e celular, além
da caracterizacdo da proteina em gel de poliacrilamida, também foi analisada a sua
imunogenicidade. Conforme foi mostrado na Figura 6A, a utilizagdo da proteina mais
purificada (Hsp65b) para sensibilizar placas de ELISA para a detec¢do de anticorpos anti-
Hsp65 gerou resultados similares aqueles obtidos quando se utilizou a proteina menos
purificada (Hsp65a). A proteina purificada também foi utilizada para re-estimular culturas in
vitro, para a deteccdo de IFN-y. Conforme pode ser observado na Figura 6B a proteina
Hsp65a estimulou uma resposta inespecifica compardvel aquela induzida pela concanavalina
A (um estimulante policlonal cldssico). Nesta mesma figura mostrou-se que a remogao parcial
da endotoxina (Hsp65b) minimizou esse efeito inespecifico. A utiliza¢do de polimixina B, um
antagonista do LPS, em conjunto com ambas as proteinas (Hsp65a ou Hsp65b) também
reduziu significativamente a inespecificidade das respostas induzidas por elas. Assim, a
proteina Hsp65b passou a ser utilizada para re-estimular as culturas in vitro na presenca de
polimixina B. Vale ressaltar ainda que, em um outro experimento confirmou-se a
especificidade da resposta detectada. Nesse experimento, apenas células do bago de animais
vacinados com DNA-Hsp65 responderam frente a re-estimulagdo com a proteina quando
comparada com a resposta do grupo controle, que recebeu salina (ndo mostrado). Apds a
andlise desses resultados passou-se a utilizar a proteina purificada da nova construcio

plasmideal (Hsp65b) nos ensaios de culturas e nos experimentos in vivo.
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Figura 6: Comparagdo da resposta as proteinas rHsp65a e rHsp65b em ELISA e culturas “in
vitro”. A) Titulo de anticorpos anti-Hsp65 de um soro padrdo determinado por ELISA, utilizando-se
para sensibilizar a placa a proteina Hsp65a (menos purificada) ou Hsp65b (mais purificada). B) Nivel
de IFN-y induzido apds cultura de células do baco na presenga de Concanavalina A ou das proteinas

rHsp65a ou rHsp65b, na auséncia ou presenca de polimixina B (30 [g para 5 x 10° células em
cultura). Animais BALB/c foram vacinados com microesferas contendo proteina Hsp65a e apds 35
dias da imuniza¢do foram mortos. As células do bago foram utilizadas para a cultura celular e re-
estimulac@o in vitro e o soro foi utilizado para a detec¢do de anticorpos. * p< 0,05 e **p< 0,001,
diferenca em relacdo ao respectivo controle, sem polimixina. Hsp65a e Hsp65b também foram
estatisticamente diferentes (p<0,05).
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4.2 - Formulacao de vacinas contendo Hsp65a ou Hsp65b e adjuvantes encapsulados em
microesferas biodegradaveis: caracterizacio das formulacoes e estudo da
imunogenicidade

4.2.1- Caracterizacdo das formulagoes vacinais

As formulagdes vacinais foram obtidas conforme descrito no item 3.3 onde,
resumidamente, a proteina Hsp65 e/ou os adjuvantes (Poliarginina, KLK ou CpG 1668) foram
encapsulados em microesferas de PLGA 50:50. O primeiro passo apds a formulagdo das
vacinas com as proteinas Hsp65a (menos purificada, contendo cerca de 50 EU de endotoxina
por ug de proteina) ou Hsp65b (mais purificada, contendo cerca de 1 EU de endotoxina por
ug de proteina) foi a sua caracterizagdo, quanto a quantidade de proteina encapsulada e ao
tamanho das particulas. Inicialmente, a quantificacdo da proteina encapsulada foi feita por
espectrofotometria utilizando-se o reagente Comassie para ensaios com proteinas (método de
Bradford). Entretanto, esse método de doseamento ndo foi eficiente para a quantificacio da
proteina co-encapsulada com os adjuvantes. As leituras da absorbancia de amostras contendo
apenas o adjuvante foram superiores as leituras de amostras contendo o adjuvante e a
proteina, sugerindo que os adjuvantes interferiram no doseamento. Diante disso, as mesmas
amostras utilizadas para o doseamento da proteina por espectrofotometria, foram aplicadas em
gel de acrilamida para a corrida eletroforética. Como mostrado nas Figuras 7 e 8, apds a
solubilizacdo das microesferas em acetonitrila, a proteina recombinante Hsp65 foi
eficientemente extraida da matriz polimérica e pode ser visualizada em gel. Nas canaletas 2,
3 e 4 do gel de poliacrilamida (Figura 7) observou-se a banda de Hsp65a. Esse resultado
mostra que a proteina foi encapsulada nas microesferas de PLGA. Apesar de néo ter sido
quantificada pela técnica de Bradford, a andlise do gel por densitometria revelou que
quantidades similares da proteina (considerando apenas a banda da Hsp65) foram
encapsuladas nas trés formulagdes (cerca de Ipg/mg de particula). Nesse mesmo gel
aparecem algumas outras bandas de peso molecular menor que o da proteina de interesse.
Essas bandas correspondem as proteinas contaminantes remanescentes do processo de
purificacdo, conforme também mostrado na Figura 1. A eficiéncia do encapsulamento da
proteina Hsp65a foi baixa e correspondeu a 20% para as diferentes formulagdes. As taxas de
encapsulamento dos adjuvantes ndo foram determinadas, entretanto, como os adjuvantes
foram solubilizados na mesma fase aquosa onde a proteina estava presente assumimos que os

mesmos também foram encapsulados.
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Figura-7: rHsp65a extraida das formulacées vacinais. Gel de poliacrilamida 12,5% contendo SDS
mostrando a proteina Hsp65 encapsulada na microesfera de PLGA. Amostras de Hsp65a obtidas ap6s
a solubilizacdo de cerca de 3 mg das microesferas em acetonitrila, foram tratadas sob condicdes
redutoras e, em seguida, foram aplicadas em canaletas no gel de poliacrilamida, submetidas a corrida
eletroforética e coradas pelo método do nitrato de prata (NESTERENKO et al, 1994). Canaletas: 1)
Padrdao de peso molecular (kDa); 2) Microesfera contendo Hsp65a+KLK; 3) Microesfera contendo
Hsp65a+Poliarginina; 4) Microesfera contendo Hsp65a; 5) 10 ug BSA; 6) 5 ug BSA; 7) 2 ug BSA e
8) 1 ug BSA.

Como mostrado na Figura 8, a proteina recombinante Hsp65b foi eficientemente
extraida da matriz polimérica e pode ser visualizada nas canaletas 3, 4, 5 e 6 do gel de
poliacrilamida. A andlise do gel, por densitometria, revelou que quantidades similares da
proteina foram encapsuladas nas quatro formulacdes (cerca de 1pg/mg de particula). Esse
resultado mostra que a proteina foi encapsulada nas microesferas de PLGA com uma
eficiéncia cerca de 7%, menor que a observada para as formulagdes com a proteina Hsp65a.
Cabe destacar aqui que a proteina extraida dessas formulagdes ndo apresentou bandas

contaminantes como aquelas mostradas na Figura 7.
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Figura 8: rHsp65b extraida das formulacdes vacinais. Gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE)
mostrando a proteina Hsp65b extraida da microesfera de PLGA. Amostras de Hsp65b obtidas apés a
solubilizacdo das microesferas com acetonitrila foram tratadas sob condicdes redutoras e, em seguida,
foram aplicadas em canaletas no gel de poliacrilamida, submetidas a corrida eletroforética e coradas
com Coomassie Blue. Canaletas: 1) Peso molecular (kDa); 2) Microesfera vazia; 3) Microesfera
contendo Hsp65b; 4) Microesfera contendo Hsp65b+Poliarginina; 5) Microesfera contendo
Hsp65b+KLK; 6) Microesfera contendo Hsp65b+CpG; 7) 20 ug BSA; 8) 10 ug BSA; 9) 5 ug BSA e
10) 2 ug BSA.
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Outro estudo realizado foi o da liberacdo da proteina encapsulada in vitro. Como
mostrado na Figura 9, a maior parte da proteina € liberada nos primeiros dias do ensaio e com
o passar do tempo sdo liberadas quantidades cada vez menores até a liberacdo de toda a
proteina encapsulada (30 dias). Assim que as particulas sdo reconstituidas em solugdo aquosa
a fracdo de proteina adsorvida & superficie do polimero e parte da proteina encapsulada sdo
liberadas por difusdo simples através dos poros das particulas. Com o passar do tempo a
matriz das microesferas sofre erosdo por hidrélise dos polimeros que a constitui e, assim,
novos canais se formam e a proteina encerrada na matriz € liberada por difusdo. Os resultados
mostram que, in vitro, a liberacdo do antigeno encapsulado pode ser sustentada por um
intervalo de tempo de trinta dias. No sistema in vivo uma formulagido que garanta a liberagio
sustentada do antigeno representa uma op¢do como vacina ji que permite a aplicacdo do
conceito de vacina de dose tnica. O tempo aproximado de biodegradagdo dessas microesferas
de PLGA nio foi avaliado, entretanto, dados da literatura revelam que € de cerca de 2 meses e
estd relacionado a proporcdo dos mondomeros de dcido latico e glicdlico, ao tamanho das

cadeias desses polimeros e ao tamanho das particulas (LEWIS, 1990).
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Figura-9: Perfil de liberacdo da proteina Hsp65 recombinante encapsulada. As microesferas de
PLGA 50:50 foram ressuspensas em tampao fosfato e incubadas a 37°C sob agita¢do. Em intervalos
de tempo pré-estabelecidos o sobrenadante foi recolhido e a quantidade de proteina foi doseada e
representada como a quantidade liberada acumulada.

O tamanho das microesferas ¢ um outro pardmetro de grande relevancia na
caracterizacdo de formulacdes particuladas e foi determinado por difratometria laser. Os
resultados obtidos da andlise das microesferas fornecem dados sobre o seu didmetro (média e
mediana), bem como, a distribuicio do tamanho dessas particulas. As particulas foram
desenhadas para apresentar um tamanho entre 1 e 10 um e a andlise das formulagdes por
difratometria laser (Figura 10) mostrou que esse objetivo foi alcancado. Na micrografia

mostrada na Figura 10, utilizando-se como pardmetro a escala de 10 wm, esses resultados

49



Resultados

foram visualmente confirmados, além disso, também foi possivel visualizar o aspecto geral
das particulas.
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Figura-10: Tamanho das microesferas de PLGA 50:50. Diametro e freqiiéncia da distribui¢do do
tamanho de particulas recém preparadas, determinados por difratometria laser utilizando o LA-900
(HORIBA Instruments). Em detalhe, dentro do gréfico, é apresentada uma micrografia eletronica de
varredura dessas microesferas (2000x).

Os resultados obtidos de grificos semelhantes ao representado na Figura 10,
mostraram que todas as formulagcdes apresentaram uma distribuicdo normal do tamanho das
particulas. Além disso, a maioria das formulagdes estd numa faixa de tamanho inferior a 10
wm (Tabelas 1 e 2), isso garante a sua vetorizacdo passiva para células fagocitarias. Nas
Tabelas foram mostrados: D 43, que representa o tamanho médio da particula (expresso como
diametro médio em volume); D o5, D g5 € D g9, que representam, respectivamente, os
diametros correspondentes a 10, 50 e 90 % da distribuicdo acumulada e Span que € o indice
que representa a polidispersidade, calculada por [(Dgo — Dg,1)/Dos]. Este dltimo é um
parametro importante porque demonstra o quanto a distribui¢do de tamanho € larga. Em
relacdo a esse parametro notou-se que as particulas mostradas na Tabela 1 apresentaram uma
polidispersidade menor que aquela observada para a maioria das formula¢des apresentadas na
Tabela 2. Isso significa que a faixa de distribui¢do de tamanho das particulas representadas na
Tabela 1 € menor que aquela observada para as formulacdes descritas na Tabela 2.

Ainda nas Tabelas 1 e 2 foram mostrados os niveis de endotoxina detectados em cada

formulacdo. Esse valor é resultante da quantidade de endotoxina encapsulada juntamente com
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a proteina e/ou do processo de formulacdo da microesfera. Para a detec¢ao de endotoxinas as
particulas foram reconstituidas em solu¢do aquosa e mantidas sob forte agitacio por cerca de
1 hora até o0 momento do uso no teste de LAL. Com esse procedimento, a proteina adsorvida
na superficie do polimero e parte daquela encerrada na matriz foi liberada para a solucgdo
aquosa, reproduzindo de forma acelerada as condi¢des iniciais de liberagcdo (Figura 9). Por
isso considerou-se o periodo de 24 horas como sendo a referéncia para a endotoxina detectada
pelo teste de LAL.

Conforme pode ser observado na Tabela 1, as formulagdes controles apresentaram
niveis variados de endotoxinas porém menores que aqueles observados nas formulacdes
contendo a proteina recombinante (Hsp65a). As formulacdes foram preparadas com a mesma
quantidade de proteina (mesmo lote) e, conforme observado na Figura 7, quantidades
similares da mesma foram encapsuladas. Assim, a quantidade de endotoxinas presentes nessas
formulagdes, apesar de terem sido expressas como >105 EU/mg, foram provavelmente
similares. A Farmacopéia Européia preconiza que o limite de contaminagdo por endotoxina,
para medicamentos administrados por via endovenosa, ndo ultrapasse SEU/Kg peso
corpéreo/hora. Assim, um camundongo com peso médio de 20g pode receber até
0,1EU/animal/hora. Os animais imunizados com 5 mg dessas formulacdes receberam entre
0,35-5,25 (controles) e >500 EU/animal (formula¢des contendo Hsp65a). Para calcular a
quantidade de EU/animal/hora considerou-se como referéncia o periodo de 24 horas para a
liberagdo da endotoxina detectada, conforme justificado no pardgrafo anterior. No caso das
formulagbes controle, as quantidades de endotoxina foram 0,014, 0,062 e 0,218
EU/animal/hora, ou seja, uma das formulacdes (vazia) apresentou o dobro de endotoxina
estabelecido como limite (0,1EU/animal/hora). Para as formulagdes contendo a Hsp65a os
niveis de endotoxina administrados aos animais foram maiores que 20,83 EU/animal/hora.
Assim, a quantidade de LPS presente nas formulagdes contendo a proteina recombinante
Hsp65a foi 200 vezes maior que o limite preconizado pela Farmacopéia e a presenca desse
contaminante pode influenciar na resposta imune desencadeada.

