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Nowhere in these ancient communities of the Eurasian land mass, where it
is so common and feared, is there a record of its beginning. Throughout
history, it had always been there, a familiar evil, yet forever changing,
formless, unknowable. Where other epidemics might last weeks or months,
where even the bubonic plague would be marked forever afterwards by the
year it reigned, the epidemics of tuberculosis would last whole centuries
and even multiples of centuries. Tuberculosis rose slowly, silently, seeping
into homes of millions, like an ageless miasma. And once arrived, it never
went away again. Year after year, century after century, it tightened its
relentless hold, worsening whenever war or famine reduced the peoples'
resistance, infecting virtually everybody, inexplicably sparing some while
destroying others, bringing the young down onto their sickbeds, where the
flesh slowly fell from their bones and they were consumed in the yearslong
fever, their minds brilliantly alert until, in apocalyptic numbers, they

died, like the fallen leaves of a dreadful and premature autumn”

The Forgotten Plague:
How the War against Tuberculosis was Won - and Lost
Frank Ryan, 1992.

There is a dread disease which so prepares its victim, as it were, for death;
which so refines it of its grosser aspect, and throws around familiar looks
unearthly indications of the coming change; a dread disease, in which the
struggle between soul and body is so gradual, quiet, and solemn, and the
result so sure, that day by day, and grain by grain, the mortal part wastes
and withers away, so that the spirit grows light and sanguine with its
lightening load, and, feeling immortality at hand, deems it but a new term
of mortal life; a disease in which death and life are so strangely blended,
that death takes the glow and hue of life, and life the gaunt and grisly form
of death; a disease which medicine never cured, wealth never warded off,
or poverty could boast exemption from; which sometimes moves in giant
strides, and sometimes at a tardy sluggish pace, but, slow or quick, is ever
sure and certain”
Nicholas Nickleby
Charles Dickens, 1870.



RESUMO

Aproximadamente dois milhdes de pessoas morrem de tuberculose (TB) por
ano, o que representa uma morte a cada 18 segundos. Estimativas sugerem que um
terco da populacdo mundial esta infectado com o M. tuberculosis, agente etioldgico
da TB que sozinho é responsavel por mais mortes do que qualquer outro agente
patogénico. A co-infeccdo com o HIV e a emergéncia de TB resistente a multiplas
drogas representam um desafio a saude publica. Embora a vacinagéo por BCG seja
uma estratégia profilatica eficaz e segura para prevenir formas severas da doenca
em criancas, a efichcia da mesma € insuficiente para a prote¢cdo contra a forma
pulmonar em adolescentes e adultos, que correspondem a populagcdo mais
acometida pela doenca. Deste modo, existe uma urgente necessidade de novas
estratégias profilaticas, que utilizem novas abordagens de vacinagcdo, como a
substituicdo da BCG e/ou o seu reforco. Dentre as principais estratégias de
vacinacdo que tém sido estudadas, consta a vacinagdo administrada antes da
exposicdo ao patdgeno (pré-exposicdo) ou depois (poOs-exposicdo). Diferentes
populacdes necessitam ser vacinadas, que correspondem aqueles ja vacinados com
a BCG na infancia e aqueles infectados com M. tuberculosis e/ou com HIV, desse
modo, necessitando de atencdo especial. A presente revisdo apresenta alguns
aspectos gerais sobre a TB e seus agentes etioldgicos, tipos de imunidade gerados
por esta doenca e o0s principais candidatos a vacinas contra a TB que estdo
atualmente em ensaios clinicos. Para tanto, os mesmos foram divididos em duas

categorias principais de acordo com os regimes de pré e p0s-exposicao.

Palavras-chave: tuberculose; vacinas; M. tuberculosis; BCG; imunidade.



ABSTRACT

Every year almost 2 million people have died from tuberculosis (TB), equaling
one death every 18 seconds. Estimatives suggest that one third of the world
population is infected with M. tuberculosis, the etiological agent which is responsible
for more deaths than any other single infectious organism. Co-infection with HIV and
the emergence of multidrug-resistant TB is a threat to public health. Although
vaccination with BCG is an effective and safe prophylactic strategy to prevent severe
forms of the disease in children, it's effectiveness is not sufficient to protect against
pulmonary TB in adolescents and adults, the most affected population. Thus, there is
an urgent need for new prophylactic strategies, using new approaches to out of
vaccination, as the replacement of the BCG and / or its reinforcement. Among the
main vaccination strategies that have been studied, are the vaccination given before
(pre-exposure) or after (post-exposure) exposure to the pathogen. Different
populations need to be vaccinated, which include those who had already been
vaccinated with BCG in infancy and those infected with M. tuberculosis and / or HIV
infection, thus requiring special attention. This review presents some general aspects
of TB and their etiologic agents, types of immunity generated by this pathogen and
the leading candidate vaccines against TB that are currently in clinical trials. To do
so, they were divided into two So we have presented this work divided into main

categories according to the schemes of pre-and post-exposure.

Keywords: tuberculosis; vaccines; M. tuberculosis, BCG; immunity.
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(Associacéo Brasileira de Normas Técnicas, 2002; 2005).
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1 INTRODUCAO

1.1 Tuberculose

A tuberculose (TB) € uma doenca infecto contagiosa que acompanha a
histéria da humanidade desde os tempos mais remotos. Seu principal agente
etiolégico, o Mycobacterium tuberculosis, é apontado como o responsavel por
causar mais mortes em humanos do que qualquer outro patdgeno (Daniel, 2006).

Acredita-se que esta doenca esteve presente nos humanos ha milhares de
anos, mas a primeira referéncia a natureza infecciosa da TB foi relatada apenas no
século XVII, na literatura italiana. Devido aos seus diferentes sintomas, a TB ndo era
identificada como uma doenca Unica até o ano de 1820, sendo denominada de TB
somente em 1839, por JL Schonlein (Cole, 2005).

Existem relatos da doenca de até 5.000 anos atras, em paises como Egito,
india e China sendo que as primeiras lesfes tipicas da TB foram encontradas em
mumias egipcias e andinas, onde a etiologia foi confirmada a partir da presenca de
material genético de M. tuberculosis nos tecidos dessas mumias. A doenca existiu
também na Ameérica antes de Colombo e em Bornéu, antes de qualquer contato com
0 povo europeu (Daniel, 2006).

Conhecida como a “grande peste branca”, devido a palidez facial das pessoas
infectadas, a epidemia de TB na Europa iniciou no século XVII e extendeu-se por
200 anos. A morte por TB era considerada inevitavel e, por todo esse periodo, foi a
principal causa de 6bitos na populacdo. A partir de entdo, a epidemia se espalhou
lentamente para os outros continentes devido a exploracdo e colonizacdo pelos
individuos infectados (Palomino, 2007).

Embora j4 se tivesse um escasso conhecimento sobre a enferminade, foi
somente no final do século XIX que o mundo conheceu o agente etiolégico da TB,
guando o médico e pesquisador alemao Robert Koch demonstrou pela primeira vez
gue essa doenca € causada pelo M. tuberculosis, ou “bacilo de Koch”, como ficou
popularmente conhecido. Esta descoberta, que anos mais tarde lhe rendeu o Prémio
Nobel de Medicina (1905), foi o0 marco fundamental para um melhor entendimento da

doenca.
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A TB humana é uma doenca potencialmente fatal e seu modo de transmisséo,
que ocorre pelo ar, contribui para sua rapida expansdo. O bacilo da TB pode
permanecer por anos no organismo do hospedeiro sem manifestacéo da doenca (TB
latente), no entanto, individuos imunocomprometidos apresentam maior chance de
desenvolver a doenca ativa. Nos paises desenvolvidos, idosos, minorias étnicas e
imigrantes estrangeiros sdo os mais atingidos pela TB. Enquanto isso, nos paises
em desenvolvimento, o predominio de individuos que possuem TB ativa esta na
populacdo economicamente ativa (de 15 a 54 anos), e as pessoas mais pobres,
menos escolarizadas, privadas de liberdade (detentos) e em situacdo de rua
(moradores de rua) correspondem a maioria dos casos. Além disso, os homens
adoecem duas vezes mais do que as mulheres (Brasil, 2010).

