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RESUMO

A tuberculose (TB) é causada pelo Mycobacterium tuberculosis e representa um problema de saude publica
global, sendo considerada uma das doencgas transmissiveis mais mortais do mundo. Estima-se que cerca
de um terco da populagdo mundial esteja infectada. Atualmente, a forma de prevencédo a TB € a vacina
BCG (Bacilo Calmette-Guérin), porém, a mesma apresenta limitagdes, pois protege apenas as criangas e
previne somente as formas graves de TB, além de apresentar protecao variavel de 0 a 75%. Isso aponta a
necessidade do desenvolvimento de uma vacina mais efetiva para o combate da TB. Dessa forma, esta
revisdo objetiva apresentar as caracteristicas gerais da TB e seu agente causador e sobre as vacinas
atualmente sendo estudadas como alternativas preventivas para a BCG. Foi realizada uma pesquisa de
natureza qualitativa e exploratéria, utilizando informagdes do Ministério da Sadde, Organizacdo Mundial da
Saude, dissertagbes, teses e artigos disponiveis em diferentes bases de dados. Os resultados alcangados
revelam que uma das alternativas mais promissoras para o combate da TB é a vacina de DNA-hsp65,
constituida por um plasmideo de DNA contendo o gene que codifica a proteina de choque térmico de 65
kDa de micobactéria (M. leprae).

Palavras-Chave: infeccao; Mycobacterium tuberculosis; imunizagao; vacinas de DNA.

ABSTRACT

Tuberculosis (TB) is caused by Mycobacterium tuberculosis and is a global public health problem and is
considered one of the deadliest infectious diseases of the world. It is estimated that about one third of the
world population is infected. Currently, the way to prevent TB is BCG (Bacilo Calmette-Guérin) vaccination,
however, it has some limitations because it only protects children and just prevents severe forms of TB,
besides presenting variable protection of 0-75%. This shows the need to develop a more effective vaccine to
fight TB. Thus, this review aimed to present the general characteristics of TB and its causative agent and on
the vaccines currently being studied as preventive alternatives for BCG. A qualitative and exploratory
research was carried out, using information from the Ministry of Health, World Health Organization,
dissertations, thesis, and articles available in different databases. The results show that one of the most
promising alternatives for TB control is the DNA-hsp65 vaccine, consisting of a DNA plasmid containing the
gene coding for mycobacteria (M. leprae) 65 kDa heat shock protein.

Key Words: infection; Mycobacterium tuberculosis; immunization; DNA vaccines.

INTRODUCAO mais mortais do mundo (1). Em 1993, a
Organizagdo Mundial da Saude (OMS)

A tuberculose (TB) representa um declarou a TB como emergéncia mundial.
problema de saude publica global, sendo Ainda, estima-se que cerca de um terco da
considerada uma das doencgas transmissiveis populagdo mundial esteja infectada. Em
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2014, estimativas da OMS mostram que 9,6
milhdes de pessoas desenvolveram TB e 1,5
milhdes morreram da doenca, o que inclui
400.000 mortes entre as pessoas portadoras
do Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV,
do inglés Human Immuno deficiency Virus).
Os paises que apresentaram maior nimero
de casos incidentes em 2013 foram: India,
China, Nigéria, Paquistao, Indonésia e Africa
do Sul. Sozinhos, os trés paises, India,
Indonésia e China, representaram 23%, 10%
e 10% dos casos mundiais, respectivamente

(2).

O Brasil ocupa a 152 posicdo de uma
lista de 22 paises em desenvolvimento que
sao responsaveis por 80% de todos os casos
mundiais de TB (3). Além disso, estima-se
que ocorram cerca de 129.000 novos casos
por ano no pais, dos quais aproximadamente
90.000 sao notificados (4,5). No Brasil,
existem 181 municipios considerados
prioritarios para o controle da TB. A regiao
sudeste apresenta a maior quantidade de
municipios prioritarios, seguida da regido
nordeste. Os estados de S&o Paulo e Rio de
Janeiro possuem 76,5% dos municipios
prioritarios da Regiao Sudeste. No Nordeste,
o estado da Bahia possui 0 maior numero de
municipios prioritérios (6). Em 2013, foram
confirmados 91.369 casos de TB no Brasil

(7).