Na Tabela 2 observamos que todas as formulacdes apresentaram quantidades menores
que 1 EU de endotoxina por mg de microesfera. Os animais imunizados com 5 mg dessas
formulacdes receberam entre 0,1 — 3,9 EU (controles) e 1,5 — 1,79 EU/animal (formulacdes
contendo Hsp65b). A maioria das formulagdes controle (0,02; 0,016 e 0,04 EU/animal/hora)
apresentou quantidade de endotoxinas abaixo do limite preconizado (0,1EU/animal/hora),
entretanto, a formulacdo contendo a poliarginina apresentou 0,145 EU/animal/hora, 1,4 vezes

acima do limite. As quantidades de endotoxina nas formula¢des contendo a proteina Hsp65b
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estdo abaixo do limite preconizado (5 EU/Kg/hora = 0,1 EU/animal (20g)/hora). Os animais
vacinados com as formulacdes contendo Hsp65b receberam entre 0,06 e 0,074EU/animal/
hora. Comparadas as formula¢Ges apresentadas na Tabela 1 as quantidades de endotoxina
presentes nas formulacdes contendo a proteina Hsp65b foram muito menores (pelo menos 280
vezes) que aquelas detectadas nas formulacdes contendo a proteina recombinante menos

purificada (Hsp65a).

Tabela 1: Distribuicdo de tamanho das particulas e nivel de contaminacdo por endotoxina. O
diametro e a freqiiéncia da distribuicio do tamanho das particulas foram determinados por
difratometria laser utilizando o LA-900 (HORIBA Instruments). O nivel de contaminag¢do das

microesferas por endotoxinas foi determinado através do teste de LAL.

Distribuicao de tamanho das Nivel de endotoxina
Formulacoes particulas (um)* nas microesferas
D3 Dy, Doy Span (UE/mg)

Microesfera - vazia 4,19 2,10 6,19 098 1,05
Microesfera - Poliarginina 6,35 4,41 8,51 0,66 0,31
Microesfera — KLK 5,60 3,64 7,78 0,76 0,07
Microesfera — Hsp65a 6,80 2,9 9,30 0,89 >105
Microesfera — Hsp65a+Poliarginina 4,94 3,04 7,30 0,91 >105
Microesfera — Hsp65a + KLK 4,47 2,66 8,34 1,25 >105

* D 45 representa o tamanho médio da particula (expresso como didmetro médio em volume); D ¢;, D ¢se D o representam,
respectivamente, os didmetros correspondentes a 10, 50 ¢ 90 % da distribuicdo acumulada e Span € o indice que representa a
polidispersidade, calculada por [(Dgg — Dy 1)/Dg s].

Tabela-2: Distribuicdo de tamanho das particulas e nivel de contaminagdo por endotoxina. O
diametro e a freqiiéncia da distribuicio do tamanho das particulas foram determinados por
difratometria laser utilizando o SALD-2101 (SHIMADZU). O nivel de contaminagdo das microesferas

por endotoxinas foi determinado através do teste de LAL.

Distribuicao de tamanho das Nivel de endotoxina
Formulacoes particulas (um) * nas microesferas
D 43 D 0,1 D 0.9 Span (UE/mg)

Microesfera - vazia 4,78 3,28 7,47 0,83 0,111
Microesfera - Poliarginina 4,41 0,763 11,44 2,02 0,781
Microesfera — KLK 4,07 0,956 7,77 1,34 0,020
Microesfera - CpG 5,33 3,71 7,68 0,75 0,086
Microesfera — Hsp65b 3,89 0,78 8,99 1,66 0,304
Microesfera — Hsp65b+Poliarginina 4,50 0,86 9,74 1,68 0,358
Microesfera — Hsp65b+KLK 7,07 0,80 13,00 1,73 0,300
Microesfera — Hsp65b+CpG 5,10 3,81 6,70 0,57 0,313

* D 45 representa o tamanho médio da particula (expresso como didmetro médio em volume); D ¢, D ¢se D o representam,
respectivamente, os didmetros correspondentes a 10, 50 ¢ 90 % da distribuicdo acumulada e Span € o indice que representa a
polidispersidade, calculada por [(Dgg — Dy, 1)/Dgs].
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4.2.2 - Resposta imune humoral induzida apds a vacinacao

Para avaliar a duracdo da resposta imune in vivo os estudos de vacinagdo foram
realizados em dois periodos de tempo. Um grupo de animais vacinados foi monitorado por 30
dias, contados a partir da data da imunizacio e, o outro, por 90 dias. Assim, os camundongos
imunizados com 5 mg de cada formulacdo pela via intramuscular foram utilizados para o
estudo de imunogenicidade. Para isso foram determinados os niveis de anticorpos nos soros
dos animais ap6s 15, 30, 60 e 90 dias da imunizagao.

Os resultados apresentados nas Figuras 11 e 12 mostram que as formulagdes contendo
somente a proteina recombinante Hsp65a ou Hsp65b, administradas por via intramuscular,
induziram uma resposta imune humoral especifica contra Hsp65. Os titulos de anticorpos
anti-Hsp65 das subclasses IgG1 e IgG2a, presentes no soro dos animais vacinados, foram
superiores aqueles observados nos grupos controle, que receberam salina ou a formulacio
vazia.

A resposta induzida pelas formulacdes contendo Hsp65a+Poliarginina ou
Hsp65a+KLK foi equivalente aquela obtida somente com Hsp65a mas superior a resposta dos
grupos controles, vacinados com formulagdes contendo apenas os adjuvantes. Assim, a adicdo
dos adjuvantes as formulacdes contendo Hsp65a ndo aumentou a resposta humoral contra a
proteina Hsp65. A Figura 11 também mostra que esse padrdo de resposta foi sustentado até 90
dias e que a razdo IgG2a/IgG1 foi 1 apds 30 dias da imunizagdo tendo se mantido préxima de
1 nos grupos Hsp65a e Hsp65a+KLK e tendo aumentado significativamente no grupo

Hsp65a+Poliarginina 90 dias ap6s a imunizacdo (Figura 11C).
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Figura-11: Niveis de anticorpos anti-Hsp65a apds a vacinagd@o. A) Titulos de I1gG1; B) Titulos de
IgG2a e C) Razdo IgG2a/IgG1. Camundongos da linhagem BALB/c foram vacinados por via i.m. com
as formulagdes contendo rHsp65a e/ou os adjuvantes (Poliarginina e KLK) e receberam 10 ug de
rHsp65a por via endovenosa nos dias 29 ou 89 apds a vacinacdo. O sangue obtido 15, 30, 45, 60, 75 e
90 dias apds a vacinacgdo foi utilizado para separar o soro onde foi detectado o nivel de anticorpos
especificos por ELISA. Os titulos de anticorpos foram representados pela convers@o da diluicdo para
logaritmo decimal (Logjo). [* p< 0,05, comparacio em relacdo ao grupo Me-Hsp65a 90 dias e Me-
Hsp65a+Poliarginina 30 dias e ** p<0,01, comparacdo em relacdo ao grupo Me-Hsp65a+KLK 90
dias].
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Na resposta induzida pelas formulagdes contendo a proteina Hsp65b observou-se que
o titulo de IgG1 induzido por Hsp65b+CpG foi similar aquele induzido pela formulagdo de
Hsp65b e maior que Hsp65b+KLK. Os titulos de IgG2a induzido por Hsp65b+CpG foram
maiores que os demais grupos. As formula¢des contendo a Hsp65b+Poliarginina ou
Hsp65b+KLK induziram titulos menores que a formulag¢do contendo apenas Hsp65b (Figuras
12A e 12B). Esse ultimo resultado difere do que foi observado anteriormente quando se
encapsulou a proteina Hsp65a (menos purificada) com os adjuvantes, Poliarginina ou KLK.
Naqueles experimentos essas formulacdes também induziram respostas similares a da
formulag@o contendo Hsp65a (Figura 11). Também pode-se observar que 90 dias apds a
imunizacdo a razdo [gG2a/IgG1 aumentou para todos os grupos em relagdo aos respectivos
grupos avaliados 30 dias apds a imunizag@o. Entretanto, de forma significativa aumentaram
apenas nos grupos que receberam as formula¢des de Hsp65b e Hsp65b+CpG (Figura 12C).
Esses resultados sugerem que a presenga de maiores quantidades de LPS no inicio da resposta
parece favorecer um equilibrio na producdo de IgG2a/IgG1 (Figura 11C), enquanto que a
reducdo desse imunomodulador parece estar relacionada, no inicio dessa resposta, a um
favorecimento da produgdo de IgG1 em relagdo a IgG2a como mostra a Figura 12C. Esses
resultados estdo de acordo com aqueles apresentados na Figura 2A, onde mostramos que a
remocdo parcial do LPS, através do tratamento com Triton-X114, também promoveu
mudangas no padrio de imunoglobulinas induzidas apds imunizacdo com formulacdes
contendo a proteina com maior ou menor quantidade de LPS. Nessa mesma figura (2A)
também mostrou-se que o padrdo de resposta analisado pela razdo [gG2a/IgG1 é constante
durante os 30 dias em que se acompanhou a resposta imune humoral.

E interessante notar ainda que os titulos de anticorpos, se comparados ao perfil de
liberagdo da proteina, aumentam com a disponibilizagdo gradual do antigeno (Figura 9) e se
mantém mesmo apds a sua liberacdo completa (30 dias). Esses resultados reforcam que esse
tipo de liberacdo controlada do antigeno é importante para a sustentacdo da resposta imune e
muito interessante do ponto de vista pratico porque a resposta € sustentada sem a necessidade

de doses complementares de refor¢o da proteina.
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Figura 12: Niveis de anticorpos anti-Hsp65b apos a vacinacdo. A) 1gG1; B) IgG2a e C) Razdo
IgG2a/IgG1. Camundongos da linhagem BALB/c foram vacinados por via i.m. com as formulagdes
contendo rHsp65b e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK e CpG) e receberam 10 pg de rHsp65b por via
endovenosa nos dias 29 ou 89 apds a vacinagdo. O sangue obtido 15, 30, 45, 60, 75 e 90 dias apds a
vacinacdo foi utilizado para separar o soro onde foi detectado o nivel de anticorpos especificos por
ELISA. Os titulos de anticorpos foram representados pela conversdo da diluicdo para logaritmo
decimal (Logy). [* p<0,05 diferenca em relacdo a Hsp65b 30 dias e ** p<0,01 diferenca em relagéo a
Hsp65b+CpGl.
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4.2.3 — Resposta imune celular induzida apés a vacinagdo
» 30 dias apos a vacinacdo

Para determinar o padrdo de resposta celular induzido pelas diferentes formulagdes,
camundongos BALB/c receberam uma injecdo intramuscular de 5 mg de microesferas
contendo a proteina (Hsp65b) e/ou os adjuvantes (KLK, Poliarginina ou CpG). Apds 30 dias
dessa imunizacdo esses animais foram mortos e as células do bago foram re-estimuladas in
vitro com Concanavalina A (Con-A) ou com Hsp65b e apds 48 horas de incubacdo os
sobrenadantes foram recolhidos e congelados, para a posterior quantificacdo de citocinas por
ELISA.

Conforme mostrado na Figura 13, apds 30 dias da imunizacdo os animais que
receberam microesferas contendo Hsp65b foram capazes de responder de forma especifica ao
antigeno Hsp65b. Em relacdo a producdo de IFN-y observou-se que tanto a formulacdo
contendo apenas a proteina quanto aquelas contendo proteina mais os adjuvantes induziram
niveis similares dessa citocina frente ao estimulo especifico da Hsp65b recombinante (Figura
13A). Essa resposta foi maior que a induzida por formulagdes controle, microesfera vazia ou
contendo apenas o adjuvante. Os grupos Hsp65b+Poliarginina e Hsp65b+CpG induziram
aumento significativo nos niveis dessa citocina quando comparados com 0s respectivos
controles, ndo estimulados. Outras citocinas avaliadas foram a IL-12 e IL-10, nesse caso
também se observaram similaridades na resposta dos grupos que receberam as formulacdes
contendo a proteina (Figuras 13B e 13C). A produgdo de IL-12 pelos grupos-controle tanto
ndo estimulados (meio de cultura) ou estimulados com Hsp65b foi maior que a dos grupos
que foram vacinados com Hsp65b e/ou adjuvantes (Figura 13B). A producdo de IL-10
especifica foi significativamente maior no grupo vacinado com Hsp65b+KLK (Figura 13C).
Esses resultados mostram que apds 30 dias da imunizagdo os animais que receberam as
formulagdes contendo Hsp65b+Poliarginina, Hsp65b+KLK e Hsp65b+CpG desenvolveram
respostas imunes especificas tendendo para o padrdo Thl, uma vez que induziram niveis
significativos de IFN-y. Animais vacinados com Hsp65b+KLK induziram niveis
significativos de IFN-y e também IL-10, tendendo portanto a um padrido de resposta misto

Th1/Th2.
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Figura 13: Resposta celular induzida apos 30 dias da vacinacdo com formulagcoes contendo
rHsp65b. A) IFN-v; B) IL-12 e C) IL-10. Camundongos BALB/c foram vacinados por via i.m. com as
diferentes formula¢des contendo rHsp65b e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK ou CpG), receberam 10
g de rHsp65b por via endovenosa no dia 29 e foram mortos no dia 30 apds a vacinagdo. Células totais
do bago desses animais foram re-estimuladas in vitro com rHsp65b ou Con A e apds 48 horas de
cultura os sobrenadantes foram recolhidos para a detec¢do de citocinas por ELISA. [*p<0,05 e
**p<0,01, comparacdo realizada com os respectivos controles ndo estimulados (meio) ou sé

adjuvante]
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» 90 dias apos a vacinacdo

Um outro objetivo desse trabalho seria formular uma vacina que induzisse uma
protecdo de longa durag@o apds unica administracdo. Por isso, também foram realizados os
ensaios de imunogenicidade apés 90 dias da vacinacdo com as formulacdes desenvolvidas.
Em relacdo a produgio de citocinas observou-se que a resposta imune especifica avaliada pela
re-estimulag@o de células com a proteina Hsp65b recombinante foi pequena se comparada a
resposta observada apds 30 dias da imunizagdo (Figura 14).Vale salientar que, em ambos os
periodos avaliados a resposta frente ao estimulo inespecifico foi menor nos grupos que
receberam formulagcdes contendo Hsp65b co-encapsulada ou nd3o com os adjuvantes.
Sugerindo, portanto, que aos 90 dias a resposta imune contra Hsp65 diminuiu e indicando a
necessidade de se pensar em uma estratégia para reforgar a resposta imune especifica.

A produgdo de IFN-y frente ao estimulo da proteina Hsp65 recombinante tendeu a ser
maior nos animais que receberam as formulag¢des contendo Hsp65b+CpG ou Hsp65b+KLK,
embora ndo tenha sido uma diferenca estatisticamente significativa em relacdo ao grupo
imunizado com formula¢@o contendo apenas a proteina (Figura 14A).