A forma de infeccdo mais comum da doenca ocorre por inalacdo de aerossois
de 1 a 3 um contendo o0 microrganismo, que sao expelidos pela pessoa infectada ao
tossir ou espirrar. Estas particulas infectadas podem permanecer em suspensao no
ar por horas e a presenca de apenas um bacilo ja é suficiente para causar a
infeccdo. A tosse seca com escarros € caracteristica principal do paciente
tuberculoso, que também apresenta sintomas como sudorese noturna, fraqueza,
perda de peso, dores no peito e dificuldades respiratorias (Ducati, 2006).

O atual tratamento padrédo da TB, preconizado pela Organizacdo Mundial da
Saude (OMS), tem a duracdo de seis meses, sendo composto por dois meses de
tratamento com isoniazida, rifampicina, pirazinamida e etambutol seguido por quatro
meses com isoniazida e rifampicina. O propdsito desta terapia combinada € evitar o
surgimento de resisténcia por parte do microrganismo infectante, entretanto, em
casos de inadimpléncias e descontinuidade do tratamento, a doenca pode evoluir e
0 microrganismo adquirir resisténcia a essas drogas (WHO, 2010e).

Infectando cerca de um terco da populacdo mundial e resultando em uma
mortalidade anual de 2 milhdes de pessoas, o M. tuberculosis € uma ameaca a
saude global (Figura 1). Enquanto a maioria destas infeccbes permanece latente
(assintomatica e ndo contagiosa), 5 a 10% das pessoas infectadas podem
desenvolver a doencga ativa e contagiosa, resultando em debilidade ou morte (WHO,
2010c). Dados epidemiolégicos mostram a evolucao crescente dos casos de TB em
todo o mundo e caso o controle da doenca néo seja reforcado, estima-se que de
2010 a 2020, mais de um bilh&o de pessoas sera infectado e cerca de 200 milhdes

desenvolverdao TB ativa, enquanto 35 milhdes evoluirdo a 6bito (WHO, 2010d).
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Figura 1. Estimativa da incidéncia de TB por pais, 2009. Fonte: Adaptado de WHO, 2010b.

Com a descoberta da Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida (SIDA / AIDS),
em 1981, observou-se, tanto em paises desenvolvidos como nos paises em
desenvolvimento, um crescente numero de casos notificados de TB em pessoas
infectadas pelo Virus da Imunodeficiéncia Humana (HIV). A associacao dessas duas
enfermidades constitui um sério problema de saude publica, levando ao aumento da
morbidade e da mortalidade pela TB em muitos paises (Brasil, 2010). Atualmente, a
TB é considerada a principal causa de morte em individuos HIV positivos, sendo a
co-infeccao TB/HIV responsavel por 15% dos 9,4 milhdes de casos de TB incidentes
em 2008 (WHO, 2010c).

“Néao podemos lutar contra a AIDS, a menos que fagamos muito mais para
combater a TB” (Nelson Mandela, XV Conferéncia Internacional de AIDS-Bangkok
2004).

Uma potencial ameaca ao controle da TB é a emergéncia de linhagens de M.
tuberculosis resistentes, que ndo podem ser combatidas empregando-se as terapias

padrdao anti-TB. A multirresisténcia € um fendmeno biolégico considerado
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iatrogénico, fruto de tratamentos inadequados, uso irregular de medicamentos ou
pela utilizagdo de esquemas terapéuticos de baixa poténcia. A TB multirresistente
(TB-MDR), causada pela bactéria resistente a, pelo menos, isoniazida e rifampicina,
corresponde a 3,5% do total de casos de TB (50% destes casos ocorrem na China e
india). A cada ano, 424.000 individuos desenvolvem TB-MDR e acredita-se que o0
principal fator de surgimento desses casos seja a m& administracdo dos
medicamentos anti-TB, aliado a descontinuidade do tratamento por parte do
paciente (WHO, 2010a; 2010e). Esta forma da doenca pode surgir a partir da
transmissao de uma pessoa infectada para outra e, quando nao tratada, pode evoluir
para formas mais severas tais como TB extensivamente resistente (TB-XDR). Casos
de TB-XDR, definidos como resistentes a isoniazida e rifampicina, a qualquer
fluoroquinolona e qualquer droga de segunda-linha injetavel (canamicina,
capreomicina, amicacina), ndo respondem ao tratamento padrdo de seis meses e
requerem dois anos ou mais de tratamento empregando-se drogas menos potentes,
mais toxicas e muito mais caras (WHO, 2010e).

Enquanto a TB-MDR e XDR significam uma ameaca a saude publica e ao
controle da TB no mundo, possiveis casos de TB totalmente resistentes as drogas
(TB-TDR) aumentam a preocupacao quanto a uma futura epidemia de TB incuravel
(Velayati, 2009). Diante de tal cenario, ha uma urgente necessidade de
desenvolvimento de novas drogas anti-TB e também de pesquisa por novas
estratégias profilaticas. Um exemplo dos esforcos para combater a TB € o plano de
eliminacdo da TB em nivel mundial para o periodo de 2006 a 2015, implementado
pela OMS, que vem realizando diferentes investimentos em pesquisas e programas
de controle que permitam atingir estes objetivos.

Nesse contexto, e em termos de eficiéncia e custo, a estratégia mais utilizada
de intervencao contra qualquer doenca infecciosa € a vacinacdo (Ly, 2008). Em
geral, as vacinas tém ajudado a reduzir a mortalidade infantil em 30% desde o0 ano
de 1990 e anualmente evitam a morte de 2,5 milhdes de criancas (BIO Ventures for
Global Health, 2006).

A vacina utlizada para a prevencdo da TB corresponde ao bacilo de
Calmette-Guérin (BCG), uma das vacinas mais utilizadas no mundo. Embora seja
efetiva na prevencéo de formas severas da doenca em neonatos, como a TB miliar e
meningea, a eficacia da BCG é insuficiente para a protecao contra a forma pulmonar

em adolescentes e adultos (Parida, 2010). Mais de 60% de todos os casos de TB
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ocorrem na fase mais produtiva da vida de uma pessoa, que é a faixa etaria de 25 a
54 anos de idade, gerando um grande problema econdmico em termos de custo de
tratamento e também, a diminuicdo na produtividade (BIO Ventures for Global
Health, 2006). Assim, faz-se necesséario o desenvolvimento de novas estratégias de
imunizagdo global contra essa doenga, como medida de reducdo dos niveis
epidemioldgicos, que seja capaz de prevenir a infeccdo de adultos, e de combater o
microrganismo em fase de laténcia no hospedeiro, evitando a sua reativagao.

Nos ultimos anos, resultados promissores de novas vacinas para prevenir a
TB tém sido obtidos, sendo que alguns candidatos a estas vacinas ja se encontram
em estudos clinicos de fase | e Il. Deste modo, o presente trabalho tem como
objetivo a revisdo dos principais candidatos a vacina preventiva contra TB e,
também, aqueles promissores a reforcar a resposta imune do individuo ja exposto

ao bacilo e/ou previamente vacinado com a BCG.

1.1.1 BCG

A vacina utilizando BCG foi desenvolvida no inicio do século XX a partir de
230 sucessivas atenuacdes de uma cepa patogénica de M. bovis, realizadas por
Albert Calmette e Camille Guérin (Palomino, 2007). A vacinacéo por BCG faz parte
do Programa Expandido de Imunizacédo desde 1974, cobrindo desde entdo mais de
80% dos lactentes, com aproximadamente 4 bilhdes de individuos ja imunizados. A
vacina requer uma unica dose, geralmente isenta de complicacdes graves, podendo
inclusive ser administrada pela via oral. Todavia, a via de inoculacdo mais utilizada é
a via intradérmica (Ducati, 2006).