Atualmente, a forma de prevengao
utilizada para a TB € a vacina BCG (Bacilo
Calmétte-Guérin). Esta vacina foi
desenvolvida em 1921 pelos pesquisadores
Calmétte e Guérin no Instituto Pasteur
através da atenuacdo do Mycobacterium
bovis (8). No entanto, a BCG apresenta
limitagdes, pois protege apenas as criangas e
previne somente as formas graves de TB,
além de apresentar protecédo variavel de 0 a
75% (9,10). Além disso, estudos realizados
com a intengdo de utilizar uma segunda dose
de BCG para conferir protecdo a populacao
adulta contra a TB verificaram que essa
estratégia nao apresenta viabilidade (11,12).
Isso aponta a necessidade do
desenvolvimento de uma vacina mais efetiva
para o combate da TB, que ainda ndo possui
prevencao segura e eficaz (13).

Dessa forma, o objetivo deste estudo
foi apresentar uma revisdo da literatura sobre
caracteristicas gerais da TB e seu agente
etiolégico e as vacinas estudadas atualmente
como alternativas ao BCG para a prevencao
dessa doenca.
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ETIOLOGIA, TRANSMISSAO E FORMAS
CLINICAS

A TB é uma doenca infectocontagiosa
causada pelo Mycobacterium tuberculosis
(Mtb) ou bacilo de Koch, assim também
chamado por ter sido identificado pela
primeira vez pelo cientista alemdo Robert
Koch, em 1882. Trata-se de uma bactéria em
forma de bacilo, intracelular facultativo,
aerobio estrito que necessita de oxigénio
para crescer e se multiplicar, nao
encapsulado, ndo formador de esporos,
imovel e de crescimento lento. O Mtb possui
uma parede celular rica em lipidios e acidos
micolicos e se replica a cada 15-20h, o que é
extremamente lento em comparagdo com
outras bactérias, como, por exemplo, a
Escherichia coli (20 minutos) (14). Esse
bacilo possui uma dimensao que varia de 3 a
5um de comprimento e € resistente a
descoloracao por alcool-acido devido ao alto
teor de lipidios em sua parede celular,
formando uma barreira hidrofébica, quando
corado pelo método de Ziehl-Neelsen (ZN).
Por isso, o Mtb & também chamado de Bacilo
Alcool-Acido Resistente (BAAR) (14-16).

A transmissdo da TB acontece de
forma direta de um individuo para outros
através de tosse, fala ou espirro, quando sao
eliminadas goticulas de saliva contendo o
Mtb. Apenas os individuos com TB pulmonar
ativa sao baciliferos, ou seja, sédo capazes de
transmitir a doenga. Apds o contato com o
bacilo, este pode ser eliminado, desenvolver-
se sem causar a doenga ou causar a TB.
Desnutrigdo, idade avangada, Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS, do inglés
Acquired Immune Deficiency Syndrome) e
uso de medicamentos imunossupressores
sdo alguns dos fatores que tornam o
individuo mais susceptivel ao adoecimento
por afetarem o sistema imunoldgico. Alem
disso, a carga bacilifera e a viruléncia da
bactéria também influenciam no
aparecimento da doenga em individuos
imunocompetentes. Geralmente, a TB afeta
os pulmdes (TB pulmonar), mas outros
orgaos e sistemas também podem ser
acometidos (TB extrapulmonar), como, por
exemplo, 0sso0s, rins, linfonodos e meninges
(17,18).