A producio especifica de IL-12 foi maior nos grupos que receberam as formulacdes
contendo Hsp65b+CpG, Hsp65b+KLK ou formulacio vazia em relagdo ao grupo que recebeu
salina (Figura 14B) e a produgdo de IL-10 foi inferior ao menor ponto da curva padrio para a

quantificagdo dessa citocina e, por esse motivo, ndo foi mostrada.
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Figura 14: Resposta celular induzida apos 90 dias da vacinacdo com formulagcoes contendo
rHsp65b. A) IFN-y e B) IL-12. Camundongos BALB/c foram vacinados por via i.m. com as
diferentes formula¢des contendo rHsp65b e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK ou CpG), receberam 10
ug de rHsp65b por via endovenosa no dia 89 e foram mortos no dia 90 apds a vacinagdo. Células totais
do bago desses animais foram re-estimuladas in vitro com rHsp65b ou Con A e apds 48 horas de
cultura os sobrenadantes foram recolhidos para a detec¢do de citocinas por ELISA. [* p<0,05
diferanca em relacdo Me-Hsp65b e Hsp65b+KLK e Me-Hsp65b+CpG diferente ainda de Me-CpG].
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4.2.4 — Expressdo de moléculas de superficie celular

» 30 dias apos a vacinagdo

Outro parametro utilizado para avaliar a resposta imune foi a expressdo de marcadores
imunolégicos na superficie de células obtidas do linfonodo popliteo de animais imunizados
com as diferentes formulagdes. O CD44 é uma molécula de adesdo importante para o
direcionamento de linfécitos ao tecidos e a sua expressdo em alta quantidade (CD44"¢") na
superficie celular serve como um marcador de ativacdo. Por isso, foi estudada a expressdo de
CD44 nas populagdes de células CD4 ou CD8. Vale salientar que essas células foram
amplamente estudadas e caracterizadas por nosso grupo, de modo que os fendtipos que
desempenham um papel essencial na protecio contra tuberculose experimental foram
descritos em trabalhos anteriores (BONATO et al, 1998; SILVA & LOWRIE, 2000). Nossos
resultados mostraram que a administracio das formula¢des contendo Hsp65b ou
Hsp65b+adjuvantes, ou ainda, somente os adjuvantes ndo promoveram mudancas
significativas na populagao de células CD4 e CD8, que co-expressam CD44 nos linfonodos
drenantes da regido onde foi administrada a vacina (Figura 15A). Entretanto, observou-se
uma diminuicdo da expressdo de CD44"" em CD4 no grupo que recebeu formulagdo
contendo Hsp65b+Poliarginina (Figura 15B). Esses resultados mostram que houve uma

manutengdo da populacio de células presentes nos linfonodos drenantes (popliteos).
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Figura 15: Expressdo de CD44 em células CD4 ou CD8 de LN apés 30 dias da vacinacdo.
Camundongos BALB/c foram vacinados por via i.m. com as diferentes formula¢des contendo rHsp65b
e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK ou CpG) e foram mortos 30 dias apds a vacinag¢do. Células dos
linfonodos popliteos (LN) foram marcadas com anticorpos fluoresceinados anti-CD4 ou CDS8 e anti-
CD44 e analisadas em citometro de fluxo. * p<0,05.

» 90 dias apos a vacinagdo

Quanto a presenca de CD4 e CDS expressando CD44 apds 90 dias da imunizagdo, tal
como aos 30 dias n3o houve mudangas significativas na populagdo dessas células no
linfonodo (Figura 16A). A quantidade de células expressando CD4/CD44"¢" ¢ CD8/CD44™¢"
aumentou nos grupos que receberam as formulagdes contendo Hsp65b e adjuvantes,
entretanto, o aumento s foi significativo para a formulagdo Hsp65b (Figura 16B). Isso mostra
que houve uma mudanga na populacdo de células presentes nos linfonodos popliteos de
animais que receberam alguma formulacido contendo a proteina Hsp65. Cabe aqui descrever
que a porcentagem de células que apresentaram o fenStipo CD44™€" foi menor aos 90 dias
quando comparado com 30 dias de imunizacdo. Desta forma, mostrou-se mais uma vez que a

resposta imune foi diminuindo ao longo do tempo apds a imunizagdo.
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Figura 16: Expressdo de CD44 em células CD4 ou CD8 de LN apés 90 dias da vacinacdo.
Camundongos BALB/c foram vacinados por via i.m. com as diferentes formula¢des contendo rHsp65b
e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK ou CpG) e foram mortos 90 dias apds a vacinac¢do. Células dos
linfonodos popliteos (LN) foram marcadas com anticorpos fluoresceinados anti-CD4 ou CDS8 e anti-
CD44 e analisadas em citometro de fluxo. *p<0,05, diferente em relacdo aos controles (adjuvantes).
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4.2.5 — Resposta imune humoral nos animais imunizados e infectados

Ap6s verificar que as diferentes formulagdes contendo Hsp65 e/ou adjuvantes foram
capazes de induzir uma resposta imune especifica, foram realizados os ensaios para avaliar a
capacidade dessas formulagdes vacinais em induzir prote¢do contra a infec¢do. Para isso, 30 ou
90 dias apds a vacinagdo os animais foram infectados com a cepa de M. tuberculosis H37Rv e 30
dias ap6s esse desafio foram mortos. O sangue desses animais foi obtido por pung¢éo cardiaca, o
soro separado e, em seguida, utilizado para avaliar os niveis de anticorpos anti-Hsp65.

Aqui apresentamos novamente os resultados obtidos tanto com formulagdes preparadas
com a proteina Hsp65a quanto Hsp65b. Em relagdo a proteina menos purificada (Hsp65a) os
resultados mostraram que, nos grupos infectados apds 30 dias da imunizacdo, qualquer uma das
formulagdes contendo Hsp65a induziu aumento significativo da resposta de anticorpos em
relag@o aos controles. Os titulos de anticorpos das subclasses IgG1 ou IgG2a produzidos foram
equivalentes entre os grupos que receberam as formulagdes contendo Hsp65a e/ou os adjuvantes
(Figura 17A). A razdo IgG2a/IgG1 nos animais infectados apds 30 ou 90 dias da imunizagdo foi
proxima de 1 e similar entre os grupos experimentais. Entretanto, os animais que foram
imunizados com a formulacdo contendo somente a proteina produziram mais IgG1 que IgG2a
(Figura 17A e 17B), isso pode indicar uma maior tendéncia dessa formulagdo em induzir uma
resposta do tipo Th2, comparada com as respostas para as formulacdes de proteina e adjuvantes.
Além disso, os altos titulos de anticorpos nos animais vacinados com as formulacdes controles,
sem a proteina, podem ser justificados pela prdpria infeccdo que deve estar induzindo a resposta
contra Hsp65.

Em relacdo a proteina mais purificada (Hsp65b) observa-se que qualquer uma das
formulagdes contendo Hsp65 induziu aumento significativo da resposta de anticorpos
especificos IgG1 em relacdo aos controles, tendo sido o aumento de IgGG2a mais discreto tanto
para animais infectados 30 quanto 90 dias ap6s a imunizacdo (Figura 18). Os titulos de IgG2a
sérica do experimento com desafio aos 30 dias da imunizacio, s6 foram maiores que 0s
controles nos grupos que receberam a formulacdo contendo Hsp65b ou contendo
Hsp65b+Poliarginina. Aos 90 dias somente o grupo que recebeu Hsp65b+CpG na formulagio
vacinal apresentou um maior titulo de IgG2a sérica em relacdo ao seu respectivo controle
(Figura 18A). Além desse resultado, também se observou que todos os grupos que receberam
as formulacdes contendo Hsp65 apresentaram valores semelhantes para a razao 1gG2a/IgG1
aos 30 e aos 90 dias da imunizag@o, entretanto, comparando-se a razdo em 30 e 90 dias
observou-se que houve um aumento, ndo significativo, com o passar do tempo (Figura 18B)

conforme também observado no ensaio de imunogenicidade (Figura 12C).
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Figura-17: Niveis de anticorpos anti-Hsp65a em animais vacinados e infectados. A) Resposta
humoral e B) Razdo IgG2a/IgG1. Camundongos da linhagem BALB/c foram vacinados por via i.m.
com as formulagdes contendo rHsp65a e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK e CpG). Ap6s 30 ou 90
dias da vacinac¢do foram infectados com M. tuberculosis H37Rv e 30 dias apds a infec¢do foram
mortos. O sangue obtido foi utilizado para separar o soro onde foi detectado o nivel de anticorpos
especificos por ELISA. Os titulos de anticorpos foram representados pela conversdo da dilui¢do para
logaritmo decimal (Log).
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Figura 18: Niveis de anticorpos anti-Hsp65b em animais vacinados e infectados. A) Resposta
humoral e B) Razdo IgG2a/IgG1. Camundongos da linhagem BALB/c foram vacinados por via i.m.
com as formulagdes contendo rHsp65b e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK e CpG). Apés 30 ou 90
dias da vacinac¢do foram infectados com M. tuberculosis H37Rv e 30 dias apds a infec¢do foram
mortos. O sangue obtido foi utilizado para separar o soro onde foi detectado o nivel de anticorpos
especificos por ELISA. Os titulos de anticorpos foram representados pela conversdo da dilui¢do para
logaritmo decimal (Logjo). O grupo Me-Hsp65b+KLK ndo aparece no item B aos 30 dias porque o
titulo de IgGl1 foi igual a O para 2 animais. Apenas um dos animais produziu niveis detectdveis de
IgG1 assim a relacdo IgG2a/IgG1 foi de 1,96, porém nao foi mostrada no grafico que expressa a média
obtida nos demais grupos. *p<0,05 diferente em relagdo ao respectivo grupo 30 dias.
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4.2.6 — Resposta imune celular
» Animais infectados apos 30 dias da vacinagdo e mortos 30 dias apos o desafio

Conforme mostra a Figura 19, os animais que receberam microesferas contendo
Hsp65b foram capazes de responder de forma especifica ao antigeno Hsp65 embora nio se
observem diferencas estatisticamente significativas entre os grupos imunizados com as
diferentes formulag¢des que contém Hsp65 e os seus controles.

Em relacdo a producdo de IFN-y observamos que a formulacdo contendo apenas a
proteina foi a que potencialmente mais induziu a produgdo dessa citocina frente ao estimulo
especifico da Hsp65b recombinante (Figura 19A). A producgédo de IL-12 frente ao estimulo da
Hsp65 foi similar entre todos os grupos (Figura 19B). A citocina IL-10 foi detectada em
baixos niveis e se observou uma diferenca significativa entre o grupo que recebeu salina e o

grupo que recebeu a formulagdo contendo Hsp65b+Poliarginina (Figura 19C).
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Figura 19: Resposta celular induzida apos a infeccdo de animais vacinados por 30 dias com as
Jormulacdes contendo rHsp65b. A) IFN-y, B) IL-12 e C) IL-10. Camundongos BALB/c foram
vacinados por via i.m. com as diferentes formulacdes contendo rHsp65b e/ou adjuvantes (Poliarginina,
KLK ou CpG) e 30 dias apds a vacinacdo formam infectados com M. tuberculosis H37Rv. 30 dias
apos a infecg¢do foram mortos. Células totais do bago desses animais foram re-estimuladas in vitro com
rHsp65b ou Con A e apds 48 horas de cultura os sobrenadantes foram recolhidos para a deteccio de
citocinas por ELISA. (*p< 0,05)
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» Animais infectados apos 90 dias da vacinagcdo e mortos 30 dias apos o desafio

Conforme mostra a Figura 20, a resposta medida pela producao de citocinas foi menor
comparada a resposta obtida com os animais infectados apds 30 dias da imunizacdo (Figura
19). Em relacdo a produgdo de IFN-y a resposta frente ao estimulo especifico foi muito baixa
(dado ndo mostrado) e, frente ao estimulo inespecifico, as formula¢des contendo a proteina
também induziram a producdo de baixos niveis dessa citocina (dado ndo mostrado). A
producdo de IL-12 frente ao estimulo da Hsp65 foi significativamente menor nos grupos que
receberam as formulagdes contendo Hsp65 (Figura 20A) e a citocina IL-10, também foi
detectada em baixos niveis em todos os grupos e tendeu a ser produzida em maior quantidade

por animais que receberam Hsp65 na formulagdo (Figura 20B).
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Figura 20: Resposta celular induzida apos a infeccdo de animais vacinados por 90 dias com as
SJormulagdes contendo rHsp65b. A) 1L-12 e B) IL-10. Camundongos BALB/c foram vacinados por
via i.m. com as diferentes formulagdes contendo rHsp65b e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK ou
CpG) e 90 dias apds a vacinagdo formam infectados com M. tuberculosis H37Rv. 30 dias apds a
infeccdo foram mortos. Células totais do bago desses animais foram re-estimuladas in vitro com
rHsp65b ou Con A e apés 48 horas de cultura os sobrenadantes foram recolhidos para a deteccdo de

citocinas por ELISA.

70



Resultados

4.2.7 — Expressao de marcadores de superficie celular: animais imunizados e infectados

» Animais infectados 30 ou 90 dias apos a vacinagdo e mortos 30 dias apos o desafio

Nossos resultados mostraram que os animais infectados 30 dias apds a vacinacdo
apresentaram uma reducgfo na porcentagem de CD8/CD44 comparando-se o grupo controle ou
a formulacdo de Hsp65b com o grupo que recebeu a formulagdo de Hsp65b+CpG no
linfonodo (Figura 21A). Além disso, observou-se também que alguns dos grupos que
receberam as formulagdes contendo a proteina tiveram uma diminui¢io da porcentagem de
células CD8 que expressam altos niveis de CD44 na sua superficie (Figura 21B). A mudanga
na populacdo celular nos linfonodos popliteos sugere que células especificas para Hsp65
possam estar migrando para o pulmdo onde estio presentes os bacilos. E ainda sugerem que
as células que migraram apresentem um fenétipo de célula ativada (expressam CD44"eh) ja
que alguns grupos que receberam as formulagdes de Hsp65b ou Hsp65b+adjuvante tiveram
uma diminui¢cdo na populagdo de células CD4 ou CD8 expressando CD44"" Tsso porque
nos ensaios com animais somente vacinados parece haver uma manutencao da populacio de
células com fendtipo ativado (Figura 15).