A BCG corresponde a estratégia profilatica mais eficiente e segura para
prevenir formas severas de TB em criancas, com custo de producéo relativamente
baixo. No entanto, a BCG tem falhado na prevencédo da doenca em adolescentes e
adultos. Devido a auséncia de alternativas de imunizacdo que substituam e/ou
aumentem a protecdo da BCG, seu uso prossegue em muitos paises, na grande
maioria res paises em desenvolvimento. Em um total de 67 paises, a vacinacao por
BCG é obrigatéria no nascimento, e aproximadamente 167 paises a utilizam. Os
Estados Unidos, Canadé e alguns paises da Europa sdo exemplo de paises que nao
fazem o uso da BCG (Kaufmann, 2010b; Palomino, 2007; Parida, 2010).
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O nivel de protecéo conferido pela BCG é muito variavel, e sofre influéncia de
acordo com caracteristicas particulares dos individuos, tais como: genética, nutri¢cao,
estado de saude (coexisténcia de outra infeccdo, como por exemplo, HIV), e,
inclusive a naturalidade. Outro fator relevante no que diz respeito a eficacia da
vacina é que, atualmente, existem variantes do BCG utilizados como vacina pelo
mundo (como BCG Moscou, BCG Moreau e BCG Pasteur), sendo que estes séo
diferentes uns dos outros e também diferentes da linhagem ancestral. Estes
variantes apresentam diferentes lesGes genéticas (incluindo delecbes e insercdes)
gue, consequentemente, modificam as suas propriedades imunolégicas e resultam
em niveis variados de viruléncia residual. O BCG Moreau RDJ, variante da BCG
desenvolvida e produzida no Brasil, é considerado o mais imunogénico dos
variantes, e € muito semelhante ao BCG Pasteur original (Antas, 2008; Palomino,

2007).

1.2 Tuberculose no Brasil

De acordo com o Ministério da Saude, estima-se que cerca de 57 milhdes de
pessoas estejam infectadas pelo M. tuberculosis no Brasil. Anualmente, sdo
notificados aproximadamente 72 mil casos novos e 4,7 mil mortes em decorréncia
desta doenca. No ambito mundial, o Brasil esta entre os 22 paises que abrangem
80% dos casos mundiais de TB e, atualmente, ocupa a 192 posicdo em numero total
de casos, ja tendo ocupado a 142 em 2004 (Brasil, 2010). As maiores taxas de
incidéncia da doenca estdo nos estados do Rio de Janeiro (71,8 por 100 mil
habitantes), Amazonas (67,8), Para (48,0) e Rio Grande do Sul (46,9) (Figura 2)
(Brasil, 2010).
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Figura 2. Incidéncia de TB por UF. Brasil 2009. Fonte: Brasil, 2010.

Além disso, no pais, sdo relatados aproximadamente 400 novos casos de TB-
MDR a cada ano, sendo que cerca de 75% correspondem a resisténcia adquirida e
25% por contato primario ao patdégeno ja resistente (Brasil, 2010). Entende-se por
resisténcia adquirida as mudancas ocorridas em um microrganismo que afetam sua
sensibilidade aos antimicrobianos, e que de sensivel passa a ser resistente.

O esquema de tratamento da doenca segue os modelos preconizados pela
OMS e a vacina preventiva BCG, que faz parte do calendario de vacinacdo da
crianca, € ministrada aos recém-nascidos na forma de dose Unica pela via
intradérmica. Essas medidas para o controle da doenca geram um orgcamento
nacional de U$ 69 milhdes e, desde 2002, o percentual de cura tem aumentado
gradativamente, tendo alcancado o indice de 73% em 2008. No entanto, a meta do
Programa Nacional de Controle da TB € atingir a taxa de 85%, recomendada pela
OMS (Brasil, 2010).
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2 PATOGENIA, INFECCAO E SISTEMA IMUNE

2.1 O género Mycobacterium

Atualmente, sdo conhecidas 60 espécies pertencentes ao género
Mycobacterium, sendo a maioria representada por bactérias saproéfitas do solo e
uma minoria por bactérias patogénicas aos seres humanos. Embora o M.
tuberculosis seja o principal agente etiolégico da TB, outros membros do género
Mycobacterium também podem causar a doenca, como o M. africanum e M.
ulcerans, que sao patdgenos primarios, e o M. bovis, que geralmente infecta
animais, mas também é patogénico para humanos (Ducati, 2006). As bactérias
desse género sdo assim classificadas devido a presenca de acidos micolicos na
parede celular, que sdo cadeias longas de acidos graxos que conferem ao
microrganismo maior resisténcia a danos e acao de antibidticos.

As micobactérias sdo apontadas como as bactérias mais preservadas devido
a resisténcia conferida pela parede celular rica em lipideos e também pela alta
propor¢cao de guanina e citosina em seu DNA, 0 que aumenta a sua estabilidade
(Palomino, 2007).

2.2 Infeccao por M. tuberculosis

O M. tuberculosis é uma bactéria aerébia gram-positiva ndo formadora de
esporos e toxinas, que se apresenta na forma de bastonetes delgados nao
flagelados. Possui cerca de 4000 genes, que sdo expressos de modo diferente de
acordo com as mais variadas condicdes de crescimento. Sua reproducdo é
considerada lenta (divisdo celular em torno de 24 horas tanto in vivo quanto in vitro)
e 0 bacilo possui um complexo envelope celular. O M. tuberculosis infecta
preferencialmente macréfagos do sistema pulmonar, onde é contido pelo sistema
imune e, na maioria das vezes, condicionado a um estado de dorméncia (Ducati,
2006; Palomino, 2007).
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O bacilo da TB normalmente penetra no organismo do hospedeiro através da
inalacdo de particulas contaminadas que sdo expelidas por individuos infectados e,
entre os individuos expostos, somente 20 a 50% tornam-se infectados (Skeiky,
2006).

Durante a infeccdo pulmonar, o microrganismo € fagocitado pelos macréfagos
alveolares e, mesmo no fagossomo, € capaz de evitar sua eliminacéo e se proteger
contra outras células do sistema imune. Embora ndo muito compreendido, acredita-
se que para tanto o bacilo empregue diferentes mecanismos, que incluem: mudanca
do pH, inibicdo da apoptose e destruicdo de compostos toxicos. Esses mecanismos
permitem ao bacilo crescer e persistir no fagossomo, pois caso contrario, nao
sobreviveria no ambiente hostil criado pés-fagocitose (Doherty, 2005; Skeiky, 2006;
Reece, 2008).

Apos a fagocitose, os macréfagos, em conjunto com as ceélulas dendriticas,
migram para os nodulos linfaticos onde apresentam os antigenos da micobactéria as
células T que, por sua vez, tornam-se ativas e trafegam em direcdo ao pulmao,
iniciando uma resposta do tipo T-Helper-1 (Ty1). A resposta imune pode levar de 18
a 20 dias para alcancar um nivel efetivo e assim conter o crescimento bacteriano
(Skeiky, 2006; Palomino, 2007; Reece, 2008; Cooper, 2009).

A interacdo dinamica entre o M. tuberculosis, macrofagos e células T resulta
em uma resposta inflamatoéria e na formacéo do granuloma, ou tubérculo, a principal
caracteristica da TB. O granuloma € inicialmente composto por células CD4" e CD8",
no entanto, um conjunto complexo de células T, incluindo CD4", CD8", Y& e CD1 aof
€ recrutado para aumentar a resposta imune e conter a infeccdo. Posteriormente, o
granuloma € cercado por uma parede fibrosa e estruturas foliculares que, por um
lado, garantem um confinamento eficiente de micobactérias e demarcacédo do foco
infeccioso, mas por outro, estdo associados a danos irreversiveis ao tecido (Skeiky,
2006).

O granuloma pode persistir por décadas e conter a infeccdo em um estado de
dorméncia, privando a micobactéria de oxigénio e nutrientes. No entanto, falhas na
contencédo da infeccdo podem resultar na liberacdo do microrganismo, com ativacéo
da doenca sintomatica e contagiosa.

O centro do granuloma, eventualmente, sofre necrose caseosa devido a
morte celular, mas pode ainda conter bacilos viaveis. Apés esse fenbmeno, o

granuloma caseoso torna-se incapaz de conter a bactéria e, por ser um meio
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favoravel ao seu crescimento, estimula a sua multiplicagdo de modo que a infeccéo
pode se disseminar para outros 6rgaos do hospedeiro. Casos de TB extra-pulmonar
ocorrem em aproximadamente 15% dos pacientes que possuem a doencga ativa. Em
casos mais graves, a doenca pode evoluir para a forma miliar, acometendo outras
partes do corpo, tais como: pleura, glanglios linfaticos, figado, baco, ossos e
articulagbes, coracdo, cérebro, sistema uro-genital, meningis, peritbnio e pele
(Kaufmann, 2010b; Ducati, 2006).