Em 5 a 10% das pessoas infectadas a
resposta imunoloégica é incapaz de proteger o
organismo apés a primeira infeccao
tuberculosa e o individuo desenvolve a
doenca em algum momento da vida,



principalmente nos dois primeiros anos apés
a infeccao (19). Nesse caso, a doenca é
chamada de TB primaria ou de primoinfeccao
e pode evoluir de um foco pulmonar ou
ganglionar. Uma das formas mais graves de
TB primaria é a forma miliar, que é
consequéncia da disseminacao
hematogénica e apresenta lesdes
granulomatosas pequenas e difusas, que
atingem nao apenas os pulmdes, mas muitos
orgaos, como laringe e rins, por exemplo
(14). Uma das formas clinicas com risco de
morte elevado é a TB no Sistema Nervoso
Central (SNC). O comprometimento do SNC
acontece basicamente sob duas formas:
meningoencefalite e tuberculoma
intracraniano. Com maior incidéncia em
criangas de seis meses a cinco anos de
idade e entre os individuos com
imunodepressao, particularmente 0S
portadores de AIDS, a TB no SNC evolui
para obito em 100% dos casos na auséncia
de tratamento medicamentoso (20,21) e é
responsavel por cerca de 3% dos casos de
TB em individuos imunocompetentes e, em
casos de coinfeccdo com HIV/AIDS, 10% de
todos os casos de TB (22,23). Além da
pandemia do HIV/AIDS, a resisténcia aos
medicamentos antituberculose, a
imunossupressao secundaria ao tratamento
do cancer, doengcas autoimunes e
transplantes também constituem fatores de
risco para o desenvolvimento da TB no SNC
(20). A TB pés-primaria ou secundaria
acontece quando o individuo apresenta
competéncia imunoldgica e consegue deter a
infeccdo inicial, mas a doenga desenvolve-se
posteriormente a partir de um foco latente
(reinfeccdo endodgena) ou através de uma
nova infeccao (reinfeccao exégena), onde o
sistema de defesa nao é capaz de conter a
sua progressao (14,24-27).

RESPOSTA IMUNOLOGICA

Apds ultrapassar o trato respiratério
superior e chegar aos alvéolos, para se
instalar no organismo, o Mtbinterage com
receptores celulares para iniciar a infeccéo
(17). Assim, a lipoproteina de 19kDa e outros
derivados lipidicos interagem com o TLR2
(Toll-like receptor 2), que € um receptor de
superficie celular dos fagocitos, sendo capaz
de ativa-lo. O controle da infec¢éo pelo Mtb
também acontece através da interacdo do
bacilo com os receptores TLR4. Séao
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justamente essas interagées que induzem
uma resposta predominantemente
inflamatéria verificada na TB (28,29). Os
macrofagos fagocitam os bacilos e buscam
elimina-los através do pH &cido, enzimas
lesivas pela fusdo do lisossoma com o
fagossoma e consequente producado de
espécies reativas de oxigénio e nitrogénio
(27,30,31).

Através da  apresentacdo  de
antigenos, macréfagos ativados e infectados
com Mtb ativam o inicio da resposta
imunoldgica-especifica, desencadeando
assim mecanismos de eliminacédo efetiva do
bacilo. Desenvolvem-se a  resposta
imunolégica celular e também a humoral. No
entanto, essa resposta humoral pode nao ser
suficiente para eliminar o bacilo. Isso
acontece porque apesar da producdo de
anticorpos especificos contra antigenos do
Mtb, estes ndo sdo capazes de penetrar nas
células infectadas e destruir o bacilo (17,32).

As células T CD4" desempenham a
principal fungéo na resposta contra a bactéria
(33). Através do complexo principal de
histocompatibilidade de classe Il (MHC 1), as
células apresentadoras de antigenos (APCs)
como macréfagos e células dendriticas
apresentam antigenos do bacilo as células T
CD4" no tecido linféide associado aos
bronquios, e também produzem citocinas
inflamatorias, tais como as interleucinas (IL):
IL-12, IL-6 e IL-1 e o fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a), que sao capazes de recrutar
neutrofilos e mondcitos (24,34). Essas
células e citocinas sao importantes para a
formacao do granuloma, que é caracterizado
pelo infitrado de neutréfilos e mondcitos,
com grande quantidade de Linfécitos T e B
que circundam o concentrado de macrofagos
e células dendriticas infectados com bacilos
(35). Individuos com imunossupressao
apresentam comprometimento funcional dos
linfocitos T CD4*, o que afeta a produgéo de
citocinas pro-inflamatérias, principalmente
interferon gama (IFN-y) e IL-12, resultando
na ma formagédo do granuloma e permitindo,
assim, que o bacilo infecte outros o6rgaos
(36).