Para os animais infectados 90 dias apds a vacinagdo com Hsp65b observou-se que nédo
houve mudancgas significativas na populacdo de células CD4 ou CDS§ ativadas (CD44"eh),
Figuras 22A e 22B. Entretanto, esse resultado ainda sugere que as células com fendtipo
ativado possam estar migrando para o sitio de infeccdo uma vez que aos 90 dias da
imunizacdo observou-se aumento desse fendtipo ativado em células CD4 ou CD8 (Figura 16).
Para determinar se essas células estariam migrando para o pulmio seria necessario avaliar o
fendtipo celular no tecido pulmonar. Além disso, é importante determinar a especificidade

dessas células ja que ap6s a infec¢do células com especifidades para diferentes antigenos

micobacterianos devem migrar para o microambiente pulmonar.
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Figura 21: Expressdo de CD44 em células CD4 ou CD8 de LN apos a infec¢do de animais
vacidados por 30 dias. Camundongos BALB/c foram vacinados por via im. com as diferentes
formulagdes contendo rHsp65b e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK ou CpG) foram infectados com M.
tuberculosis H37Rv apés 30 dias da vacinagdo e mortos 30 dias apds a infec¢do. Células dos

linfonodos popliteos (LN) foram marcadas com anticorpos fluoresceinados anti-CD4 ou CDS e anti-
CD44 e analisadas em citometro de fluxo. * p<0,05.
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Figura 22: Expressdo de CD44 em células CD4 ou CD8 de LN apds a infec¢do de animais
vacidados por 90 dias. Camundongos BALB/c foram vacinados por via im. com as diferentes
formulagdes contendo rHsp65b e/ou adjuvantes (Poliarginina, KLK ou CpG) foram infectados com M.
tuberculosis H37Rv apds 90 dias da vacinacdo e mortos 30 dias apds a infeccdo. Células dos
linfonodos popliteos (LN) foram marcadas com anticorpos fluoresceinados anti-CD4 ou CDS8 e anti-
CD44 e analisadas em citometro de fluxo. * p<0,05.
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4.2.8 — Ensaio de protecdo

No ensaio de protecdo foi avaliado o nimero de unidades formadoras de col6nia de
micobactéria por unidade de peso de pulmdo (UFC/g). Para isso, animais previamente
vacinados com as formulagdes contendo a proteina menos (Hsp65a) ou mais (Hsp65b)
purificada foram infectados e mortos 30 dias apds a infeccdo. Os pulmdes foram processados
como descrito no item 3.14 e o nimero de unidades formadoras de colonia foi determinado
entre 3 a 4 semanas ap6s o plaqueamento do material obtido desse 6rgdo. Os resultados do
ensaio de protecdo de animais desafiados 30 dias apds a imunizacdo com as formulacdes
preparadas com a Hsp65a (menos purificada) foram descartados devido ao ressecamento das
placas onde cresciam as bactérias recuperadas do pulmiao. Entretanto, os resultados obtidos 90
dias apds a imuniza¢do mostraram que a proteina sozinha encapsulada em microesfera nao foi
capaz de induzir protecdo significativa nos animais desafiados embora tenha favorecido a
reducdo da carga bacilar no pulméo (Figura 23A). A vacina contendo Hsp65a+Poliarginina
(poliaminoécido catidnico) reduziu o nimero de bacilos e foi capaz de proteger os animais
contra a infeccdo por M. tuberculosis. A formulac¢io vacinal contendo Hsp65a+KLK foi capaz
de conferir protecdo significativa a animais infectados. Ou seja, os animais vacinados com
essa formulagdo apresentaram uma reducgdo significativa no nimero de UFC de cerca de 100

vezes em relacdo ao grupo controle (Figura 23B).
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Figura 23: Niimero de unidades formadoras de colonia (UFC) no pulmdo de animais vacinados (90
dias) e infectados. Camundongos BALB/c foram vacinados por via i.m. e infectados apds 90 dias com M.
tuberculosis H37Rv e mortos 30 dias da infec¢@o. Fragmentos dos pulmios desses animais foram
processados, diluidos seriadamente e plaqueados em meio sélido 7H11 para a determinacdo do niimero de
UFC. A) Animais vacinados com a formulacdo contendo Hsp65a+Poliarginina e B) Animais vacinados
com a formulagio contendo Hsp65a+KLK. Os resultados foram expressos em logaritmo decimal (Log))
do niimero de UFC por grama de pulmdo = SEM. *p<0,05 diferente em relac@o a salina, Me-vazia e Me-

KLK.
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Utilizando-se as formulagdes contendo a Hsp65b observou-se que, nos animais
infectados apds 30 dias da imunizacdo, a formulagdo contendo Hsp65b+KLK foi a mais
eficiente em proteger contra a infec¢do por M. fuberculosis, conforme mostrado na Figura
24A. Entretanto, a resposta protetora induzida pela formulacio de Hsp65b+KLK nao foi
mantida quando a infec¢do foi feita apés 90 dias de imunizagdo (Figura 24B). Isso mostra que
a resposta foi de duracdo mais curta se comparada a protecdo observada quando a proteina

menos purificada foi encapsulada juntamente com o KLK (Hsp65a+KLK), Figura 23B.
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Figura 24: Niimero de unidades formadoras de colonia (UFC) no pulmdo de animais vacinados e
infectados. Camundongos BALB/c foram vacinados por via i.m. e infectados apds (A) 30 ou (B) 90 dias
com M. tuberculosis H37Rv e mortos 30 dias apds a infec¢do. Fragmentos dos pulmaos desses animais
foram processados, diluidos seriadamente e plaqueados em meio sélido 7H11 para a determinagdo do
nimero de UFC. Os resultados foram expressos em logaritmo decimal (Log;o) do nimero de UFC por
grama de pulmdo * SEM. *p<0,001 diferente em relacdio a salina, Me-vazia, Me-CpG e Me-
Hsp65b+CpG e p<0,05 em relagdo a Me-KLK.
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4.2.9 — Andlise histopatologica de cortes do pulmdo dos animais infectados por M.
tuberculosis

Além da protecdo, em termos de redugdo na carga bacilar nos pulmdes, outro
parametro importante € a andlise histopatoldgica dos pulmdes de animais infectados. Tem se
mostrado cada vez mais que essa avaliacdo € essencial para a determinacdo e escolha das
melhores vacinas, uma vez que as respostas exacerbadas que levam a reducio da carga bacilar
também podem levar a danos maiores ao parénquima pulmonar. De forma semelhante ao
exposto no item anterior, analisamos os pulmdes de animais que receberam formulacdes
contendo a proteina Hsp65a e a Hsp65b.

Nas Figuras 25 e 27 foram apresentados cortes de um pulméo ndo infectado para
mostrar um parénquima pulmonar normal. Nesses cortes observamos que os alvéolos estdo
preservados, garantindo a funcdo respiratéria desse tecido, e que areas ao redor dos bronquios
(peribronquial) ou vasos (perivascular) ndo apresentam infiltrado inflamatério (presenga de
linfécitos e/ou macréfagos). Na andlise apresentada a seguir nos referimos ao
comprometimento do parénquima pulmonar como sendo uma medida aproximada de quanto
da drea normal de tecido respiratério foi tomada pelo infiltrado inflamatdrio. Os granulomas
sdo estruturas formadas a partir da organizagdo dessas células inflamatdrias e sua principal
funcdo € conter a infec¢do, delimitando e isolando as células infectadas. Nos granulomas de
padrio misto estdo presentes tanto linfécitos quanto macréfagos e apesar desses dois tipos
celulares coexistirem no tecido infectado, o infiltrado celular pode ser predominantemente de
linfécitos ou de macrdfagos. Além disso, também analisamos cortes de pulmio corados por
Ziehl Neelsen, onde os bacilos sdo identificados pela cor rosa e as células em azul.

Iniciamos a nossa andlise pelo grupo que recebeu a proteina menos purificada
(Hsp65a). As laminas contendo cortes dos pulmdes de animais desafiados 90 dias apds a
imunizacdo foram analisadas, entretanto, o comprometimento do parénquima pulmonar foi
minimo. Esse resultado sugeriu que os l6bulos do pulméo destinados para a histologia nio
tenham sido a parte mais afetada pela infec¢do, uma vez que os outros l6bulos destinados ao
protocolo de recuperacdo dos bacilos para a contagem de UFC apresentaram-se bastante
comprometidos pela infec¢do. Conforme pode ser observado na Figura 23 havia uma grande
quantidade de bacilos nos pulmdes daqueles animais. No Apéndice 1 foram descritos
detalhadamente os resultados da andlise dos cortes de pulmdes dos grupos infectados 30 ou 90
dias apds a vacinacdo, entretanto, a seguir vamos descrever os principais resultados obtidos

para o grupo infectado 30 dias apds a vacinagao.
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Assim, o pulmdo dos animais que receberam salina (controle) apresentou um
comprometimento de 60 a 70% do parénquima pulmonar, um padrdo misto de granulomas,
com infiltrado linfocitdrio perivascular e peribronquial e reagdo macrofédgica fora dessas dreas
(Figura 25 e Tabela 3). Os granulomas observados foram confluentes e a andlise das 1aminas
coradas por Ziehl Neelsen mostrou a presenga de grande quantidade de bacilos nas areas onde
se concentram macrofdgos nos granulomas (Figura 26 e Tabela 3). Os pulmdes dos animais
que receberam microesferas vazias apresentaram um comprometimento pulmonar entre 10 e
40%, Poliarginina entre 20 e 50% e KLK entre 20 e 30% (Figura 25 e Tabela 3). Em todos
esses grupos observou-se a presenca de granulomas confluentes de padrido misto (linfocitério
e macrofagico). O grupo que recebeu Poliarginina apresentou poucos bacilos, o KLK
apresentou quantidade moderada e a microesfera vazia uma grande quantidade de bacilos nas
areas de granulomas (Figura 26). O comprometimento do parénquima pulmonar em animais
vacinadas com a formulacdo Hsp65a variou entre 20 e 40% e caracterizou-se pela presenca de
granulomas confluentes de padrdo misto e com predominio de infiltrado macrofagico (Figura
25 e Tabela 3). Também foi observada moderada presenca de bacilos nas dreas de granulomas
(Figura 26 e Tabela 1). No grupo que recebeu Hsp65a+Poliarginina o comprometimento do
parénquima pulmonar variou entre 30 e 50% e foram observados granulomas confluentes e
isolados com padrdo misto de infiltrado celular (Figura 25). O melhor resultado foi obtido
com a formulacdo que contem Hsp65a+KLK. Nesse grupo observou-se um comprometimento
entre 5 e 20% do parénquima pulmonar, a presenca de granulomas isolados, bem delimitados
e de padréo misto com predominio de infiltrado linfocitario (Figura 25, Tabela 3 e Apéndice
1). Em relacdo a presenca de bacilos foi feita uma busca minuciosa e foi observada
quantidade uma pequena de bacilos em alguns dos poucos granulomas, sendo que a maior
parte das dreas de granulomas estavam livres de bacilos (Figura 26). Esse foi um resultado
muito interessante € embora nio se tenha o resultado do numero de UFC, analisando os cortes
histologicos € possivel inferir que os animais imunizados com a formulagdo contendo
Hsp65a+KLK possivelmente apresentaram uma carga bacilar reduzida em relacdo aos outros
grupos. Isso porque a drea com presencga de granulomas foi muito menor e, além disso, nem
toda 4rea de granuloma apresentava bacilos. E preciso salientar ainda, que a prote¢do, medida
pela eliminacdo ou reducdo da carga bacilar, deve ser acompanhada da recuperacdo do
processo inflamatério desencadeado para eliminacdo do patégeno. Assim, a formulagdo
vacinal contendo Hsp65a+KLK ¢ capaz de induzir uma resposta que reduz a carga bacilar e

ao mesmo tempo preserva e até recupera o parénquima pulmonar infectado.
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Tabela 3: Andlise dos cortes histolégicos do pulmio de animais infectados por Mycobacterium tuberculosis por via intratraqueal 30 ou 90 dias apds a vacinagdo

com microesferas contendo rHsp65a e diferentes imunoestimulantes

Infeccdo 30 dias apos a vacinacio Infeccao 90 dias apés a vacinacio
Formulacoes salina vazia P K H H+P H+K salina vazia P K H H+P H+K
Comprometimento
do parénquima 60-70 10-40 20-50 20-30 20-40 30-50 5-20 <5 5-20 <5 <5 <5 <5 <5
pulmonar (%)
Quantidade de +++ +++ + ++ ++ ++ + * * + + * + +

bacilos

P: Me-Poliarginina; K: Me-KLK; H: Me-Hsp65a; H+P: Me-Hsp65a+Poliarginina, H+K: Me-Hsp65a+KLK.
*ndo foram encontrados bacilos nos cortes analisados

+ pouca

++ moderada

+++ grande
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Figura 25: Cortes histoldgicos de pulmao. Camundongos BALB/c foram infectados por M.
tuberculosis H37Rv 30 dias apds a imunizagdo com as formulagdes contendo Hsp65a e/ou
os adjuvantes Poliarginina e KLK e foram mortos 30 dias apds a infecgdo. Os cortes foram
corados por hematoxilina e eosina (HE) e observados ao microscépio 6ptico (10x).
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Erro!

Figura 26: Presenca de bacilos no
pulmao. Camundongos BALB/c foram
infectados por M. tuberculosis H37Rv 30
dias ap6s a imunizag@o com as formulagdes
contendo Hsp65a efou os adjuvantes
Poliarginina e KLK e foram mortos 30 dias
apds a infec¢do. Os cortes foram corados
por Ziehl Neelsen e observados ao
microscopio optico (100x). Bacilos (setas).
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Os resultados acima descritos mostram uma situacdo onde se ultilizou a proteina
menos purificada (Hsp65a), entretanto, interessa-nos bastante a resposta desencadeada para as
formulagdes contendo a proteina mais purificada (Hsp65b). A andlise mais detalhada dos
cortes de pulmao esta descrita no Apéndice 2.