2.3 Resposta imune inata e adaptativa

O sistema imune desempenha um papel fundamental no resultado da
infeccdo pelo bacilo de Koch, sendo evidente a sua eficiéncia na contengdo da
infeccdo, uma vez que 90% das pessoas infectadas acabam ndo desenvolvendo a
doenca no decorrer de suas vidas. A resposta imune na TB é dividida em inata e
adaptativa, sendo ambas mediadas por células e fatores humorais e, apesar de ser
suficiente para controlar a progressao da doenca, ela ndo é capaz de exercer a

erradicacao total do microrganismo (Paham, 2001).

2.3.1 Resposta Imune Inata

A imunidade inata corresponde a resposta do sistema imune durante o
primeiro contato com um agente patogénico e confere protecao inespecifica contra
uma ampla gama de invasores microbianos. Dentre os varios tipos de células do
sistema inato estdo os macréfagos, que estdo na linha de frente na defesa contra a
TB, 0s neutrofilos, os mastdcitos, as células dendriticas e células natural killer, que

serdo detalhadas a seguir.

2.3.1.1 Macroéfagos

Os macroéfagos sdo as células pragmaticas no que diz respeito a infec¢ao por
M. tuberculosis, pois servem de habitat para o bacilo que, ao longo de sua
existéncia, desenvolveu estratégias de sobrevivéncia que permitem sua persisténcia
e replicacdo no interior destas células. Os macréfagos restringem o crescimento da

micobactéria, no entanto, mesmo depois de ativados por citocinas, principalmente
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interferon gama (INF-Y) e fator de necrose tumoral (TNF), falham na erradicacéo
total do bacilo (Palomino, 2007; Kaufmann, 2010b).

Experimentos in vitro sugerem que a resposta do macréfago depende do tipo
de receptor com o qual a bactéria interage antes da internalizacdo, que podem ser:
receptores Fc, complemento, proteina surfactante, manose, CD14 e CD43. A
interacdo com o0s receptores Fc aumenta a producdo de intermediarios reativos de
oxigénio e permite a fusdo das bactérias com lisossomos. Por outro lado, a interagao
das bactérias com o receptor 3 do complemento bloqueia a maturacdo dos
fagossomos evitando assim que ocorra a fusdo com os lisossomos (Palomino,
2007).

2.3.1.2 Células Dendriticas

As células dendriticas sdo as mais eficientes células apresentadoras de
antigeno, sendo capazes de reconhecer, capturar e processar oS mesmos. Apos a
maturacdo das ceélulas dendriticas, que ocorre em seguida da internalizacdo do
antigeno por endocitose, elas migram para 0s nodulos linfaticos periféricos e
estimulam as células T auxiliares (Th) CD4 e CD8. A maturacdo é também
acompanhada pelo aumento do numero de moléculas do complexo de
histocompatibilidade (MHC) de classe | e Il, bem como da producdo das
interleucinas IL-12, IL-18, IL-23 e, provavelmente, de INF-a e B, mas nao INF-Y
(Kaufmann, 2010b; Palomino, 2007).

2.3.1.3 Neutrofilos

Mesmo que os macrofagos sejam considerados o principal alvo de infeccao
pelo M. tuberculosis, recentemente, tem sido proposto que outras células possam
também ser infectadas, tais como os neutréfilos. Estas células estdo entre as
primeiras a serem recrutadas nos locais acometidos por qualquer agente nocivo que
invada o organismo. Além de possuirem mecanismos bactericidas jA bem
caracterizados, estdo relacionadas com a formacdo de armadilhas extracelulares
(Parhan, 2001; Palomino, 2007).

Os neutrdfilos ja foram detectados nos primeiros dias de infeccéo pelo bacilo,
bem como vérios dias apos a infeccdo. Estudos com ratos mostraram que o

crescimento microbiano é favorecido quando os neutréfilos sédo eliminados antes da



21

infeccdo; e, quando os animais foram tratados com agentes que promovem o
aumento de neutrofilos, a taxa de crescimento microbiano foi diminuida. No entanto,
guando a acao bactericida dos neutréfilos contra micobactérias foi avaliada,
resultados controversos foram obtidos. Acredita-se porém, que o principal papel dos
neutréfilos ndo diz respeito ao seu potencial bactericida, mas sim a capacidade de
transferir suas préprias moléculas bactericidas aos macréfagos, de induzir a

formacgao do granuloma e de produzir quimiocinas (Palomino, 2007).

2.3.1.4 Mastocitos

Os mastdcitos sdo células que estdo envolvidas nas reacfes alérgicas e no
desenvolvimento de resposta do tipo Th2. Sdo encontrados principalmente na
mucosa do trato respiratorio, gastrointestinal e urinario, sendo também observados
nas proximidades dos vasos sanguineos e linfaticos. Ao interagirem com o antigeno,
0S mastocitos liberam varias moléculas vasoativas, incluindo: histamina, heparina,
leucotrienos, prostaglandina D2, TNF-a, IL-4, IL-5 e IL-8, entre outros (Paham,
2001).

Os locais onde os mastdcitos sdo encontrados sdo passagens comuns para
agentes infecciosos e, devido a sua distribuicdo estratégica dentro do pulméo, tém
um papel fundamental na defesa do hospedeiro contra micobactérias. Estudos ja
demonstraram o aumento do numero de mastocitos e sua degranulacdo nos
pulmbes dos animais experimentalmente infectados com M. tuberculosis. Além
disso, ja foi demonstrado que ha uma interacdo entre mastocitos e M. tuberculosis,
gue desencadeia a liberagao de mediadores como histamina, B-hexosamidase, IL-6
e TNF-a, que estdo envolvidos na ativagcdo de neutréfilos e na manutengcdo da

integridade do granuloma (Palomino, 2007).

2.3.1.5 Células Natural Killer

A principal funcéo das células natural killer, no contexto de imunidade inata,
deve-se ao fato de serem as primeiras células a produzir INF-Y durante a resposta
imune e também ao desenvolvimento de citotoxicidade nas células alvo. Esta
citotoxicidade atua como refor¢co na acdo dos macréfagos contra o M. tuberculosis.
Embora estas células sejam importantes para a resposta imune no inicio da

infecgéo, elas ndo séo essenciais. (Palomino, 2007).
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2.3.2 Resposta Imune Adaptativa

Ao contrario dos mecanismos inatos, a resposta imune especifica ou
adaptativa, requer um reconhecimento especifico dos antigenos. O sistema imune
inato tem uma profunda influéncia sobre o tipo de mecanismo imune adaptativo que
€ gerado, e vice-versa,; a resposta imune especifica executa varias de suas funcdes
através da ativacdo dos componentes da imunidade inata (Parham, 2001).

A resposta imune especifica € mediada principalmente pelos linfécitos T, os
quais secretam efetores e moléculas mediadoras, e pelos linfocitos B, que produzem
e maturam os anticorpos. Os primeiros sao responsaveis pelo reconhecimento das
células infectadas que possuem peptideos especificos complexados a MHC,
enquanto que os linfocitos B e os anticorpos sao responsaveis pelo reconhecimento
de material exdégeno, como por exemplo, os antigenos extracelulares (Parham,

2001).

2.3.2.1 Resposta imune humoral e celular

Devido a localizacao intracelular do bacilo da TB, a resposta imune primaria é
mediada por células. Embora se acredite que o M. tuberculosis ndo entre em contato
com anticorpos e que este tipo de resposta imune ndo seja eficaz, estudos
demonstram que, nas primeiras etapas da infeccdo, os anticorpos sozinhos ou em
conjunto com as citocinas adequadas, sao capazes de exercer importantes fungoes,
como prevenir a entrada do bacilo pelas mucosas (Palomino, 2007).

O componente do sistema imune que une as respostas humoral e celular séo
os linfécitos Th, que séo produzidos por duas vias de maturacdo, Thl ou Th2, e
agrupados de acordo com sua diferenciacdo em CD4 e CD8. A resposta imune do
tipo Thl é de natureza celular e age principalmente sobre parasitas intracelulares e
cancer. Esta resposta envolve diferenciacdo CD4 e CD8, com ativacdo de
macrofagos, deteccdo e lise de células afetadas levando, assim, a formacdo dos
granulomas. Por outro lado, a resposta do tipo Th2, que € de natureza humoral, age
sobre antigenos e parasitas extracelulares. Para tanto, envolve diferentes

subconjuntos de linfécitos T CD4 e CD8, podendo levar a destruicdo e necrose
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tecidual, o que representa falha na resposta imune em muitas doengas (Ducati,
2006).