Nesse contexto, o TNF-a é a citocina
primordial no controle e manuten¢cdo do
granuloma por regular localmente a
concentragcdo de quimiocinas para o0
recrutamento de células, o que impede
reativacdo da TB (29). A IL-12 (produzida
pelas APCs) e citocinas produzidas por



linfécitos ativados, como a IL-2, mantém a
ativagdo e proliferacdo de linfocitos,
induzindo a resposta celular
predominantemente pré-inflamatoria (Th1 —T
helper1). IL-12 aumenta a producéo de IFN-y
em células NK (natural killer) e a expansao
de Th1 especificas a antigenos da
micobactéria. Também produzido pelas
células Th1, o acumulo de IFN-y no pulméao é
responsavel pela parada do crescimento
bacteriano (36). Trata-se de uma citocina
ativadora de macréfagos, tornando o mesmo
capaz de produzir 6xido nitrico e outros
radicais intermediarios do nitrogénio, que séo
bactericidas e importantes no combate ao
Mtb (37). Além disso, outras citocinas como
IL-23, IL-18 e IL-27 também induzem a
producao de IFN-y (33). A producéo de IL-23
€ essencial para a secre¢ao de IL-17 (Th17),
que é um potente indutor de expressao de
quimiocinas, as quais irdo promover a
migracdo de leucdcitos do sangue para o
local da inflamagéao (38).

Outro mecanismo fundamental para o
combate ao bacilo é a apresentacao cruzada,
onde antigenos micobacterianos  sao
secretados em vesiculas apoptoéticas,
associadas ao MHC de classe |, e assim
ativam células T CD8*. Quando ativadas,
essas células produzem IFN-y e liberam
granulos enzimaticos ricos em granulisina,
que ativam outras enzimas capazes de
degradar lipidios e causar a lise celular por
apoptose  (39). Na TB avancada,
frequentemente sdo encontrados marcadores
da resposta Th2, como IL-4, imunoglobulina
(lg) E e 1gG4, mas ainda sdo necessarios
estudos para avaliar o seu papel real na
progressdo da doenca (40).Ainda, existe na
TB a atuacdo de células T reguladoras
(Treg), que regulam a resposta imunoldgica
do hospedeiro contra o Mtb através da
producdo de citocinas, como IL-4, IL-10 e o
fator de transformacao do crescimento beta
(TGF-11), com efeito supressor sobre a
imunidade celular. Essas células podem
limitar a resposta imunolégica eficaz,
diminuindo o dano tecidual inflamatério, mas
com consequente inibigdo da resposta Thf
impedindo o controle adequado da infeccéao
(25,31,41,42). Além disso, o Mtb apresenta
diversos mecanismos de escape da resposta
imunoldgica, que incluem a inativacdo de
enzimas lisossomais, inibicao da fusédo entre
lisossoma e fagossoma, o que impede que a
bactéria tenha contato com o ambiente hostil
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do lisossoma, como pH acido e enzimas
lesivas (30). Dessa forma, percebe-se a
complexidade da resposta imunoldgica
desenvolvida para combater o Mib. No
entanto, essa resposta pode nao ser eficaz e
permitir a disseminacao do bacilo a partir de
um foco pulmonar para outros 6rgaos.