Conforme mostrado na Figura 27 (Tabela 4) o pulmao de animais infectados apds 30
dias da imunizagdo com salina apresentou um comprometimento do parénquima pulmonar
que variou entre 40 e 60% e padrido misto de granulomas tendo sido observado um infiltrado
perivascular e peribronquial linfocitdrio e reagdo macrofagica fora dessas areas. A maioria dos
granulomas observados estavam isolados e a andlise das laminas coradas por Ziehl Neelsen
mostrou a presenca de moderada quantidade de bacilos nas dreas onde se concentram
macrofagos nos granulomas (Figura 28). Os pulmdes dos animais que receberam microesferas
vazias apresentaram comprometimento entre 20 e 40%, Poliarginina entre 40 e 50%, KLK
entre 60 a 70% e CpG 70 a 75% (Figura 27 e Tabela 4). Em todos esses grupos observou-se a
presenga de granulomas isolados e confluentes de padrdo misto (linfocitdrio e macrofédgico).
O grupo que recebeu KLK apresentou quantidade moderada de bacilos e para as microesferas
vazias, Poliarginina ou CpG foram observadas grandes quantidades de bacilos nas dreas de
granulomas (Figura 28). O comprometimento do parénquima pulmonar em animais
imunizados com a formulagdo de Hsp65b variou entre 10 a 85%, os granulomas observados
foram isolados ou confluentes de padrdo misto e com predominio de infiltrado macrofagico
(Figura 27 e Tabela 4). Também foi observada moderada presenga de bacilos nas areas de
granulomas nesse grupo (Figura 28). O grupo imunizado com microesferas contendo
Hsp65b+Poliarginina apresentou um comprometimento do parénquima pulmonar variando
entre 10 a 60%, presencga de granulomas confluentes e isolados com padrdo misto de infiltrado
celular (Figura 27). Para a formulagdo Hsp65b+CpG observou-se um comprometimento de 45
a 50% do parénquima pulmonar, presenca de granulomas isolados de padrdo misto com
grandes focos linfocitdrios mas predominio macrofdgico (Figura 27) e moderada quantidade
de bacilos (Figura 28). O melhor resultado foi obtido com a formulacdo Hsp65b+KLK em
que se observou um comprometimento do parénquima pulmonar variando entre 5 e 15%,
presenga de granulomas pequenos e isolados, ndo confluentes e bem delimitados (Figura 27)
similar ao resultado mostrado na Figura 25 para o grupo Hsp65a+KLK. Em relacdo a
presenga de bacilos observou-se uma pequena quantidade deles no pulm@o mais
comprometido e, raros em algumas outras amostras, sendo que a maior parte das dreas de
granulomas estava livre de bacilos (Figura 28). Esse foi um resultado muito interessante e

corrobora com as observagdes do niimero de UFC (Figura 24).
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Animais infectados 90 dias apds a vacinagdo também foram avaliados. Conforme
mostrado na Figura 29 e Tabela 4, os animais que receberam salina apresentram um
comprometimento de 50 a 60% do parénquima pulmonar e infiltrado celular semelhante ao
descrito para os grupos salina de outros experimentos (Figuras 25 e 27). A anélise das laminas
coradas por Ziehl Neelsen mostrou a presenga de moderada quantidade de bacilos nas areas
onde se concentram macrofdgos nos granulomas (Figura 30). Os pulmdes dos animais que
receberam microesferas vazias apresentaram comprometimento entre 20 e 35%, Poliarginina
entre 50 e 65%, KLK entre 25 a 30% e CpG entre 40 a 60% de comprometimento do
parénquima pulmonar (Figura 29 e Tabela 4). Nesses grupos observou-se a presenca de
granulomas isolados (Poliarginina e miroesferas vazias) e confluentes (salina, KLK e CpG) de
padrdo misto (linfocitdrio e macrofagico) e uma pequena quantidade de bacilos (Figura 30). O
comprometimento do parénquima pulmonar de animais imunizados com a formulagio
Hsp65b foi cerca de 30%, caracterizando-se pela presenga de granulomas isolados de padrio
misto e com predominio de infiltrado macrofigico (Figura 29 e Tabela 4). Também foi
observada moderada presenc¢a de bacilos nas dreas de granulomas (Figura 30). O grupo
imunizado com a formulacio Hsp65b+Poliarginina apresentou um comprometimento do
parénquima pulmonar variando entre 10 a 20% e granulomas isolados com padrdo misto de
infiltrado celular (Figura 29). Para a formulacio Hsp65b+CpG observou-se um
comprometimento de 5 a 25% do parénquima pulmonar, presenga de granulomas isolados de
padrio misto com grandes focos linfocitarios mas predominio macrofdgico e moderada
quantidade de bacilos. O grupo Hsp65b+KLK apresentou um comprometimento do
parénquima pulmonar entre 0 e 40%, além disso, observou-se a presenga de granulomas
isolados e raros granulomas confluentes, sendo os mesmos de padrao misto (Figura 29). Em
relacdo a presenca de bacilos foi observada quantidade moderada de bacilos no pulmio
(Figura 30).

Esses resultados corroboram com os dados sobre a recuperacdo de bacilos do pulméo de
animais vacinados. E € importante salientar que de forma geral o comprometimento do
parénquima pulmonar foi menor se comparado ao experimento utilizando a proteina menos
purificada (Hsp65a), isso deve estar relacionado a menor recuperacio de bacilos (Figura 24)

se comparada aos resultados do experimento anterior, mostrado na Figura 23.
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Tabela 4: Andlise dos cortes histolégicos do pulmio de animais infectados por Mycobacterium tuberculosis por via intratraqueal 30 ou 90 dias apds a vacinagdo

com microesferas contendo rHsp65b e diferentes imunoestimulantes

Infecco 30 dias apés a vacinacio Infeccao 90 dias apés a vacinacio
Formulacées S A\ P K C H H+P H+K H+C S v P K C H H+P H+K H+C
Comprometimento
do parén quima 40-60 20-40 40-50 60-70 70-75 10-85 10-60 5-15 45-50 50-60 20-35 50-65 25-30 40-60 30 10-20 0-40 5-25
pulmonar (%)
Quantidade de ++ +++ +++ ++ +++ ++ + + ++ + + + + + + + + +

bacilos

S: salina; V: Me-vazia; P: Me-Poliarginina; K: Me-KLK; H: Me-Hsp65b; H+P: Me-Hsp65b+Poliarginina, H+K: Me-Hsp65b+KLK; H+C: Me-Hsp65b+CpG.
+ pouca; ++ moderada; +++ grande.
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Figura 27: Cortes histoldgicos de pulmado. Camundongos BALB/c foram infectados por M.
tuberculosis H37Rv 30 dias apds a imunizag@o com as formulacdes contendo Hsp65b e/ou os
adjuvantes Poliarginina, KLK e CpG 1668 e foram mortos 30 dias ap6s a infecg¢@o. Os cortes
foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e observados ao microscépio ptico (10x).
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Figura 28: Presenca de bacilos no
pulmado. Camundongos BALB/c
foram infectados por M. tuberculosis
H37Rv 30 dias apds a imunizagdo
com as formula¢des contendo Hsp65b
e/ou os adjuvantes Poliarginina, KLK
e CpG e foram mortos 30 dias apds a
infeccdo. Os cortes foram corados por
- Ziehl Neelsen e observados ao
microscopio éptico (100x).
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Figura 29: Cortes histoldgicos de pulmao. Camundongos BALB/c
tuberculosis H37Rv 90 dias ap6s a imunizag@o com as formulagdes contendo Hsp65b e/ou os
adjuvantes Poliarginina, KLK e CpG 1668 e foram mortos 30 dias ap6s a infecg¢do. Os cortes
foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e observados ao microscépio éptico (10x).
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Figura 30: Presenca de bacilos no
pulmao.Camundongos BALB/c foram

4 infectados por M. tuberculosis H3TRv

90 dias apds a imunizacdo com as
formulagdes contendo Hsp65b e/ou os
adjuvantes Poliarginina, KLK e CpG e
foram mortos 30 dias apds a infecgdo.
Os cortes foram corados por Ziehl
Neelsen e observados ao microscépio
optico (100x). Bacilos (setas).
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4.3 — Eventos imunoldgicos iniciais desencadeados pela administracao das formulacoes
vacinais
As respostas protetoras contra tuberculose experimental estdo associadas ao padrdo

Th1 de resposta imune. Nossos resultados revelaram que dentre as formulagcdes avaliadas a
que contém Hsp65+KLK € a mais promissora, como candidata a vacina de subunidade contra
TB. Os ensaios realizados com células de bago re-estimuladas ou células dos linfonodos
drenantes do sitio de injecdo das vacinas ndo foram completamente esclarecedores sobre o
padréo de resposta induzida por essa formulag@o. As respostas avaliadas 30 ou 90 dias apds a
vacinagfo retratam um momento importante da resposta imune quando os mecanismos de
protecdo ja estdo estabelecidos. Entretanto, apesar da resposta nesse momento ser importante
para compreensiao dos mecanismos desencadeados ap6s a injecdo das formulacdes vacinais é
necessdrio entender o que acontece logo apds a injecdo das formulagdes no sitio de
administracdo. Assim, os eventos iniciais podem ser determinantes para o sucesso de uma
vacina. As microesferas aqui estudadas apresentaram um didmetro médio <10um o que faz
com que sejam passiveis da captura por células fagociticas. Assim, apds a inje¢do das
formulagdes vacinais as células fagocitdrias devem ser uma das principais células a entrar em
contato com a vacina. Assim, para avaliar a capacidade das formulacdes em estimular
macrdfagos, foi realizado ensaio in vitro onde macréfagos de linhagem tumoral (J774) foram
incubados por 48 horas na presenca das diferentes formulagdes da vacina. Ap6s esse periodo
o sobrenadante foi colhido e a concentracdo de IL-12 foi avaliada. Essa citocina tem papel
importante no desenvolvimento de respostas imunes de padrdo Thl e, como discutiremos
adiante, esse padrio de resposta estd associado a protecdo no nosso modelo de estudo. A
Figura 31 mostra que a formulacio contendo Hsp65a+KLK foi a que induziu maiores niveis
de IL-12. A formulacdo contendo Hsp65a+Poliarginina também induziu a produgdo de
quantidade importante de IL-12 comparando-se aos niveis induzidos pela formulacio
contendo apenas Hsp65a. Isso sugere que in vivo essas formulagdes também possam estar
criando um microambiente rico em IL-12 o que favoreceria o desenvolvimento de uma

resposta Th1 especifica e, portanto, uma resposta associada a protegao.
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Figura 31: IL-12 induzida ““in vitro”. Macréfagos da linhagem J774 foram estimulados in vitro com
as formulagdes de microesferas na propor¢do de 2 particulas para 1 célula e apds 48 horas de
incubagdo a 37°C o sobrenadante foi recolhido e separado para a quantifica¢do de IL-12 por ELISA.
(*p<0,05, diferente em relacdo a Me-Hsp65a e Me-KLK)

Outra forma de tentar compreender os mecanismos iniciais envolvidos nas respostas
desencadeadas pelas formulagdes foi a determinagdo dos possiveis tipos celulares recrutados
para o local da injecdo da vacina. Para a realizacdo desse estudo foi feita uma bolha artificial
no dorso de animais BALB/c, onde se injetaram as formulagdes vacinais. Ap6s 24 horas dessa
injecdo foi feita uma contagem diferencial dos tipos celulares recrutados para o
microambiente da bolha. Conforme se pode observar na Figura 32A, a maior parte das células
que migraram para a bolha apds 24 horas da administragdo das formulagdes foram os
neutréfilos. A porcentagem dessas células aumentou de forma significativa em relacdo ao
grupo controle que recebeu somente salina, isso deve estar relacionado a constituigdo da
propria particula (microesfera). Interessantemente, quando se avalia o nimero total de
neutr6filos na bolha, observa-se que existe menos neutréfilos no grupo controle em relagdo a
todos os outros grupos, € que nos grupos que receberam as fomulagdes contendo Hsp65b,
Hsp65b+Poliarginina ou Hsp65b+KLK o recrutamento dessas células foi maior que nos seus
respectivos controles. Isso sugere um possivel papel da Hsp65 ou do LPS no recrutamento de
células (Figura 32A). A porcentagem de eosindfilos reduziu de forma significativa nos grupos

que receberam as formulagdes contendo Hsp65b quando comparado ao grupo controle
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(salina), entretanto, ndo se observou mudanca significativa no nimero absoluto dessas células
entre os grupos estudados apenas uma tendéncia em aumento no grupo Hsp65+KLK em
relacdo ao seu controle, KLK (Figuras 32B e 32C). Em relagdo as células mononucleares o
que se observa é que o grupo que recebeu salina como estimulo, apresenta o maior percentual
dessas células em relacdo aos demais grupos e que em numero absoluto ndo existe nenhuma
associagdo relevante entre esses dados (Figuras 32A e 32B).

Nesse estudo observou-se, portanto, um recrutamento preferencial de neutrdfilos na

presenca das formulagdes contendo Hsp65b.
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Figura 32: Estudo de migracdo celular. As formulagbes vacinais foram injetadas dentro de uma
bolha asséptica criada no dorso de camundongos BALB/c. 24 horas apds sua administracio os animais
foram mortos, a bolha foi lavada com PBS estéril e a suspensio de células foi corada por Rosenfeld e
contada. A) Porcentagem de células; B) Numero total de células mononucleares; C) Numero total de

eosindfilos e D) Nimero total de neutréfilos. *p<0,05
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Nas tltimas décadas, os avancos na tecnologia para a pesquisa e desenvolvimento de
vacinas permitiram a introdu¢do de novas estratégias para a obtencdo e producdo de
antigenos, assim como foram otimizadas novas maneiras de se administrar e apresentar esses
antigenos para as células do sistema imune. Essas estratégias abriram caminhos para
inovacgdes, particularmente no contexto do desenvolvimento de vacinas mais seguras, eficazes
e polivalentes.

No caso da tuberculose a grande variabilidade na protecao conferida pelo BCG, vacina
de uso corrente contra a TB, o aumento no nimero de casos da doenga, o aparecimento de
bacilos resistentes a multiplas drogas, entre outras coisas, motivaram a busca por uma vacina
mais eficaz contra TB, mais eficiente que o BCG, barata, segura e de preferéncia para a
administracio em uma Unica dose. Assim, formulamos como proposta nesse trabalho o
desenvolvimento de vacinas de subunidade baseadas em microesferas biodegradaveis
contendo a proteina Hsp65 e um dos adjuvantes imunoestimulantes (KLK, poliarginina ou
CpG 1668) para o combate contra a TB.

A preocupacdo em se formular vacinas mais seguras também passa pela etapa de
purificacdo do antigeno vacinal, principalmente no que tange & questdo da remocdo de
endotoxinas (LPS). O LPS € um dos constituintes da parede de bactérias gram-negativas e
pode contaminar produtos biolégicos como as proteinas recombinantes purificadas a partir de
sistema de expressdo bacteriano. A necessidade de remocao do LPS fundamenta-se no fato de
que esse contaminante atua como um adjuvante com propriedades imunomoduladoras para
respostas do tipo Thl mas em niveis elevados € toxico para o organismo (AGGARWAL,
1980; GLAUSER et al, 1991). Atualmente, tem se buscado uma alternativa menos toxica para
o LPS e esse é o caso do adjuvante monofosforil lipide A (MPL), um derivado do préprio
LPS que vem sendo utilizado em alguns testes clinicos (PERSING et al, 2002). No que
concerne a presenca de endotoxinas a Farmacopéia Européia preconiza que os seus niveis nao
ultrapassem o limite de SEU/Kg/hora para medicamentos administrados por via endovenosa.
A preocupacdo com a presenca de endotoxinas em solucdes injetdveis ndo é recente.
Entretanto, em se tratando de vacinas em estudo pré-clinico, é possivel verificar que muitos
pesquisadores t€m publicado resultados de trabalhos realizados com proteinas recombinantes,
expressas em sistema bacteriano, sem mencionar a quantificacdo desse contaminante. Além
disso, recentemente vem se mostrando que efeitos atribuidos inicialmente a alguns antigenos
foram mal interpretados e na verdade resultavam da presenca de quantidades siginificativas de
LPS como contaminante. Em 2005, Vanlandschoot e colaboradores publicou um trabalho

onde mostrou que a resposta induzida contra o nucleocapsideo do virus da Hepatite B
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atribuida ao mesmo era uma resposta inespecifica, induzida pela presenga de endotoxina
proveniente do sistema de expressdo da proteina utilizada, o bacteriano. Além, disso esses
resultados ddo subsidios para o questionamento da validade de outros estudos realizados
anteriormente. Pepys e colaboradores (2005) também questionaram recentemente os efeitos
pro-inflamatérios atribuidos a proteina C-reativa humana recombinante. Em 2002 a
capacidade da proteina Hsp70 de ativar diretamente APC também foi questionada e
demonstrou-se que esse efeito era devido a presenca de quantidades significativas de
endotoxina na solucao da proteina estudada (BAUSINGER et al, 2002).