A imunidade contra a TB € localizada, o que significa que as consequéncias
de uma lesdo dependem da natureza das células T estimuladas. Se estas forem do
tipo Th2, pode haver progressdo da doenca e a lesdo evoluir para o estado de
necrose, porém, se for do tipo Thl, a bactéria € destruida e ocorre a formacédo do

granuloma, onde a leséo tende a sofrer regressao (Ducati, 2006; Mendieta, 2010).
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3 ANTIGENOS E ADJUVANTES NO DESENVOLVIMENTO DE VACINAS

3.1 Antigenos do M. tuberculosis

O uso da biotecnologia tem permitido, cada vez mais, a descoberta de
antigenos de M. tuberculosis com potencial para o desenvolvimento de novas
vacinas e, até mesmo, de novos métodos de diagnédstico da doenca. A publicacao
do genoma completo do bacilo, h4 duas décadas atrds, de fato acelerou a
identificacdo de muitos antigenos, permitindo assim a incorporacdo dos mesmos em
novos modelos de vacinas contra TB. No entanto, a obtencdo destes antigenos em
grandes quantidades é ainda hoje um processo demorado e custoso (Parham,
2001).

Os antigenos sdo apresentados, através das células apresentadoras de
antigenos, as células T, na forma de pequenos peptideos complexados ao MHC.
Dentre os antigenos que constituem algumas das vacinas promissoras para prevenir

a TB e que estdo em ensaios clinicos constam:

Complexo Antigénico 85: os membros deste complexo sdo as principais proteinas

secretadas pelo M. tuberculosis, representadas pelos antigenos 85A, 85B e 85c, e
sédo comuns a todas as micobactérias. Estas moléculas estdo envolvidas na sintese
da parede celular micobacteriana. As proteinas do complexo 85 induzem uma forte
resposta celular e humoral e, por este motivo, estdo entre as proteinas mais
estudadas para o desenvolvimento de novas vacinas contra TB (Dietrich, 2006;
Kaufmann, 2010b).

ESAT-6 (do inglés 6kDa- early secreted antigenic target): € uma proteina que faz
parte da familia multigénica de proteinas imunodominates ESAT-6. Essa proteina é
considerada um fator de viruléncia e é expressa em muitas micobactérias, no
entanto, estd ausente no BCG. ESAT-6 tem sido um antigeno alvo de muitos
estudos, visto que € reconhecido logo que a infeccdo ocorre. Descri¢cdes na literatura

demonstram que, em humanos infectados, ESAT-6 induz a secrecao de INF-Y pelas
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células T. A proteina ESAT-6 é amplamente utilizada como reagente para o
diagnostico de infeccdo por TB, onde € capaz de discriminar o M. tuberculosis da
vacinacao prévia com BCG. Em alguns casos a proteina é substituida pelo antigeno
TB10.4 para evitar resultados falso-positivos para a TB, apds a imunizacdo com
vacinas contendo ESAT-6. Atualmente, existem muitas tentativas de complexacéo
dessa proteina com adjuvantes, com o intuito de se obter novas vacinas para
prevenir a TB (Aggerbeck, 2005; Dietrich, 2006; Kaufmann, 2010b; Kumar, 2010).

TB10.4: é uma proteina da familia multigénica de proteinas imunodominantes ESAT -
6. Este antigeno é expresso pelo M. tuberculosis e também pelo BCG. TB10.4 é
fortemente reconhecido por pessoas com TB bem como vacinadas com a BCG e
induz nesses individuos altos niveis de INF-Y (Dietrich, 2006).

Mtb32: € uma serina protease, enquanto Mtb39 € membro da familia de proteinas
PPE (prolina-prolina-acido glutamico), que estdo localizadas na parede celular.
Ambos antigenos estdo presentes em M. tuberculosis e M. bovis, no entanto
ausentes em espécies de micobactérias ambientais. Experimentos utilizando
modelos animais de TB demostraram que o0s antigenos Mtb32 e Mth39 sao
imunogénicos e em ratos induziram resposta do tipo Thl (Eschen, 2009; Skeiky,
1999; 2005).

3.2 Adjuvantes nas vacinas contra TB

No desenvolvimento de vacinas para TB, os adjuvantes sdo essenciais ha
inducdo da resposta imune quando combinados as vacinas de subunidades (no
presente trabalho abordadas no item “4.2.2 Proteinas Recombinantes”), visto que
estas ndo sao capazes de gerar resposta imune forte e significativa (Parham, 2001).

Um adjuvante € definido como qualquer substancia capaz de reforcar,
acelerar ou prolongar a resposta imune especifica contra um antigeno presente em
uma vacina. A escolha de um adjuvante é influenciada por diversos fatores, tais
como, a hatureza dos antigenos aos quais 0 mesmo serd associado e o tipo de
resposta estimulada por ele. O adjuvante ideal para vacinas contra micobactérias &
aquele que induz o aumento da resposta do tipo Thl, com concomitante inibicdo da
resposta Th2 (Ducati, 2006; Parida, 2010; Statens Serum Institut, 2010).
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Dentres 0os mecanismos pelos quais 0s adjuvantes atuam destacam-se: a)
protecdo contra a degradacdo e/ou eliminacdo dos antigenos; b) melhora da
apresentacao dos antigenos pelas células dendriticas; c) distribuicdo em células
especificas e; d) inducdo de resposta celular do tipo T CD4+ e CD8+ (Mendieta,
2010).

Os adjuvantes que constam em formulagcfes dos candidatos a vacina, que

estdo em ensaios clinicos, sdo os seguintes:

AS (do inglés adjuvante system): foi desenvolvido pela empresa GlacoSmithKline e é
subdivido em diferentes tipos. Nos candidatos a vacina contra a TB constam o ASO1
e AS02. O primeiro composto é formulado na forma de lipossomos, enquanto que o
segundo é uma emulsdo Oleo-agua. Ambos servem como depédsito de liberacéo
lenta de antigenos. ASO1 € um potente estimulador das células Thl e Th2, enquanto

gue AS02 estima resposta humoral e celular do tipo Th1l (Kaufmann, 2010a).

IC31: este adjuvante desenvolvido pela Intercell ¢é constituido por
desoxioligonucleotideos e peptideos catibnicos. Os desoxioligonucleotideos
estimulam as células dendriticas mielbides e plasmacitéides, enquanto que o0s
peptideos catibnicos aumentam a absorcdo do antigeno pelas células
apresentadoras de antigenos, promovendo um depdsito de liberacdo lenta do
mesmo. IC31 induz forte resposta do tipo Thl CD4+ e CD8+, bem como estimula
producédo de anticorpos (Doherty, 2005; Kaufmann, 2010a; 2010b).

CAFO01: é um potente adjuvante desenvolvido pela Statens Serum Institut (SSI). Na
sua composicdo constam compostos de nitrogénio alifaticos e componentes da
parede celular micobacteriana, ambos formulados em lipossomo catidénico. Este
adjuvante é considerado muito eficaz, pois direciona o antigeno para as células
dendriticas ativadas, além de induzir resposta imune humoral e celular (Kaufmann,
2010b; Mendieta, 2010; Statens Serum Institut, 2010).
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4 VACINAS

A vacinagdo é atualmente considerada o maior triunfo da area da imunologia.
O procedimento de imunizacao por vacinacao € capaz de prevenir doencgas severas
através da exposicao prévia ao agente infeccioso, em uma forma na qual ndo pode
causar a doenca. Desse modo, 0 sistema imune obtém a experiéncia necessaria
para elaborar uma resposta protetora com pouco risco para a saude. Embora as
primeiras vacinas tenham sido desenvolvidas por processos de tentativa e erro, a
atual compreensdo dos mecanismos de imunidade permite o desenvolvimento
racional de vacinas e técnicas de imunizagao (Parham, 2001).

No presente trabalho, as vacinas contra a TB que atualmente estdo em
desenvolvimento foram divididas em dois grupos principais: as vacinas de pré-
exposicao e as de pos-exposicdo ao bacilo. As primeiras, cuja funcdo € prevenir a
infeccdo, seriam administradas aos individuos que ainda néo tiveram contato com M.
tuberculosis, enquanto que as ultimas seriam dadas aos individuos ja infectados ou
previamente imunizados com a BCG e, por esse motivo, tém a funcao de proteger o
individuo contra a ativacdo da doenca.