SINTOMAS, DIAGNOSTICO E

TRATAMENTO

Inicialmente, alguns doentes podem
nao apresentar sintomas especificos de TB.
Os sintomas da TB pulmonar incluem tosse
por mais de trés semanas, com ou sem
secregao, dor toracica, falta de apetite, perda
de peso, fraqueza, falta de ar e cansago,
calafrios, febre e sudorese noturna. A
sintomatologia da doenca em outras partes
do corpo depende da area afetada. Além de
nao transmitirem a doenca a outras pessoas,
individuos com B latente séo
assintomaticos (43).

O diagnéstico de um doente com TB
€ de extrema importéncia, particularmente
em um bacilifero, pois possibilita seu
tratamento e cura, eliminando uma fonte de
infeccdo. A suspeita clinica da doenga inicia
a partir da manifestacdo de sintomas. A
confirmagdo diagnéstica € dada pela
identificacdo do Mtb em material biol6gico
através da baciloscopia, da cultura ou de
métodos moleculares (14,44). A pesquisa do
bacilo € realizada em amostras de escarro,
lavado brénquico, lavado broncoalveolar e
outras relacionadas ao trato respiratorio.
Outros exames podem auxiliar o médico no
diagnostico da doenca, como hemograma,
bioguimicos e radiol6gicos (45).

O tratamento da TB é realizado
através de quimioterapia, sendo utilizados
diferentes antibiéticos e com dura¢do minima
de seis meses. Isso contribui para o alto
numero de casos de abandono do
tratamento. Quatro farmacos principais sao
considerados de primeira linha no tratamento
da TB: isoniazida, rifampicina, pirazinamida e
etambutol. S&o drogas com importante
atividade bactericida, pois apresentam a
capacidade de reduzir rapidamente o nUmero
de bacilos viaveis e tornar os pacientes nao
infectantes. Pelo menor grau de eficacia e
maior possibilidade de toxicidade, seis
classes de farmacos de segunda linha
(aminoglicosidios injetaveis, estreptomicina,
canamicina e amicacina; o polipeptideo



injetavel capreomicina; os agentes orais
etionamida, ciclosserida e acido
paraaminossalicilico — PAS; e os antibi6ticos
da fluorquinolona) costumam ser apenas
usadas no tratamento de pacientes com TB
resistente aos farmacos de primeira linha
(46). Existe ainda uma grande preocupacao
quanto a eficacia desses medicamentos
contra a doencga pelo aumento da quantidade
de individuos portadores de cepas multi-
drogas resistentes (47). Pode ocorrer a
resisténcia a uma droga (monorresisténcia)
ou a duas drogas, exceto a combinacdo de
rifampicina e isoniazida (polirresisténcia). A
multirresisténcia  (MDR)  consiste  na
resisténcia para pelo menos as drogas
rifampicina e isoniazida, enquanto que a
super-resisténcia (XDR) ocorre quando
existe MDR associada a resisténcia a pelo
menos uma das seguintes drogas injetaveis:
amicacina, canamicina ou capreomicina, e a
uma fluorquinolona (22).

VACINAS CONTRA A TUBERCULOSE

A vacinacdo € um processo que
consiste em induzir a resposta de forma
rapida e especifica do sistema imunoldgico
do individuo contra algum microorganismo ou
elemento por ele produzido. Atualmente, o
aumento do conhecimento na area da
imunologia tem  contribuido para o
desenvolvimento de novas  vacinas,
buscando a estimulacdo de uma resposta
imunoldgica especifica, protetora e de longa
duragdo. Para tanto, procura-se identificar o
alvo para o qual se deseja induzir uma
resposta imunolégica, como, por exemplo,
um patégeno ou uma toxina, em seguida,
investiga-se quais o0s elementos dessa
resposta que sao importantes para eliminar o
alvo e desenvolver as estratégias
necessarias para combater esse alvo (48).