No presente trabalho, a remocdo mesmo que parcial do LPS da solugdo de proteina
Hsp65a utilizada nas formulagdes vacinais foi um de nossos primeiros objetivos. Isso porque,
inicialmente, a proteina vinha sendo parcialmente purificada por um sistema de simples
precipitacdo com sulfato de amonio gerando um produto com contaminantes protéicos e altos
niveis de contaminagio por endotoxina (Figura 1).

Virias metodologias foram desenvolvidas para a remocdo de endotoxinas de produtos
bioldgicos como adsor¢do fisica ao carvdo, ultrafiltracio (TOYO-SODA, 1989: LI & LUO,
1998), cromatografia de afinidade (DING et al, 2001; HIRAYAMA et al, 1999), troca idnica
em membrana (BELANICH et al, 1996) ou filtro (HOU & ZANIEWSKI, 1990), extragdo
(CENTOCOR, 1988; AIDA & PABST, 1990) ou gradiente de centrifuga¢do com sacarose
(TAKEDA, 1988). A primeira ferramenta disponivel foi o tratamento da proteina purificada
com o detergente Triton X-114 (AIDA & PABST, 1990). Esse tratamento removeu cerca de
100 vezes a quantidade de endotoxina inicial, porém o rendimento da purificacdo apds essa
etapa foi bastante reduzido.

Para avaliar os efeitos da remocdo do LPS da proteina foram preparadas formulacdes
vacinais com Hsp65a ou com Hsp65a tratada com triton X-114. Essas formula¢des foram
administradas a camundongos BALB/c, por via intramuscular, e 35 dias apds a imunizacdo
foram avaliadas as respostas imunes celular e humoral induzidas. A remocao parcial do LPS
da proteina purificada, que correspondeu a mais de 100 vezes, promoveu uma mudanga
significativa na resposta imune induzida por formulagdes de microesferas contendo essa
proteina. A razdo IgG2a/IgG1 para a formulagdo com maior quantidade de LPS mostrou a
inducdo preferencial de uma resposta imune de padrdo Thl em relagdo a proteina menos
contaminada. A produc¢do de IFN-y e a proliferagdo celular também foram maiores nos
animais que receberam a formulagdo contendo a proteina mais contaminada por LPS (Figura
2). Esses resultados reforgcaram ainda mais a necessidade de se remover o LPS, mesmo que

parcialmente. Apesar da técnica de purificacdo com detergente ter sido eficiente em reduzir o
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LPS da solucdo de Hsp65a, a completa remo¢do do detergente desta solugdo ndo foi
alcancada. Apesar de ndo ter sido téxica nos ensaios in vivo, a sua utilizacdo em estudos in
vitro para re-estimular as células em cultura celular tornou-se invidvel pela toxicidade
apresentada devido a presenga do detergente.

Outro motivo que nos levou a buscar uma alternativa para purificar a proteina Hsp65a
foi o fato de ter-se observado, em registros do laboratério, que ao longo do tempo a expressao
da proteina Hsp65 foi sendo reduzida e com isso a propor¢do de contaminantes aumentou. E
possivel que alguma modificacdo na bactéria transformante armazenada em freezer possa ter
favorecido a reducdo da expressdo da proteina. Entretanto, ndo se pode descartar que alguma
mudanga nas condi¢des de crescimento também tenham interferido, como as condicdes de
aeragdo e temperatura de crescimento, por exemplo. Além disso, o tratamento dessa proteina
com Triton X-114, apesar de reduzir o LPS, ndo auxiliou na remog¢do de outras proteinas
contaminantes.

Diante desses resultados foi necessdrio utilizar uma outra estratégia para obter a
proteina Hsp65. Assim, a fim de melhorar a purificacdo o gene da proteina Hsp65 foi clonado
no vetor de expressdo pET28a, que insere uma cauda de histidina na proteina a ser expressa,
possibilitando sua purificagdo por cromatografia de afinidade por metal. Essa estratégia foi
eficiente ndo s6 para remover parcialmente a endotoxina da proteina recombinante em cerca
de 100 vezes como também, removeu outras proteinas de origem bacteriana que
contaminavam a proteina purificada anteriormente (Figuras 1 e 4B). Antes de iniciar os
experimentos em animais foi feita a caracterizacdo da proteina para a certificacdo de que a
nova construgdo seria capaz de levar a expressdo de uma proteina Hsp65b semelhante aquela
anteriormente utilizada (Figuras 3-6). Apds o sequenciamento, a identificagdo da proteina e
expressdo em niveis elevados concluiu-se que a clonagem foi bem sucedida e que o clone
analisado deveria ser armazenado na forma de um banco de células de referéncia (BCR) e de
trabalho (BCT) para garantir a reprodutibilidade do processo de purificagéo.

A obtencdo da proteina Hsp65 com menor quantidade de LPS (Hsp65b) foi alcangada
ap6s um unico passo de purificagdo por cromatografia de afinidade e a partir dai foram
formuladas as vacinas. Para compreender as respostas induzidas pelas formulacdos e o efeito
do LPS também foram feitas formulacdes com a proteina menos purificada e sem tratamento
com Triton X-114 (Hsp65a) isso porque essa dltima vinha sendo utilizada nos estudos do
laboratério hd muito tempo e seria um pardmetro melhor de comparacao.

Ap6s a etapa de formulagdo das vacinas seguiu-se a sua caracterizagdo. Dessa andlise

concluiu-se que todas as formulagdes vacinais preparadas apresentaram o perfil adequado
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para o estudo. A proteina Hsp65 foi encapsulada nas diferentes formulagdes (cerca de 1
png/mg), conforme pode ser observado apds a solubilizacdo e liberacdo da proteina das
formulagdes vacinais e andlise em gel (Figuras 7 e 8). Esse resultado sugere um limite de
encapsulamento da proteina nas formulacdes de microesferas. As taxas de encapsulamento
foram baixas e, em relacdo a proteina Hsp65a, a taxa de encapsulamento de Hsp65b foi menor
ainda. E preciso ressaltar que a quantidade de proteina Hsp65a em solugdo sempre foi menor
que a da solucdo de Hsp65b, em fungéo da presenca de proteinas contaminantes na solucao de
Hsp65a. Nossa experiéncia com outras proteinas recombinantes tem mostrado que a taxa de
encapsulamento de uma proteina menos purificada ¢ maior, mesmo quando quantidades
maiores da proteina mais purificada sdo utilizadas na formulacdo. A solucdo de Hsp65b
apresentou uma caracteristica que talvez tenha contribuido para essa taxa de encapsulamento,
a baixa solubilidade. O encapsulamento envolve passos de homogeneizacio em altas rotagdes
e esse processo pode ter favorecido a agregacdo da Hsp65b em solucdo concentrada
(3mg/200uL). Isso explicaria porque quantidades similares de Hsp65 foram encapsuladas
enquanto quantidades diferentes de proteina em solucdo foram utilizadas para formular as
vacinas. Caso alguma dessas formulacdes venha a ser produzida em maior escala serd
necessdrio otimizar o processo de encapsulamento. Além disso, também serd necessario
quantificar os adjuvantes encapsulados nas formulacdes para verificar a eficiéncia de
encapsulamento e mesmo para melhor compreender a resposta desencadeada pelas diferentes
formulagdes.

Outro pardmetro avaliado foi o tamanho das particulas e o que se observou foi que
todas as formulagdes apresentaram um tamanho médio (D43) menor que 10um, o que é
adequado para a sua captura por APCs. Apesar dessa caracteristica o Span das formulagdes
(polidispersidade) mostradas na Tabela 1 (as quais incluem as formulagdes contendo Hsp65a)
foi menor em relagdo ao grupo de formulagdes elencadas na Tabela 2 (as quais incluem as
formulagdes contendo Hsp65b). Isso mostrou que a faixa de distribuicdo de tamanho das
particulas descritas na Tabela 1 foi menor que aquela observada para as particulas mostradas
na Tabela 2. Essa caracteristica ndo deve estar relacionada a diferenca de pureza das proteinas
utilizadas porque a polidispersidade das particulas descritas na Tabela 1 foi menor inclusive
em formulacdes contendo apenas os adjuvantes. Entretanto, pequenas diferengcas no momento
de formular as particulas podem ter interferido nesse resultado. Vale ressaltar, por exemplo,
que as formulacdes descritas na Tabela 1 foram preparadas com um homogeneizador que
apresentava um controle mais fino da rotagdo em comparagido ao utilizado para formular as

particulas descritas na Tabela 2.
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O tamanho é uma caracteristica fundamental para a adjuvanticidade das microesferas.
Isto ocorre porque esferas com didmetro na faixa de 1 a 10 pm sdo muito grandes para entrar
nas cé€lulas por endocitose sendo entdo fagocitadas por células, como macréfagos, por
exclusdo de tamanho. Estas células que fazem parte do sistema fagocitdrio mononuclear sio
também as células apresentadoras de antigenos profissionais. Deste modo, o encapsulamento
do antigeno em microesferas favorece o seu contato com as APCs. Ja as particulas com
diametro maior que 10 m seriam responsdveis pela forma¢do de um depdsito e pela liberagao
do antigeno por um periodo prolongado (CLELAND, 1995; O’'HAGAN et al, 1993). Desta
forma, formulacdes com o tamanho entre 1 e 10 wm, conforme obtivemos, poderiam facilitar
a apresentacdo da Hsp65 encapsulada ao sistema imune e, além disso, a possibilidade da
liberag¢do da mesma dentro da célula poderia favorecer a resposta do tipo Th1, induzindo tanto
T CD4 quanto células T CD8. Trabalhos publicados na literatura t&ém explorado bastante essa
caracteristica das microesferas, e isso tem sido muito util no desenvolvimento de vacinas
(WAECKERLE-MEN et al, 2005).

Quanto a presencga de endotoxina observou-se que as formulagdes contendo a proteina
Hsp65b apresentaram niveis de contaminacdo por endotoxinas compativeis com aqueles
preconizados e descritos na Farmacopéia Européia, entretanto, as formula¢des contendo a
proteina Hsp65a apresentaram um nivel maior (Tabelas 1 e 2).

Apds a caracterizacdo das formulagdes seguiu-se para o estudo da imunogenicidade.
Nesses experimentos observou-se que os adjuvantes ndo interferiram na resposta humoral
especifica contra Hsp65a. A producdo de anticorpos anti-Hsp65 ndo foi modificada pela adig¢do
dos adjuvantes as formulagdes contendo a proteina recombinante menos purificada (Figuras 11A
e 11B), talvez pela sobreposicio do efeito do LPS presente em grande quantidade nessas
formulagdes (Tabela 1). Além disso, a razdo [gG2a/IgG1 foi similar entre os grupos e proxima
de 1 (Figura 11C) 30 dias ap6s a imunizacio e aumentou significativamente para a formulagio
de Hsp65a+Poliarginina 90 dias apds a imunizagdo. A razao entre 1gG2a/IgG1 serve como um
parimetro complementar para se discutir o padrdo de resposta imune induzida. Usualmente,
quando a razdo IgG2a/IgG1 é maior que 1 diz-se que a resposta tende a um padrdo Thl e,
quando é menor que 1, tende a resposta de padrio Th2. Embora o grupo que recebeu
Hsp65a+KLK tenha apresentado uma razdo IgG2a/IgG1 um pouco maior que 1 aos 30 dias da
imunizacdo essa diferenga ndo foi estatisticamente significativa em relacio ao controle (Hsp65a).
Além disso, observou-se que a razdo IgG2a/IgG1 diminuiu ao longo do tempo (de 30 para 90
dias), sugerindo uma possivel mudanca de tendéncia na resposta, mas ndo a dimunuicdo dos

niveis de anticorpos, uma vez que os titulos foram maiores que aqueles determinados aos 30 dias
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da imunizagdo (Figuras 11A e 11B). A remocdo parcial de endotoxina da proteina Hsp65
promoveu mudangas significativas na resposta imune induzida pelas formulagGes. A razdo
[gG2a/IgG1 apds 30 dias da imunizacdo foi menor que 1 para todos os grupos que receberam
Hsp65b e somente apds 90 dias essa razdo 1gG2a/IgG1l aumentou, sendo maior ou igual a 1
(Figura 12). Nesse caso a razdo determinada para as formulagdes de Hsp65b ou de Hsp65b+CpG
foram significativamente maiores que os seus respectivos grupos avaliados apés 30 dias da
imunizacdo. Isso ressalta a tendéncia da formulagcdo contendo o CpG em induzir uma resposta
imune do tipo Thl. Esses resultados mostram que em algumas situa¢des os adjuvantes CpG
(Figura 12) e a poliarginina (Figura 11) foram capazes de mudar a tendéncia da reposta imune
humoral induzida pela proteina. Mas de uma maneira geral ndo foram capazes de amplificar a
resposta imune humoral de forma significativa uma vez que os titulos de anticorpos foram
similares entre os grupos que receberam a proteina (Figuras 11 e 12).