Se a vacinacdo com a BCG em neonatos € capaz de gerar imunizagao por
um periodo limitado, deve-se entdo partir para o desenvolvimento de uma nova
vacina de pré-exposicao substituinte da BCG, que seja capaz de gerar protecdo por
longo periodo. Outra alternativa € o desenvolvimento de vacina pds-exposi¢cao que
reforce a protecdo em adultos.

No contexto atual da TB, a melhor tatica de profilaxia seria a combinacao de
ambas as estratégias de vacinacdo. O regime de vacinacdo mdultipla, que incluiria a
vacinacdo neonatal em conjunto com a de reforco em adultos (administrada em
intervalos de 10 anos), pode conferir a imunizacéo requerida a longo prazo (Figura
3). Embora esta seja uma estratégia esperancosa, ndo foram demonstrados efeitos
benéficos no estudo que avaliou o programa de revacinacdo por BCG em Hong
Kong e no Brasil, o que corrobora a inefichcia da protecdo da BCG em adultos
(Doherty, 2005; Ly,2008).
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Figura 3. Modelo esquemaético do efeito da vacinacdo (A) pré-exposicao, (B) pos-exposicao e
(C) vacinagdo mudltipla. O curso da infeccao pelo M. tuberculosis (linha preta) é caracterizado por um
aumento na carga bacteriana até que a resposta imune se desenvolva, a partir de entdo o
crescimento bacteriano € invertido. Em uma minoria de individuos (3-5%), as bactérias escapam do
controle e comegam a se expandir novamente, resultando em TB ativa, com positividade do escarro.
(A) A vacinacdo de pré-exposicdo acelera o desenvolvimento desta resposta imune, levando a
detencédo do crescimento bacteriano e prevencdo da infeccao de tornar-se sintomatico. No entanto,
na maioria dos individuos infectados, a infecgéo inicial pode ser controlada, mas a erradicacéo total
do bacilo ndo é alcancada. Em vez disso, o M. tuberculosis estabelece uma infeccédo latente, que
mais tarde pode ser reativada, causando a TB ativa. (B) A vacinacao de pds-exposi¢do tem como
objetivo fortalecer a vigilancia imunolégica para prevenir a reativacao, mas nao pode impedir os casos
gue surgem durante a infeccdo aguda. (C) Uma estratégia de vacinacdo mudltipla hipotética, ndo so
inibe a infeccdo de se tornar sintomatica, mas também previne reativacdo posterior. Uma importante
consequéncia de se prevenir a reativacao é que, se a carga bacteriana é reduzida, ndo s6 a doenca é
prevenida, mas o ciclo de transmisséo é interrompido. Fonte: adaptado de Doherty, 2005.

Quando o tema é desenvolvimento de vacinas, as prioridades sdo eficacia e
seguranca. A OMS estima que 70% de eficacia contra infeccao primaria por TB € o
limite minimo de eficacia para uma vacina. Também preconizam que qualgquer nova
vacina para TB deve ser mais segura que a BCG, especialmente para ser
administrada em portadores de HIV e que ndo necessite a realizacao de testes que
avaliam o status HIV na pré-vacinacao (BIO Ventures for Global Health, 2006).

O requerimento necessario para as vacinas de pré e p0s-exposicdo Ssao
diferentes. Enquanto as primeiras necessitam demonstrar superior eficacia que a
BCG, as vacinas de pos-exposicdo nao necessitam. No entanto, estas devem ser
efetivas em individuos ja sensibilizados (Doherty, 2005).

Recentemente, um vasto nimero de candidatos a nova vacina para TB tem
sido desenvolvido. Muitos destes ja mostraram resultados promissores quando
testados em animais e também em humanos.

A maioria dessas vacinas € destinada a superexpressao de antigenos do
bacilo que sdo reconhecidos pelo sistema imune. Dentre os diferentes enfoques
constam: o desenvolvimento de vacinas baseadas na atenuacédo do M. tuberculosis
e também do M. bovis, vacinas recombinantes a partir do BCG, vacinas de proteinas
de fusdo recombinantes associadas a adjuvantes, vacinas de vetores virais nao
replicantes ou com replicacdo deficiente.

Nesta revisdo priorizamos os candidatos que ja estdo em fase de testes
clinicos, ou seja, aqueles que ja foram testados e aprovados nos testes pré-clinicos.
Além disso, os mesmos foram divididos nas categorias pré e pos-exposicao.
Objetivando facilitar a compreensao das fases que compreendem os estudos

clinicos, segue a Tabela 1.
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Tabela 1. Fases que compreendem os estudos clinicos.

Fase Descrigcao

Os ensaios de Fase | sdo realizados com um pequeno nimero de voluntarios (40-90
individuos adultos e saudaveis). Nestes ensaios visa-se garantir a seguranga da vacina,
detectam-se reagbes imunoldgicas e comega-se a determinar os niveis de dosagem.
Onze candidatos a vacina contra TB ja passaram por esta fase.

Fase |

Os ensaios de Fase Il envolvem um nimero maior de voluntdrios - a partir de algumas
centenas a milhares. Nestes ensaios é dada continuidade aos testes de seguranga,
determinam-se os niveis de dosagem ideal, via de administragdo e o calendario de
vacinagdo. Também sdo coletados dados preliminares sobre a eficdcia na prevengdo da
TB. Nesta fase sdo inscritos voluntarios de vdarias idades e condigdes de saude, incluindo
os infectados com HIV. Quatro candidatos a vacina contra TB encontram-se nesta fase.

Fase Il

Os ensaios de Fase Il envolvem muitos milhares de participantes e é nesta estapa em
que se determina se o candidato a vacina é de fato eficaz contra a TB.

Fase Il

4.1 Vacinas pré-exposicéao (substituintes da BCG)

As vacinas candidatas a substituirem a BCG devem demonstrar eficacia e
seguranca superior a mesma, inclusive em individuos HIV positivos. Os principais
candidatos que correspondem a este grupo derivam da atual vacina BCG, sendo

denominados, portanto, BCG recombinantes (rBCG).

4.1.1rBCG

Atualmente existem duas vacinas rBCG em estudos clinicos de fase I. Os
resultados pré-clinicos sugerem que ambas as vacinas sdo mais potentes e seguras
gue a atual BCG (Tabela 2) (Barker, 2009; Kaufmann, 2010b).

O candidato rBCG30, que encontra-se em ensaios clinicos de fase I, é
derivado da cepa BCG Tice e geneticamente modificado para superexpressar o
antigeno 85B. Os testes de fase | jA& demostraram que rBCG30 induz aumento
significativo de células CD4+ e CD8+, células T de memodria e também especificas
para o antigeno 85B. Esse candidato foi o primeiro a demonstrar a inducdo do
sistema imune de modo substancialmente maior que o BCG. A replicacdo limitada
da vacina in vivo é outro fator que colabora para a seguranca do uso da mesma em
individuos imunocomprometidos. Estudos utilizando cobaias, previamente vacinadas

com BCG, reportaram que rBCG30 aumentou a imunidade das mesmas, 0 que
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sugere que este candidato também poderia ser utilizado como reforco da BCG
(Hoft, 2008; Lambert, 2009; Ly, 2008).

Tabela 2. Vacinas candidatas a substituicdo da BCG que ja estdo em etapas clinicas.

Vacina Origem Etapa Descri¢ao

BCG recombinante

'BCG30 University of Califérnia/ Fase | rBC,G superexpressando o
Aeras antigeno 85B (Rv1836)
TB Vaccine Initiative/ Max rBCG superexpressando

rBCGAure::hly (VPM1002) Plank Institut/ Vakzine Fase | listeriolisina e com delecdo da
Projekt Managment urease

O VPM1002 também é derivado de uma cepa de BCG geneticamente
modificada, onde o0 gene codificante da enzima urease foi deletado e o gene
codificante da listeriolisina (Hly) de Listeria monocytogenes foi inserido. A Hly tem a
propriedade de perfurar a membrana do fagossomo das células infectadas,
facilitando assim a apresentacdo dos antigenos as células T. A deficiéncia de urease
tem como objetivo favorecer o pH acido no fagossomo, ideal para a atividade da Hly.
Os resultados dos ensaios clinicos de fase | corroboram os resultados dos ensaios
pré-clinicos, onde o candidato VPM1002 foi de fato considerado mais seguro e
imunogénico que o BCG. Em humanos, VPM1002 induziu uma forte resposta imune
do tipo Thl, de modo que também poderia ser eficaz na vacinacdo de individuos
previamente imunizados com BCG (Kaufmann, 2010b; Lambert, 2009; Vakzine
Projekt Management, 2010).