Introduzidas a partir do século XX, as
vacinas de primeira geragao sao constituidas
por microorganismos vivos e atenuados,
como a BCG, usada contra a TB, ou mortos
e inativados, como a vacina contra a
Bordetella pertussis. A profilaxia da TB
através da imunizacdo com BCG ainda
consiste na melhor alternativa para a
protecdo dos individuos contra a doenga,
pois protege contra as formas mais graves
de TB durante a infancia, TB extrapulmonar e
meningite tuberculosa, e também contra a
hanseniase (49). O desenvolvimento da BCG
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foi iniciado em 1921 e acreditava-se que esta
vacina controlaria e até mesmo erradicaria a
TB (50). Mesmo sendo amplamente utilizada,
esta vacina € ineficaz em algumas
populacbes e interfere no teste de
hipersensibilidade cutanea (PPD), usado
para diagnostico de TB e para fins
epidemiolégicos (51,52). Esta vacina foi
originalmente obtida de um isolado de
Mycobacterium bovis, atenuado atraves de
diversas séries de passagens por meio de
cultura durante 13 anos (1908 — 1921). Uma
possivel explicacdo para a variabilidade da
eficacia desta vacina € a diversidade de
cepas do BCG. Depois de anos de
crescimento e repiques em diversos
laboratérios, varias cepas da vacina foram
geradas através de delegdes, duplicagdes ou
mudangas no numero de sequéncias génicas
de uma regido conhecida como RD1 (49).
Além de reversdo da viruléncia, existe
grande preocupagao também quanto a
segurangca da BCG pela possibilidade de
indugdo da patologia em individuos
imunocomprometidos (53), principalmente
quando considera-se que, no caso da TB, a
co-infecgdo pelo HIV tem se tornado cada
vez mais comum. Assim, existe a
necessidade de uma alternativa de
imunizacdo mais segura e eficaz para
combater a TB, o que tem levado muitos
pesquisadores a buscarem o}
desenvolvimento de novas vacinas (48).

O desenvolvimento de vacinas
evoluiu muito com a introducdo de novas
estratégias para a obtengcdo e produgéo de
antigenos, assim como a otimizagéo das vias
de administragdo e apresentacdo desses
antigenos as células do sistema imunoldgico.
Isso permitiu o desenvolvimento de vacinas
mais seguras e eficazes. Consideradas de
segunda geragdo, as vacinas de
subunidades sao constituidas de antigenos
purificados e provenientes de fontes naturais,
sintéticas ou mesmo recombinantes (48).
Elas consistem no uso de um ou mais
componentes da  micobactéria, como
elementos da parede do bacilo ou moléculas
secretadas, como proteinas, carboidratos,
lipoglicoproteinas e glicolipideos (54). Séo
consideradas seguras, mas exigem alto
custo de produgdo e também se mostram
pouco imunogénicas (55). Um exemplo de
vacina de subunidade é a Mtb72F, que é
uma proteina obtida através da fusdo dos
antigenos Mtb39 e Mtb32. Ela ja foi estudada



como vacina de subunidade (56) e na
estratégia de prime-boostcomo o reforgo
para a vacina de BCG (57) apresentando
resultados promissores. QOutra proteina de
fusdo baseada nos antigenos Ag85B e
ESAT6 também é alvo de estudos (58).

Recentemente, surgiram as vacinas
génicas ou de terceira geracdo, onde os
genes ou fragmentos de genes que codificam
antigenos potencialmente imunogénicos sao
carreados por DNA plasmideal. A vacina de
DNA é uma ferramenta para o combate de
doencas infecciosas que ainda ndo possuem
prevencdo segura e eficaz (por exemplo:
herpes, malaria, AIDS e TB) (13).