A avalia¢do da producio de anticorpos especificos serve como um parametro importante
para avaliar a imunogenicidade das formula¢Ges vacinais, entretanto, € necessdrio avaliar
também o perfil de citocinas induzidas (Figuras 13 e 14), bem como, a expressdo de moléculas
de superficie celular (Figuras 15 e 16). Em relagio a resposta imune celular observou-se que aos
30 dias as células re-estimuladas com a rHsp65b responderam de forma especifica e que as
formulagdes contendo Hsp65b+Poliarginina, Hsp65b+KLK e Hsp65b+CpG produziram maiores
quantidades de IFN-y em relacdo aos seus controles ndo estimulados (Figura 13A). A produgio
de IL-10 pelo grupo imunizado com Hsp65b+KLK foi significativamente maior que o seu
controle (Figura 13D). O balango entre a producio especifica de citocinas como o IFN-y e IL-12
(consideradas Thl) e IL-4, IL-5 e IL-10 (consideradas Th2) servem como pardmetro do padrao
de resposta induzida apds a imunizagdo. Assim, as formula¢des contendo Hsp65b+Poliarginina e
Hsp65b+CpG induziram respostas especificas tendendo mais para o padrdo Thl, ji que
induziram maior produc@o de IFN-y em comparagdo a formulacdo Hsp65b+KLK, a qual além de
ter induzido uma producdo moderada dessa citocina ainda induziu maior producdo de IL-10
(padrdo misto Th1/Th2). 90 dias apds a imunizagfo as citocinas foram produzidas em menores
quantidades, e apenas Hsp65b+KLK e Hsp65b+CpG sustentaram a resposta de produgdo
especifica de IFN-y e IL-12, sendo que os niveis de IL-10 foram muito baixos (ndo mostrado).
Os resultados da andlise da expressdao de moléculas de ativag@o na superficie celular mostraram
que apds 30 ou 90 dias da imunizacdo parece ser mantido um mesmo percentual de células que
co-expressam CD4 ou CD8 e CD44 nos linfonodos drenantes em todos os grupos estudados.
Dentro dessa populag@o celular o maior percentual de expressdao de CD44"eh (fenétipo ativado)

ocorreu somente apds 90 dias da imunizagdo nos grupos que receberam Hsp65b nas formulagdes
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vacinais. Isso sugere que a adi¢ao de Hsp65 as formulagdes modulou a expressao desse marcador
de ativacdo mudando portanto o fenétipo de células presentes nesse sitio. Entretanto, conforme
também observado nos ensaios para a deteccdo de citocinas, apds 90 dias da imunizagdo a
amplitude dessa resposta foi diminuida. Isso sugere a necessidade de sustentar a liberacdo do
antigeno por um periodo maior que 30 dias para que a resposta também seja mantida por um
periodo maior. Para alcancgar esse objetivo a estratégia poderia ser uma dose de reforco de
proteina e/ou adjuvante. Pensando ainda no conceito de dose tnica o refor¢o poderia ser uma
formulag@o para liberagdo mais lenta da proteina encapsulada co-administrada com o antigeno
encapsulado na formulagcdo para a liberacdo mais rapida em um modelo de prime-boost
homélogo de dose unica.

Ap6s o estudo da imunogenicidade o passo seguinte foi avaliar a protecao conferida pelas
formulagdes preparadas com a proteina Hsp65a ou Hsp65b, ou seja, os animais vacinados foram
infectados para avaliacdo da protecdo contra a doenca. Também avaliamos os niveis de
anticorpos especificos contra a Hsp65 no soro e observamos que estes aumentaram, inclusive nos
controles (Figuras 17 e 18). Isso j4 era esperado uma vez que o préprio bacilo produz a proteina
Hsp65 e, por esse motivo, os animais controles também podem responder contra esse antigeno.
Outra observacdo importante foi a de que a razdo IgG2a/IgG1 também tendeu a 1 naqueles
grupos infectados apds 30 dias da imunizag¢do com as formulagdes contendo a proteina Hsp65a.
Entretanto, nos grupos infectados aos 90 dias a razdo IgG2a/IgG1 tendeu a ser maior para os
grupos Hsp65a+KLK e Hsp65a+Poliarginina em relacdo ao grupo Hsp65a que, inclusive,
apresentou uma razdo menor que 1 (Figura 17B). Isso mostra que os grupos que receberam a
proteina Hsp65a e o adjuvante (KLK ou Poliarginina) responderam de forma diferente ao grupo
que recebeu somente a proteina Hsp65a.

Na infeccdo apds 30 dias da imunizagido com as formulacdes contendo a proteina mais
purificada Hsp65b, Hsp65b+Poliarginina ou Hsp65b+CpG observou-se que os titulos de
anticorpos anti-Hsp65 da subclasse IgG1 foram maiores em relagéo aos titulos de IgG2a (Figura
18A). Nesse mesmo experimento observou-se que alguns animais do grupo Hsp65b+KLK nao
produziram niveis detectdveis de IgG1l. Nos grupos infectados apds 90 dias da imunizagdo a
formulagdo contendo Hsp65b+CpG ou Hsp65b+KLK induziram mais [gG2a que IgGl. Os
outros grupos mantiveram o padrdo de resposta com prevaléncia da subclasse de IgGl em
relacdo a IgG2a (Figura 18A). A razdo IgG2a/IgG1 aumentou aos 90 dias da imunizacio se
comparado ao resultado obtido aos 30 dias (Figura 18B). E importante ressaltar que a maior parte
dos animais que recebeu a formulacido de Hsp65b+KLK nédo produziu niveis detectaveis de IgG1

e, por isso, a figura que mostrou a razdo [gG2a/IgG1 aos 30 dias ndo mostra nenhuma barra para
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esse grupo, apenas um animal produziu niveis detectdveis de IgG1 e a razdo IgG2a/IgG1 para
esse animal foi préxima de 2. Além disso, observou-se que a resposta desencadeada pela
formulagdo Hsp65b+CpG sé aumentou a razdo [gG2a/IgG1 quando os animais foram infectados
mais tardiamente (90 dias). Essa mesma tendéncia foi mostrada nos ensaios de imunogenicidade
(Figura 12C), sugerindo que o adjuvante CpG esteja modulando a resposta para um padrao Thl
num periodo mais tardio apds a imunizacdo. Em conjunto, esses resultados confirmam os
achados descritos na sec¢do 4.2.2 onde mostramos que antes da infec¢do os animais vacinados
com a formulag@o contendo a proteina com mais LPS (Hsp65a) respondem com uma produgéo
mais equilibrada entre IgG2a e IgG1 apds 30 dias da imunizacdo. Ja a remogao parcial do LPS
(Hsp65b) fez com que aos 30 dias da imunizacdo a produgio de IgG1 especifica fosse maior que
IgG2a (Figuras 11 e 12).

Nos ensaios de protecdo observou-se que a presenga da proteina Hsp65a nas formulagdes
reduziu a carga bacilar do pulmdo comparada aos controles (Figuras 23 e 24A). Esses dados
mostram que apesar de ndo proteger de forma significativa contra TB, o encapsulamento da
proteina na microesfera pode representar uma boa estratégia para aumentar a imunogenicidade
da vacina baseada na proteina com apenas uma dose do antigeno (cerca de 5ug). Isso é muito
importante uma vez que resultados publicados por nosso grupo mostraram que a proteina
administrada com adjuvante incompleto de Freund em trés doses (dose total de 75 pg) ndo
confere nenhuma protegdo. Para a protecao efetiva, embora de curta duragdo, foram necessarias 4
doses (dose total de 20 pg) de proteina formulada em lipossomas (Lima et al, 2001). Assim, a
reducdo do nimero de doses alcangada através do encapsulamento da proteina em microesferas
representa um avanco na otimizagdo da vacina de subunidade baseada nesse antigeno. Nos
ensaios de protecdo assim como em outros ensaios também comparamos a eficécia protetora das
formulagdes preparadas com a proteina Hsp65a e Hsp65b e conforme ja se esperava a remogao
parcial do LPS também interferiu nessa resposta.

As formulagdes contendo Hsp65a+Poliarginina ou Hsp65a+KLK induziram protecdo
significativa e duradoura (90 dias) contra a infeccdo (Figura 23). Entretanto, a formulagio
contendo Hsp65a+KLK foi mais eficiente que a formulacido de Hsp65a+Poliarginina em induzir
protecdo contra a infeccdo, tendo reduzido cerca de 100 vezes a carga bacilar se comparada ao
grupo controle (Figura 23B). A eficdcia protetora também foi afetada ap6s a remocéo de parte do
LPS da proteina utilizada nas formulagdes vacinais. A formulacdo de Hsp65a+Poliarginina que
antes promovia certa prote¢do (Figura 23A) passou a ndo proteger mais (Figura 24) e, também, a
formulagcdo de Hsp65a+KLK que antes conferia protecdo apds 90 dias da vacinagdo (Figura

23B) passou a proteger por um periodo menor, 30 dias (Figura 24). Esses resultados ressaltam
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um possivel efeito sinérgico do LPS com alguns dos adjuvantes utilizados e sugerem que o
adjuvante desempenha um papel essencial na duracio da resposta imune protetora desencadeada
contra um determinado antigeno.

Os ensaios de protecdo, analisados pela contagem no niimero de bacilos recuperados no
pulmido fornecem dados muito importantes para escolha dos melhores candidatos a vacinas
contra TB. Entretanto, tem se tornado cada vez mais necessdria a andlise histoldgica do pulmao
dos animais infectados apds a vacinag@o. Isso porque o limite entre a resposta protetora contra
TB e o dano tecidual causado por essa resposta € muito ténue, ou seja, a reducdo da carga bacilar
nem sempre vai estar diretamente relacionada a preservagdo do parénquima pulmonar. Nossos
resultados mostraram que 30 dias apds a imuniza¢do a formulacdo contendo Hsp65a+KLK
induziu uma resposta imune capaz de reduzir a drea de pulmdo comprometida pela infecgdo.
Assim, a0 mesmo tempo em que reduziu a carga bacilar promoveu a manutengdo da estrutura do
parénquima pulmonar (Figuras 25 e 26). Por outro lado, a formulagdo contendo
Hsp65a+Poliarginina que também promoveu uma reducdo na carga bacilar (Figura 23A) e,
apesar de ndo ter causado um dano tecidual extenso, induziu uma resposta mais agressiva para o
pulméo. Esse resultado confirmou portanto, que a formulagio contendo Hsp65a+KLK é a
candidata a vacina contra TB mais promissora em nosso estudo.

Esses foram resultados bastante promissores, € no ensaio seguinte avaliou-se a prote¢do
conferida por formulacdes preparadas com a proteina mais purificada (Hsp65b). Os resultados
dessa etapa foram importantes porque confirmaram os resultados esperados a partir da
observacdo de que a remocdo mesmo parcial do LPS das formulagdes vacinais promovia
algumas mudangas em termos do padrdo de resposta protetora. Assim, utilizando a proteina com
menor contaminagdo por LPS observou-se que animais infectados ap6s 30 dias da imunizagéo
com Hsp65b+KLK também apresentaram o menor grau de comprometimento do parénquima
pulmonar 5-15% (Figuras 27 e 28). Esse resultado corrobora com os dados da contagem de
unidades formadoras de colonias (UFC) no pulmao, a qual também foi significativamente menor
se comparada aos outros grupos. Por outro lado, os animais infectados 90 dias ap6s a imunizagéo
apresentaram um comprometimento do parénquima pulmonar menor, principalmente nos grupos
que receberam Hsp65b na formulacdo. Entretanto, conforme mostrado pela contagem de UFC,
nenhum desses grupos foi capaz de reduzir de forma significativa a carga bacilar (Figura 24B).
Assim, nessa etapa do trabalho observou se que a formulacdo Hsp65b+KLK continuou sendo a
melhor candidata a vacina contra TB e deverd ser melhor estudada.

Todos esses resultados de diminui¢do da eficicia protetora vém acompanhados de uma

diminuicdo da amplitude das respostas imunes celulares especificas quando da remocéo parcial
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do LPS da proteina recombinante. Esses resultados refletem exatamente o que se observa nas
respostas imunes desencadeadas por formulagdes contendo a proteina Hsp65a com mais ou
menos LPS (Hsp65a-LPS™ e Hsp65a-LPS™*°), ou seja, a remogio desse imunoestimulante
interfere diretamente no tipo da resposta imune desencadeada e, conseqiientemente, na protecao.
Entretanto, é importante ressaltar que a remocao do LPS € necessaria e desejada. Nesse sentido,
os resultados aqui encontrados ressaltam que € possivel formular uma vacina protetora contra TB
baseada na proteina recombinante e que, para que esta resposta confira protecdo de longa
duracgfo poderia se avaliar a associagdo de mais de um adjuvante imunoestimulante a formulagio
vacinal e/ou o uso de um sistema que sustente a liberacdo do antigeno por um periodo de tempo
maior.

Em relacdo a formulacdo contendo Hsp65+Poliarginina a expectativa era a de que
houvesse alguma protec@o contra a infecg@o. Isso porque dados da literatura mostraram que a
poliarginina quando utilizada como adjuvante em vacinas de peptideos tumorais induz prote¢do
contra o desafio com células tumorais vidveis em modelo animal (SCHMIDT et al, 1997). Em
2002, Mattner e colaboradores mostrou que uma vacina contendo a poliarginina e peptideos
tumorais induziu aumento no nimero de células apresentadoras de antigeno no local da injecio,
bem como, da captura do antigeno por essas células. Além disso, essa formulagdo vacinal
também foi muito eficiente em induzir resposta imune especifica de células T CD8 contra esses
antigenos tumorais (MATTER et al, 2002). Apesar de ter protegido animais nos experimentos
com a formulacdo preparada com a proteina com maior quantidade de LPS, ela ndo foi eficiente
apos a remogdo de parte do LPS da proteina utilizada na formulago. Isso ndo impede que essa
formulagdo seja redesenhada para uma nova tentativa de utilizar a poliarginina como adjuvante
para a vacina com Hsp65. Entretanto, fica claro que € necessario adicionar mais adjuvante a essa
formulagdo, seja ele a poliarginina ou um outro adjuvante, talvez um derivado do LPS ja que
parece haver algum sinergismo entre eles.

O mecanismo pelo qual o adjuvante KLK estaria atuando no nosso modelo de estudo néo
foi esclarecido ainda. O KLK € um peptideo antimicrobiano catidnico (CAMP) sintético
derivado de proteinas antimicrobianas da hemolinfa de inseto (Sarcophaga peregrina). Em 1994
Natori publicou um trabalho em que descreveu o isolamento de tr€s proteinas antimicrobianas da
hemolinfa de larvas de S. pererina imunizadas e, além disso, sintetizou o KLK a partir de uma
sequéncia de 11 peptideos identificados em uma das proteinas (sapecina B). Esse peptideo
apresentou atividade antimicrobiana in vifro contra vérias bactérias incluindo a cepa de
Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) (ALVAREZ-BRAVO et al, 1994) e
também in vivo (ALVAREZ-BRAVO et al, 1995). Essa atividade quimioterapéutica foi
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relacionada com a capacidade desse peptideo em induzir a produgcdo de superéxido por
neutréfilos (NAKAJIMA et al, 1997). Além disso, tem sido descrito que certos CAMPs sdo
capazes de recrutar diferentes subclasses de células do sistema imune (YANG et al, 2002). Nesse
sentido, observamos em nossos experimentos que as formulagdes contendo o KLK sozinho ou
com a proteina Hsp65b ndo promoveram o recrutamento preferencial de nenhuma das células
estudadas (mononucleares, neutréfilos ou eosinéfilos), Figura 32. Entretanto, observou-se que a
presenca de Hsp65b nas formulagdes vacinais favoreceu a migracdo de neutréfilos para o local
da administragdo (Figura 32D). Essa propriedade pode estar relacionada a Hsp65 ou mesmo a
quantidade de LPS presente na Hsp65b, entretanto, o fato do KLK estar relacionado a ativagio
de neutréfilos e mondcitos sugere que esse imunomodulador possa estar ativando essas células
no microambiente da administracio da vacina e, talvez isso tenha alguma implicacdo na
atividade protetora induzida pela formulagdo que contém Hsp65b+KLK. Além disso, descreveu-
se recentemente que CAMPs como a defensinas-o0 produzidas por neutrofilos humanos
aumentam a producdo de anticorpos especificos (IgG) no soro e a liberagdo de IFN-y, IL-5, IL-6
e IL-10 por células T CD4 (LILLARD et al, 1999; TANI et al, 2000). E necessario ressaltar
ainda, que os neutrdfilos tém importante papel na maturagdo de células dendriticas e, de forma
indireta, na apresentacdo de antigenos para as células do sistema imune durante a infec¢fo
microbiana (BENNOUNA et al, 2003). Nesse caso, talvez a presenga do KLK na formulagio
mais protetora possa estar facilitando a captura do antigeno, a maturacio de células
apresentadoras e, conseqiientemente, a apresentacdo do antigeno para as células do sistema
imune.