4.2 Vacinas poés-exposicao (vacinas de reforgo)

Considerando que em termos mundiais muitos individuos néo sao vacinados
com a BCG na infancia, mesmo nas areas onde esta vacinacao é rotina, as vacinas
de refor¢co devem ser capazes de estimular de modo efetivo uma resposta primaria.

Outro ponto a ser destacado, € que grande parte dos individuos a serem vacinados
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jA& tiveram um primeiro contato com o bacilo e, muito possivelmente, estejam
infectados com a forma latente, principalmente em regides endémicas.

Existem candidatos a vacina de reforco que j4 estdo em etapas de estudos
pré-clinicos e clinicos. A maior parte destas vacinas experimentais incorpora
antigenos do M. tuberculosis que sédo secretados no inicio da infec¢cado, mas também
pesquisas tém sido realizadas sobre antigenos relacionados com etapas posteriores,
como as de laténcia e liberacdo do bacilo apés o periodo de dorméncia. Os
principais candidatos concentram-se em trés grupos: a) vetores virais que
expressam um ou mais antigenos imunodominantes de M. tuberculosis; b) proteinas
recombinantes combinadas com adjuvantes, onde séo todas proteinas de fuséo de
dois ou mais antigenos e; c) micobactéria e/ou fragmentos desta inativados (Tabela
3) (Barker, 2009; Kaufmann, 2010b).

As vacinas de proteinas recombinantes necessitam de adjuvantes que
promovam resposta do tipo Thl. Ja as vacinas de vetores virais ndo necessitam
associacdo com estes adjuvantes, mas em contrapartida podem ser inibidas pela
prévia exposicado do vetor. Os vetores virais desencadeiam uma resposta imune do
tipo Thl dominante devido a expressdo heterdloga dos antigenos, além de

induzirem resposta celular do tipo T CD8 (Kaufmann e Hussey, 2010).

Tabela 3. Vacinas candidatas ao reforco da BCG que ja estdo em etapas clinicas.

Vacina Origem Etapa Descricao

Vetores virais
Vacinia modificada Ankara expressando
MVAS85A/AERAS- Oxford/Aeras Fase Ilb o antigeno 85A (Rv3804)

Adenovirus 35 deficiente em replicagao,

Crucell Ad35/AERAS- expressando os antigenos: 85A (Rv3804),

402 Crucell/Aeras Fase 85B (Rv1886) e TB10.4 (Rv0288)
McMaster Adenovirus 5 deficiente em replicagdo,
AdAgBSA University FEse. expressando o antigeno 85A (Rv3804)

Proteinas recombinantes associadas a adjuvantes

e CE Fusdo recombinante dos antigenos 85B
H1-CAFO1 Institut/ TB — (Rvi886) e ESAT-6 (Rv3875) no adjuvante

Vaccine Initiative CAFO1

Fusdo recombinante dos antigenos 85B
(Rvi8se) e ESAT-6 (Rv3875) no adjuvante
IC31

Statens Serum
H1-IC31 Institut/ TB Faselella
Vaccine Initiative
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Fusao recombinante dos antigenos 85B

Statens Serum (Rvisss) e TB10.4 (Rv0288) no adjuvante

Insti A
HA-IC31 (AERAS-40q)  nstitut/Aeras/ . Ic31
Sanofi Pasteus/
Intercell
GlacoSmithKline/ Fusdo recombinante dos antigenos
M72 Aeras/ TB Fase Il Mtb39 (Rvii96) e Mtb32 (Rv0125) nos
Vaccine |nitiative adjuvantes ASOl e ASOZ
Micobactéria e/ou fragmentos inativados
; Fragmentos de M. tuberculosis
RUTI Arc‘hlvel Farma/ Fase |
Unitat de TB
National Institut
M. vaccae of Health/ Fase IlI M. vaccae inativado
SR Pharma

Fase lla: criangas e adolescentes;

Fase llb: criangas e adultos HIV-positivos.

4.2.1 Vetores virais

Dentre os candidatos a vacina do tipo vetores virais, 0 mais avancado em
termos de estudos clinicos € o MVAS5A/AERAS-485, que é composto pelo virus
modificado Ankara, que possui replicacdo deficiente e expressa o antigeno 85A de
M. tuberculosis. O candidato ja passou com sucesso através dos ensaios clinicos de
Fase |, que ocorreram no Reino Unido, Gambia e Africa do Sul, bem como nos
ensaios de Fase Il, na Africa do Sul e Gambia. Atualmente encontra-se em estudo
clinico de Fase lIb, que ocorre na Africa do Sul com 2.784 criancas. Dados obtidos a
partir dos ensaios clinicos ja demostraram que este candidato € potencialmente
imunogénico e seguro para uso em humanos, induzindo uma resposta forte e
duradoura polifuncional celular do tipo T CD4+ em voluntarios humanos (Doherty,
2009; Aeras, 2010; Kaufmann, 2010b; Scriba, 2010).

Os candidatos Crucell Ad35/AERAS-402 e Ad5Ag85A, utilizam adenovirus
com replicacédo deficiente como vetor. O primeiro expressa os antigenos 85A, 85B e
TB10.4, enquanto o segundo expressa somente o 85A. A familia dos adenovirus
possui DNA dupla fita e um histérico excelente de seguranca em humanos. O uso de

adenovirus como vetor é também muito atrativo devido a sua afinidade pelas vias
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aéreas e forte estimulacdo de células T CD8+ (Aeras, 2010; Kaufmann, 2010Db,
Parida, 2010). No entanto, as infec¢des por adenovirus em humanos séo frequentes,
de modo que a prévia existéncia de anticorpos contra estes microrganismos pode
prejudicar a eficacia dos mesmos como vacina. Os anticorpos contra adenovirus 5
sdo mais prevalentes na populacdo do que os contra adenovirus 35. Estudos com
vacinas contra o HIV, contendo vetor adenovirus 5, demonstraram néo haver relagéo
entre a pré-existéncia destes anticorpos com a eficacia da vacina (Kaufmann,
2010a). Outros estudos clinicos variados também j& observaram a nao interferéncia
dos mesmos anticorpos com vacinas que utilizam adenovirus como vetor (Parida,
2010).

Ja foi demonstrado que Crucell Ad35/AERAS-402 induz reposta robusta e
polifuncional celular T CD4+ e CD8+. Atualmente, ja foram concluidos ensaios de
Fase | nos Estados Unidos, sendo que mais estudos de Fase | ainda estdo sendo
realizados na Africa do Sul, Quénia e Estados Unidos. A Fase Il de estudos clinicos
esta sendo conduzida na Africa do Sul, Quénia, Mogcambique e Uganda (Abel, 2010;
Aeras, 2010).

Até o presente momento ndo foram apresentados resultados a respeito do
ensaio de Fase | no qual se encontra o candidato Ad5Ag85A, que estad sendo

desenvolvido no Canada.

4.2.2 Proteinas recombinantes

As vacinas constituidas por proteinas recombinantes sdo consideradas
vacinas de subunidade e, para tanto, necessitam associacées com adjuvantes que
induzam a resposta imune, pois caso contrario, essas vacinas ndo seriam capazes
de gerar resposta adequada, uma vez que S80 pouco imunogénicas.

O candidato H1-1C31 é composto pelos antigenos 85B e ESAT-6 associados
ao adjuvante IC31. O mesmo ja foi incluido em dois ensaios distintos de fase | e
atualmente um destes evoluiu para etapa de fase lla . Até o momento, estudos
revelam que a vacina tem sido bem tolerada e efeitos adversos relevantes néo foram
registrados. H1-IC31 induz resposta imunogénica forte e persistente do tipo Thl
antigeno especifico. O grupo de pesquisas SSI recentemente publicou que esta
resposta é mantida por até dois anos e meio, demonstrando assim excelente

resposta de memoaria (Kaufmann, 2010b; Statens Serum Institut, 2010).
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O desenvolvimento do candidato H4-IC31, pelos grupos Aeras e SSI, foi uma
alternativa ao H1-1C31, onde o antigeno ESAT-6 foi substituido pelo TB10.4 com o
intuito de diminuir os riscos no diagnéstico de TB baseado na analise de ESAT-6
(Kaufmann e Hussey, 2010). Os ensaios clinicos de fase | com o candidato H4-IC31
ja estdo ocorrendo na Suécia, Finlandia e Africa do Sul e os resultados obtidos até
entdo sdo muito semelhantes ao do candidato H1-IC31 (Aeras, 2010; Statens Serum
Institut, 2010).