Uma grande quantidade de antigenos
tem sido estudada sob a forma de vacina de
DNA. As vacinas génicas que codificam
proteinas da familia de Ag85 (59), ESAT-6,
hsp70, proteina de 36kDa e MPT83 (60), Pho
S (61), PLCa (62) e HSP65 (63) ou uma
combinacdo das mesmas tém sido alvo de
muitas investigacées. O Antigeno 85 (Ag85)
e a proteina de choque térmico de 65kDa
(hsp65) foram os antigenos mais estudados
(48,63,64). Os plasmideos usados
apresentam sequéncias de DNA necessérias
para selecdo e replicagdo em bactérias,
promotores especiais para processos de
transcricdo e traducao, genes que conferem
resisténcia a antibiéticos para a selecao das
bactérias transformadas e, sequéncias
especificas que permitem a expressao
génica em  células eucaridticas e
procaridticas (65). Quando o DNA ¢é
administrado, o organismo passa a produzir
o0 antigeno por meios préprios, sem o0s
efeitos indesejaveis da introducdo de um
agente infeccioso patogénico ou de vacinas
contendo subunidades protéicas e
adjuvantes (66). Assim, o0 gene inserido no
plasmideo codifica a proteina imunogénica
nas células do individuo e ativa a sua
memoéria imunoldgica (48,67). Ainda, as
vacinas de DNA mimetizam os efeitos das
vacinas vivas por possibilitarem a geragéo de
antigenos enddgenos e, consequentemente,
a ativagao de linfécitos T CD8". Outra
possibilidade de otimizagcdo desse tipo de
vacina € a sua utilizagao em associagdo com
adjuvantes como as sequéncias de
nucleotideos CpGs (citosina-fosfato-guanina)
nao metilados. Os CpGs tém capacidade
imunoestimulatéria ativando receptores TLR9
e TLRS3, dando inicio a resposta imunoldgica
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inata, com um direcionamento para uma
padrédo Th1 (68).

Essas vacinas sao capazes de
modular a imunidade celular e humoral,
estimulando linfécitos T CD4" e T CD8".
Apés a introducdo do DNA plasmideal na
célula do individuo, ocorre a produgcdo da
proteina de interesse. A proteina sintetizada
é clivada pelo proteossoma e gera peptideos,
0S quais se associam as moléculas do MHC
de classe | e ativam as células T CD8". Ja as
proteinas produzidas e liberadas pelas
células sao fagocitadas pelos macréfagos e
clivadas, gerando peptideos que sao
apresentados pelas moléculas do MHC de
classe Il e ativam os linfocitos T CD4". Dessa
forma, esse padrao de ativacdo da resposta
gera memoria imunoldgica permanente em
individuos que recebem a vacina de DNA
(69).

VACINA DE DNA-hsp65 NO COMBATE DA
TUBERCULOSE

Desenvolvida pelo pesquisador Dr.
Célio Lopes Silva da Faculdade de Medicina
de Ribeirdao Preto (FMRP) da Universidade
de Sao Paulo (USP), uma das estratégias de
imunizagao estudadas para o combate da TB
€ a vacina de DNA-hsp65. Trata-se de uma
vacina génica constituida por um plasmideo
de DNA contendo o gene que codifica a
proteina de choque térmico de 65kDa
(HSP65) de micobactéria (Mycobacterium
leprae) (13,64,69,70). Tem sido demonstrado
que a proteina HSP65 sozinha é capaz de
induzir protecdo contra o desafio com cepa
virulenta de Mtb em modelo experimental
murino (70). Esta proteina pertence ao grupo
das proteinas de choque térmico, que se
caracterizam por serem altamente
conservadas. Proteinas homélogas foram
encontradas em uma grande variedade de
procariotos e eucariotos, funcionando como
chaperonas na conformacao po6s-traducional
de proteinas. Os genes hsp65 de Mib e M.
bovis (BCG) sao idénticos e tém uma
identidade de 90% com o gene de M. leprae.
A proteina HSP65 é um dos antigenos
encontrados no filtrado de cultura de Mtb e é
produzida em grande quantidade pelo bacilo
intracelular (71). Além disso, a infeccdo de
camundongos com Mtb mostra que, entre 10
a 20% de todas as células T que respondem
ao patégeno sao especificas para hsp65
(72). Isso tem tornado esse antigeno um



candidato em potencial para a protecao
contra a TB (48).