A resposta observada para a formulagdo contendo Hsp65b+CpG ndo correspondeu as
expectativas iniciais, uma vez que essa formulagcdo induziu uma resposta imune tendendo ao
padrdo Th1 porém néo foi protetora. Além das citocinas e do perfil de anticorpos aqui mostrados,
através de uma colabora¢do com outro grupo de pesquisadores, pudemos constatar que o co-
encapsulamento de antigenos com o CpG 1668 também é capaz de ativar células T CDS. Isso
contribui mais ainda para a nossa surpresa ja que, aparentemente, a vacinacdo com essa
formulagdo retne a maior parte dos requesitos envolvidos na prote¢do contra a tuberculose
experimental.

De qualquer forma nossos resultados foram bastante interessantes porque aparentemente
as formulacdes que induziram respostas de padrao Thl, onde se observou maior producio de
IFN-y (Hsp65b+Poliarginina e Hsp65b+CpG) e quantidades menores de IL-10 ndo foram as que
mais protegeram. A formulacdo mais protetora (Hsp65b+KLK) desencadeou uma resposta de

padrdo misto Th1/Th2 onde se observou produgdo moderada de IFN-y e niveis
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significativamente maiores de IL-10. Corroborando com o fato desse adjuvante nio ter se
mostrado um bom indutor de uma resposta Th1, em 2004 um outro grupo relatou que o KLK co-
administrado com antigenos (OVA e vacina viral contra influenza) induziu respostas do tipo
Th2, tendo sido atribuido a ele propriedades adjuvantes como o aumento da captura do antigeno
pela célula apresentadora e a formagdo de depdsito (FRITZ et al, 2004). Entdo como explicar
que uma vacina que ndo estd induzindo uma resposta predominantemente Thl possa estar
conferindo protecdo contra uma infec¢cdo como a tuberculose?

Recentemente também tem se discutido sobre o tipo de resposta que devem ser levadas
em conta para o desenho de vacinas contra TB. A protecdo contra a tuberculose esta relacionada
a indug@o de respostas de padrdo Thl e, muitos sdo os trabalhos que tem demonstrado isso
(Revisto por KIDD, 2003; LIENHARDT et al, 2002; LOWRIE et al, 1999; Revisado por
SALGAME, 2005; Revisto por SILVA et al, 2000). Entretanto, as respostas protetoras do ponto
de vista da capacidade de reduzir a carga bacilar também devem assegurar a preservacio e/ou a
recuperacdo do 6rgdo infectado. Mais recentemente, tem se discutido uma nova situacdo para ser
considerada durante o desenho de vacinas contra TB, que é a necessidade de se regular as
respostas Th2 pré-existentes (ROOK et al, 2005). Isso porque citocinas como a IL-4 parecem
estar envolvidas com a imunopatologia e fibrose mediada por TNF-o. numa situacdo onde a
resposta Thl foi induzida. Assim uma vacina que induza células regulatérias poderia minimizar
o efeito acima descrito. O assunto que envolve a regulacdo das respostas imunes € bastante
complexo e nossos achados de indugdo de IL-10, em niveis significativos, nos animais que
receberam a formulacdo mais protetora devem ser melhor investigados. Num primeiro momento
esses achados parecem contraditorios ja que as respostas Thl sdo essenciais para o controle da
doenca. Entretanto, ndo se pode descartar que células produtoras dessa citocina possam estar
auxiliando no controle adequado da resposta protetora, favorecendo a recuperacdo do
parénquima pulmonar enquanto a carga bacilar € reduzida. Diante disso, € essencial um estudo
detalhado dos mecanismos desencadeados pela formulagdo mais promissora e isso inclui o
estudo pormenorizado do fenétipo das células presentes no local da infecg@o.

Pode se concluir desse trabalho, que € possivel formular uma vacina para a
administracio em dose tUnica baseada na proteina recombinante Hsp65. A formulacio
contendo Hsp65+KLK foi capaz de induzir uma resposta protetora contra TB, tendo
promovido a redugdo da carga bacilar sem causar dano tecidual significativo no pulmio. A
remoc¢do parcial de LPS da proteina utilizada nas formulacdes que conferiram protegdo
promoveu uma diminui¢do na duragdo da protecao, sugerindo que o adjuvante seja importante

para a manutencdo da resposta. Além disso, os mecanismos imunoldgicos envolvidos na

105



Discussdo e conclusdes

resposta protetora parecem estar relacionados a uma resposta de padrao misto Th1/Th2 e os
eventos iniciais da resposta desencadeada devem estar relacionados a capacidade de
microesferas contendo Hsp65+KLK interagir e ativar macréfagos e neutréfilos recrutados
apods a sua administracdo. Assim, como perspectivas futuras, além do estudo mais detalhado
sobre 0s mecanismos envolvidos na protecdo, pretende-se otimizar a vacina Hsp65+KLK
visando aumentar a durag@o da resposta induzida por ela. Para isso pretende-se utilizar como
estratégia a administragdo de uma dose de refor¢co com a proteina e adjuvante, utilizando o
conceito de “prime-boost” homdlogo de dose tnica, por meio da combinacio de microesferas

que liberem o antigeno em diferentes intervalos de tempo durante um periodo maior.
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Resumo

A tuberculose (TB) € uma das doencas infecciosas que mais matam em todo o mundo
e apesar da introdugdo da vacina BCG e de drogas, a dissemina¢do da TB ainda ndo foi
controlada. Assim, a otimizacdo da vacina BCG e/ou o desenvolvimento de novas vacinas
profildticas e terapéuticas € essencial para o combate a essa doenga. Dentre as potenciais
vacinas recentemente priorizadas pela Organizacdo Mundial da Satde para iniciar os ensaios
clinicos em humanos nos préximos anos, encontra-se a baseada no antigeno Hsp65,
desenvolvida por nosso grupo (ENSERINK, 2001). Embora a vacina de DNA codificando a
proteina Hsp65 tenha sido a melhor dentre as formulacdes avaliadas, ainda é necessério
otimiza-la visando o aumento da imunogenicidade e eficidcia protetora contra TB. Nesse
contexo avaliar o uso das vacinas de subunidade baseadas em antigenos recombinantes
também é pertinente porque essas vacinas sdo seguras, de facil formulagdo, administragdo e
produgdo. Assim, com o intuito de formular uma vacina de subunidade de dose tinica prop0s-
se o uso de microesferas biodegraddveis (PLGA) e imunoestimulantes (Poliarginina, KLLK ou
CpG) para formular novas vacinas baseadas na proteina Hsp65 recombinante. Uma dose tnica
dessas formulagGes vacinais foi administrada a camundongos isogénicos (i.m.) para andlise da
resposta imune (humoral e celular) induzida e também para avaliacdo da eficicia protetora
contra a infec¢@o experimental por M. tuberculosis H37Rv. Nossos resultados mostraram que
as formulagdes contendo a proteina ou a proteina e os adjuvantes foram capazes de induzir
respostas imunes especificas. As formulacdes Hsp65+Poliarginina e Hsp65+CpG induziram
uma resposta de padrdo Thl enquanto a vacina contendo Hsp65+KLK induziu uma resposta
mista Th1/Th2. Apesar de ter estimulado esse padrido de resposta a formulagdo contendo
Hsp65+KLK reduziu em 100 vezes a carga bacilar em relacdo ao grupo controle, bem como,
preservou a estrutura do parénquima pulmonar. Além disso a utilizagdo de uma proteina com
maior quantidade de LPS na formulagdo que também contem KLK induziu uma protecio de
maior duracdo, sugerindo que o adjuvante LPS também desempenha importante papel na
resposta induzida. Pode se concluir desse trabalho, que é possivel formular uma vacina para a
administracio em dose Unica baseada na proteina recombinante Hsp65. Assim, como
perspectivas futuras, além do estudo mais detalhado sobre os mecanismos envolvidos na
protecdo, pretende-se otimizar a vacina Hsp65+KLK visando aumentar a duracio da resposta
induzida por ela. Para isso pretende-se utilizar como estratégia a administracdo de uma dose
de reforco com a proteina e adjuvante, utilizando o conceito de “prime-boost” homélogo de
dose por meio da combinacdo de microesferas que liberem o antigeno em diferentes intervalos

de tempo durante um periodo maior.
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Abstract

Tuberculosis infection (TB) still remains a leading cause of death worldwide, although
the BCG vaccine has been used for 80 years. There is an urgent need to develop improved
BCG or new tuberculosis vaccines for the prevention and/or cure of TB. Recently the WHO
indicates the vaccine in development by our group, based on the heat shock protein from
Mycobacterium leprae (Hsp65), as one among other good candidates to start human clinical
trials in coming years. Until now, the DNA-Hsp65 vaccine was the best formulation that we
have evaluated for protection and therapy against experimental tuberculosis. However, for its
application in human clinical trials, the formulation still needs to be further optimized. In
parallel to the optimization of the DNA-Hsp65 vaccine we are developing a subunit vaccine
based on the recombinant protein (rHsp65). Therefore, in this work was evaluated the efficacy
of a single dose subunit vaccine based on Hsp65 protein, associated or not with
immunostimulants, and entrapped into biodegradable PLGA microspheres against infection
with Mycobacterium tuberculosis H37Rv. Our results showed that the protein was efficiently
entrapped into microspheres and particles presented diameter adequate to be engulfed by
phagocytes. Mice vaccinated by a single dose of rHsp65-microspheres developed both
humoral and cellular specific immune responses; however they were not protected against
challenge infection with M. tuberculosis. As an alternative strategy, we developed other
microsphere formulations based on rHsp65 associated with immunostimulants, KLK, Poly-L-
arginine or CpG 1668. The formulations based on rHsp65+poly-L-arginine or rHsp65+CpG
1668 were not protective against challenge with M. tuberculosis, although they induced Thl
type specific immune response, that is related to the protective response in TB model. The
rHsp65+KLK — loaded microspheres that induced a mixture of Th1/Th2 type response
allowed a significative reduction in CFU number and also minimal lung parenchyma damage.
These data suggest that subunit vaccine based on the recombinant protein Hsp65 seems to be
feasible since rHsp65+KLK-loaded microspheres was protective, however it was not a long-
lasting response. Microspheres containing rHsp65 with high levels of LPS contamination and
KLK induced a protective and long-lasting response, standing out the important role of the
adjuvant component of a vaccine formulation. The perspective of this work is to further
characterize the immune response elicited by each formulation as well as to evaluate new
formulations and other immunization strategies like prime-boost aiming to elicit a protective

and long-lasting immune response.
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Apéndices

Apéndice I: Andlise dos cortes histolégicos do pulmdo de animais infectados por Mycobacterium tuberculosis por via intratraqueal 30 ou 90 dias apés a

vacinac¢do com microesferas contendo rHsp65a e diferentes imunoestimulantes

Infecc¢iio 30 dias apos a vacinacio Infeccdo 90 dias apés a vacinacdo
Formulacoes salina vazia | K H H+P H+K salina vazia | K H H+P H+K
Comprometimento
do parénquima 60-70 10-40 20-50 20-30 20-40 30-50 5-20 <5 5-20 <5 <5 <5 <5 <5
pulmonar (%)
Infiltrado sim sim pouco sim pouco sim sim sim sim sim pouco sim sim sim
linfocitario
perivascular e
peribronquial
Infiltrado de sim pouco sim sim sim sim pouco pouco sim pouco sim sim pouco pouco
macroéfagos
Granulomas sim ndo sim sim sim poucos ndo ndo ndo ndo ndo ndo ndo ndo
confluentes
Granulomas nao sim sim sim poucos sim poucos poucos poucos poucos poucos poucos poucos poucos
isolados
Quantidade de +++ +++ + ++ ++ ++ + * * + + * + +
bacilos

P: Me-Poliarginina; K: Me-KLK; H: Me-Hsp65a; H+P: Me-Hsp65a+Poliarginina, H+K: Me-Hsp65a+KLK.
*ndo foram encontrados bacilos nos cortes analisados

+ pouca

++ moderada

+++ grande
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Apéndices

Apéndice 2: Andlise dos cortes histolégicos do pulmio de animais infectados por Mycobacterium tuberculosis por via intratraqueal 30 ou 90 dias apés a

vacinac¢do com microesferas contendo rHsp65b e diferentes imunoestimulantes

Infecco 30 dias apés a vacinacio

Infeccao 90 dias apés a vacinacio

Formulagoes S v P K C H H+P H+K H+C S v P K C H H+P H+K H+C
Comprometimento
do parénquima 40-60 20-40 40-50 60-70 70-75 10-85 10-60 5-15 45-50 50-60  20-35 50-65 25-30  40-60 30 10-20 0-40 5-25
pulmonar (%)
i ouco ouco 0uco sim 0uco sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim ouco sim sim
nfiltrado p p p p p
linfocitario
perivascular e
peribronquial
Infiltrado de sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim sim
macroéfagos
Granulomas poucos  poucos  poucos sim sim sim sim nao poucos sim poucos  poucos sim sim nao nao poucos  poucos
confluentes
Granulomas sim sim sim poucos  poucos sim poucos sim sim poucos sim sim sim nio poucos sim sim sim
isolados
Exudato nao pouco  pouco sim pouco sim pouco  pouco  pouco ndo pouco  pouco  pouco  pouco  pouco  pouco  Pouco  pouco
neutrofilico
nao sim ouco ouco ouco sim ouco ndo sim ndo sim ouco ouco sim ouco ouco ouco ouco
ema a i p p p i p a i a i p P i P P P P
b s1um sium sim sim sim sim sim sium sum sim sium nao sim sium sim sim sim sim
Congestao i i i i i i i i i i i a i i i i i i
Focos hemorragicos sim nio sim sim sim sim sim poucos  poucos sim sim ndo sim sim sim sim poucos sim
Quantidade de ++ +++ +++ ++ +++ ++ + + ++ + + + + + + + + +
bacilos

S: salina; V: Me-vazia; P: Me-Poliarginina; K: Me-KLK; H: Me-Hsp65b; H+P: Me-Hsp65b+Poliarginina, H+K: Me-Hsp65b+KLK; H+C: Me-Hsp65b+CpG.
+ pouca; ++ moderada; +++ grande.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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