Outro candidato, também do grupo SSI, é o H1-CAF01, que assim como o
H1-1C31, possui os antigenos 85B e ESAT-6, porém associados ao adjuvante CAF.
O H1-CAFO01 est4 em ensaio clinico de fase | e até 0 momento ndo existem dados
publicados sobre este estudo; todavia, nos testes pré-clinicos foi observada a
inducao forte de resposta imune do tipo Thl e Th17 (Parida, 2010).

Eschen e colaboradores publicaram os primeiros dados clinicos da vacina
M72/AS02, composta pela fusdo dos antigenos Mtb32 e Mtb39 no adjuvante AS02.
Os resultados séo promissores, pois mostraram um nivel de seguranga aceitavel e
boa resposta humoral e celular, sendo que ambas as respostas imune persistiram
por 6 meses apds a ultima dose (Eschen, 2009). Esta foi a primeira vacina
recombinante contra a TB a ser testada em humanos e, atualmente, 0s ensaios
clinicos de fase Il estdo ocorrendo na Africa do Sul e Gambia (Aeras, 2010;
Palomino, 2007).

4.2.3 Micobactéria e/ou fragmentos inativados

A micobactéria inativada M. vaccae € o candidato a vacina mais avancado
nos ensaios clinicos e encontra-se em fase Ill. Essa micobactéria ndo € patogénica
e a sua forma de inativacdo, que ocorre pelo calor, é suficientemente segura para a
imunizacao de humanos. Os resultados dos estudos de fase | e Il, demostraram que
a vacina é altamente imunogénica e eficaz quando administrada na forma de doses
multiplas em individuos HIV-positivos previamente imunizados com o BCG na
infancia (Reyon, 2010).

O candidato RUTI é formado por fragmentos do M. tuberculosis e encontra-se
em fase | de estudos clinicos. Para obtencdo desta vacina, o M. tuberculosis é
cultivado em condi¢cfes de estresse e, em seguida € fragmentado, desintoxicado e

formulado em lipossomas. A abordagem terapéutica deste candidato € um pouco
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diferente das demais, pois a vacina € combinada ao tratamento com o
antimicrobiano isoniazida, ou seja, € administrada ao paciente ja infectado com o
bacilo da TB em tratamento, agindo também na TB latente. Os resultados sdo
promissores, pois foi demonstrado que a vacina é imunogénica e ndo téxica para
humanos. Outro fato importante a ser destacado é que o uso concomitante de
isoniazida e RUTI possibilita a diminuicdo do tratamento da TB para um més
(Archivel Farma, 2010).

4.3 Vacinas com Acidos Nucléicos

Uma abordagem interessante, ainda nao abordada no presente trabalho, diz
respeito ao desenvolvimento de vacinas codificadas com o gene da proteina de
choque térmico de 65kDa (DNA-HSP65) de M. leprae. Franco e colaboradores
analisaram a ativacdo de células dendriticas e macrofagos humanos quando
cultivados com DNA-HSP65. Como resultado dessa analise, observou-se que os
macrofagos produziram altos niveis de TNF-a, IL-6 (pro-inflamatoria) e IL-10
(antiinflamatoria). Além disso, eles também apresentaram uma atividade microbicida
maior do que a observada nas células dendriticas apos infeccdo com M.
tuberculosis. Por outro lado, as células dendriticas produziram altos niveis de IL-12 e
baixos niveis de TNFa, IL-6 e IL-10.

Souza e colaboradores testaram a vacina DNA-HSP65, formulada em
lipossomos, em ratos e os resultados foram promissores, demonstrando eficacia da
vacina no desenvolvimento de imunidade contra o M. tuberculosis, tornando o
candidado DNA-HSP65 uma estratégia relevante para modulacéo da resposta imune

no desenvolvimento de novas vacinas para prevenir a TB (Souza, 2008).
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5 CUSTOS E FUNDOS

O desenvolvimento de novas vacinas € um processo muito custoso, ainda
mais quando se trata da prevencdo de uma doenca negligenciada como a TB.
Embora o numero de financiadores tenha crescido nos ultimos anos, 0s recursos
financeiros ainda ndo sao suficientes para a implementacdo de uma nova vacina nos
proximos anos.

O programa Stop TB da OMS estima que o custo de uma nova vacina anti-TB
a ser licenciada até 2015, seja de aproximadamente 3 a 5 bilhdes de délares, e que
atualmente ndo ha um financiamento de mais de 1 bilhdo. Dentre os anos 2007-
2008 foram disponibilizados 400-500 milhdes de ddlares por ano para pesquisa em
TB; cerca de 15-20% destes fundos foram destinados especificamente para vacinas,
enquanto que 20-25% para ciéncia basica, onde parte foi dedicada ao
desenvolvimento de novas vacinas (Kaufmann; Hussey, 2010).

Embora o desenvolvimento de uma vacina anti-TB tenha um custo elevado, a
previsdo de retorno do investimento € promissor e excedera largamente os custos
iniciais, visto que se trata da prevencdo de uma doenca global que um terco da
populacdo mundial possa vir a desenvolver. Dentre os principais financiadores da
pesquisa e desenvolvimento de vacinas anti-TB, constam a Fundacéao Bill e Melinda
Gates, que em conjunto com Welcome Trust representam o setor filantrépico de
doacdes, enquanto que o Instituto Nacional de Saude dos Estados Unidos e a
Comissdo Européia representam o setor publico (BIO Ventures for Global Health,
2006; Kaufmann; Hussey, 2010).

“Acreditamos que investir em uma nova vacina contra a TB constituiria a
melhor esperanca de longo prazo para a eliminagdo da TB” (Carta de 2010 de Bill

Gates, publicada no site da sua fundacéo — http://www.gatesfoundation.org/).


http://www.gatesfoundation.org/
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6 CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa e o desenvolvimento de novas vacinas para prevenir a TB
representam uma urgente necessidade a saude publica mundial. Embora isso
envolva politicas governamentais, financiamento e transferéncia de tecnologia, um
melhor entendimento sobre a interacdo do bacilo M. tuberculosis com o sistema
imune do hospedeiro € indispensavel para que as futuras estratégias de vacinacao
sejam mais efetivas na prevencao da doenca do que atual estratégia de vacinacao
pela BCG.

Com uma nova vacina segura e eficaz contra TB, milhdes de mortes serao
evitadas de modo a diminuir significantemente a morbidade, causando um grande
impacto no setor publico de saude. Embora ainda se tenha muito trabalho e desafios
pela frente, é importante ressaltar que além do desenvolvimento de novas vacinas
para TB, é crucial que se garanta a seguranca destas inovac¢des. Outro desafio é
fazer com que a populacdo tenha acesso a estes produtos, principalmente as
populacdes mais acometidas pela doenca.

Além disso, o desenvolvimento de novas vacinas contra TB que possam ser
utilizadas de modo seguro pelos individuos HIV-positivos com certeza reduzirdo
também a morbidade deste grupo, visto que, entre estas pessoas, a TB é a principal
causa de morte.

O ponto de inicio ideal para o planejamento de uma vacina envolve um
conhecimento abrangente de como o sistema imune humano responde a infeccéo
particular e que mecanismos permitem que o patdégeno seja rapidamente eliminado
pelo organismo. A TB se desenvolve vagarosamente, isso significa que dados
confiaveis resultantes de estudos de seguranca e eficacia de novas vacinas duram
décadas e envolvem um vasto numero de participantes. Tudo isto gera um custo
econdmico elevado e nao atrativo, tanto para os pesquisadores gquanto aos sistemas
de saude. No entanto, ndo podemos ficar parados assistindo aos danos que esta

doenca milenar continua provocando na populacdo mundial.
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