Uma caracteristica fundamental da
vacina de DNA-hsp65 é a capacidade de
produzir antigenos endbégenos nas células
transfectadas dos animais. Isso favorece o
desenvolvimento de linfécitos T citotoxicos
especificos para o antigeno, os quais
produzem IFN-y e lisam os macrofagos
infectados pelo Mtb (48,73). Dessa forma, a
vacina de DNA-hsp65 torna-se um excelente
modo de gerar estas células e pode ser
capaz de promover uma prote¢cdo duradoura
(60).

O uso desta vacina tanto para
prevenir como para tratar a TB induz uma
mudanga no padrao de  resposta
imunolégica, promovendo a ativagdo de
células apresentadoras de  antigenos
(macréfagos e células dendriticas), linfécitos
T CD4" e T CD8" de memodria, bem como de
células T gama/delta e células natural killer
(NK), e secregdo de  mediadores
inflamatérios (citocinas e quimiocinas) do
padrdo Th1 (13,74).A eficiéncia da vacina de
DNA-hsp65 estd na indugdo de uma
populagdo de células T especificas, com
predominancia de linfocitos T citotoxicos,
CD8" com produgao de IFN-y (5). A maioria
das células T CD4" e CD8" especificas para
o antigeno usado na vacinagao ou terapia
génica apresentam alta expressdao do
marcador de superficie celular CD44", que é
uma molécula presente nas células de
memoria (67).

A vacina de DNA-hsp65 também
impede a reativagdo da TB em animais
imunossuprimidos e, associada a
quimioterapia, reduz o tempo de tratamento
dos animais (75). Em 1999, a revista Nature
publicou resultados dessa vacina, que foi
capaz de curar casos crénicos de TB e casos
de TB latente (64). Além disso, a imunizacao
com a vacina de DNA-hsp65 foi altamente
efetiva para proteger animais contra posterior
infeccdo com Mtb (76).

A vacina de DNA-hsp65 ndo se
integra ao genoma do hospedeiro (77), o que
€ vantajoso, pois a integragcao do plasmideo
ao genoma do hospedeiro de maneira
danosa pode gerar patogenias,
principalmente se acontecer em células
somaticas, gerando mutagénese por
insergéo. Além disso, essa vacina apresenta
outras vantagens quando comparado ao uso
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das vacinas classicas, como, por exemplo,
possui uma produg¢do em grande escala mais
barata e a comercializacao nao necessita de
uma rede de refrigeracdo, ja que elas séo
estaveis a temperatura ambiente (69).

Existem evidéncias de que a vacina
de DNA-hsp65 n&do induz auto-agressao
tecidual, o que poderia levar ao
desenvolvimento de doencas auto-imunes
através de reatividade cruzada com as
proteinas de choque término do hospedeiro.
Através da andlise histologica de 18 6rgaos,
incluindo cérebro e pulmao, de camundongos
vacinados com a vacina de DNA-hsp65 e de
animais vacinados e infectados com Mib, foi
verificado que esta vacina ndo leva a auto-
agressao tecidual (78). A imunizacdo com
DNA-hsp65 apresentou resultados
promissores em modelos animais desafiados
com Mtb (59,63,73,79), sendo capaz de curar
casos crbnicos, TB disseminada, TB latente
e TB-MDR (64,75).

CONSIDERACOES FINAIS

A tuberculose ainda representa um
grave problema de saude publica mundial,
com um numero significativo de pessoas
infectadas. Apesar da complexidade da
resposta imunoloégica contra o}
Mycobacterium tuberculosis, este agente
consegue escapar dos mecanismos de
defesa do hospedeiro e manter a infecgéo. A
BCG é a unica vacina usada para prevenir
esta doenca, mas apresenta caracteristicas
negativas, como a variabilidade entre as
vacinas usadas e auséncia de um efeito
duradouro. Dessa forma, ha a necessidade
do desenvolvimento de novas alternativas
para prevencdo da TB. Existem muitas
pesquisas envolvendo o estudo de
estratégias vacinais para o combate dessa
doenga, sendo uma das alternativas mais
estudadas a imunizagdo com DNA-hsp65,
que apresentou resultados promissores em
modelos experimentais.
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