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TUBERCULOSE

Prevenindo e tratando

Pesquisadores de Ribeirdo Preto desenvolvem a primeira vacina génica contra a doenga

Desde que o alemio Robert Koch anun-
ciouadescobertadobacilodatuberculose,em
1882, a prevengdo e o tratamento da doenga
desafiam cientistas em todo o mundo. E pela
dimensao que essa doenga infecto-contagio-
saalcanga na atualidade, torna-se particular-
mente importante o desenvolvimento deuma
nova vacina contra a tuberculose por uma
equipe de pesquisadores da Faculdade de
Medicina da USP de Ribeirdo Preto, coorde-
nada pelo professor Célio Lopes Silva.

Num projeto tematico com financiamen-
to da FAPESP em torno de R$ 600 mil, e de-
pois de varios anos de estudos e experimen-
tagdo meticulosa, os pesquisadores desenvol-
veram uma vacina de DNA, considerada de
terceira geragdo, que podera ser aplicada no
controle datuberculose, caso sejacomprova-
daem humanos a mesma eficiéncia ja atesta-
da em animais.

Segundo Célio Silva, o trabalho come-
gou em 1990, quando ele foi para Londres
fazer seu pos-doutoramento. Naquela época,
jase sabia que a BCG (Bacilo Calmette-Gu-
érin), uma vacina viva baseada no Mycobac-
terium bovis atenuada para uso humano em
1921 (vacina de primeira geragdo), ndo con-
feria protegdo satisfatoria contraa tuberculo-
se. Os antigenos purificados da BCG (vaci-
nas de segunda geragdo) também nao indu-
ziam a protegdo tanto desejada.

*“Uma série de dificuldades impedia os
estudos para desenvolver uma nova vacina”,
relata o pesquisador. Partindo-se do principio
deque o Mycobacterium tuberculosis, o agen-
te causador da tuberculose, se esconde dentro
das células humanas e ndo ¢ atingido pelaagéo
dos anticorpos, seria necessario estimular os
linfocitos T CD8, capazes de destruir especi-
ficamente as células infectadas pelos bacilos.
Esses linfocitos sdo estimulados somente
quando osantigenos sao produzidos dentrode
células, como acontece nas infecgdes virais.
Vacina geénica

“Esse principio foi o ponto de partida
parainiciaroprojeto”, afirma Célio Silva. Foi
tomado um pedago de DNA (o codigo gené-
tico contendo a mensagem para a célula fa-
zer o antigeno) e inserido num retrovirus fa-
bricado em laboratorio pelas técnicas de en-
genharia genética. As células (macrofagos)
infectadas com esse retrovirus recombinan-
te sintetizaram os antigenos, estimularam os
linfocitos T CD4 e T CD8 e induziram prote-
¢do contra infecgao por M. tuberculosis. “O
delineamento experimental para fazer a va-
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cina estava estabelecido”, declara o pesqui-
sador. De volta para Ribeirdo Preto, Célio
Silva ndo mediu esforgos para arranjar um
sistema mais pratico e seguro para fabricaros
antigenos dentro das células, uma vez que o
processo de infecgdo comretrovirus era mais
um fator de risco para a satide da populagio.
Por sorte os primeiros experimentos com
vacinas génicas estavam se iniciando em di-
versas partes do mundo.

Avacinade DNA, ou vacina génica, que
estarevolucionando o campo, é baseada num
pedagodo codigo genético do agente causa-
dor da doenga. “Aplicado por meio de inje-
¢do intramuscular, esse DNA cria condigoes
para a produgdo da proteina antigénica pe-
las proprias células do individuo vacinado™,
segundo Célio Lopes Silva e colaboradores
em trabalhos publicados em varias revistas
internacionais.

“As vacinas de organismos vivos e ate-
nuados,embora funcionemmuitobem paracer-
tasdoengas, oferecem certamargemderiscode
que a pessoa acabe contaminada pela doenga

que se pretende prevenir”, afirmam os autores.
“Com a vacina de DNA isso ndo acontece.”
Dessa forma, a vacina génica ¢ hoje a maior
esperanga para o combate a doengas infeccio-
sas para as quais ainda ndo se tem prevengao
segura, como herpes, Aids, malaria, hepatite,
esquistossomose, dengue e tuberculose.
Primetros resultados

Os primeiros resultados positivos da
vacina génica brasileira contra tuberculose
foram apresentados em 1994, em Genebra,
numa reunido da Organizagdo Mundial da
Saide (OMS) especifica sobre tuberculose,
e, desde entdo, os experimentos foram ampli-
ados. De acordo com os dados da época, ca-
mundongos foram vacinados durante trés me-
ses com quatro doses de 50 microgramas de
DNA porvia intramuscular. Apos duas sema-
nas, foram infectados com o agente etiologi-
codadoenga, 0 Mycobacterium tuberculosis.

O grupo que ndo estava vacinado regis-
trou a presenga de cerca de 1.200.000 bacté-
rias por grama de tecido, enquanto o vacina-



do oscilou de zero a 100 ou 1.000 bactérias
— um numero considerado excelente.

Depois de 1994, os pesquisadores pas-
saram a testar DNAs que codificassem anti-
genos diferentes, com o propdsito de verifi-
car o melhor para a vacina. Ja foram testados
12 antigenos desde entdo, suficientes para a
equipe se dar por satisfeita. Trata-se de um
trabalho extremamente delicado e que leva de
seis a oito meses para cada antigeno.

Do ponto de vista
cientifico, a revelagido
dosbrasileiros noencon-
tro de 1994 representou
um enorme éxito. “Com
aapresentagao dosresul-
tados positivos, virios
grupos de biotecnologia
avancada se animaram a
prosseguir as pesquisas
namesmadire¢do”, afir-
ma Célio Silva. Nos Es-
tados Unidos, diversos
laboratorios estaoenvol-
vidos em projeto seme-
lhante, com um orga-
mento estimadoem US$
800 milhdes.

O proximo passo
seriaexperimentara va-
cina em outros modelos
animais, como cobaias,
coelhos e macacos. De-
pois desses experimen-
tos, a vacina poderia ser
testada em humanos em
trés fases distintas. Na
fase 1 (utilizando mais
ou menos 50 indivi-
duos) seria verificada a
toxicidade; nafase 2 (em
torno de 300 indivi-
duos) seriam observa-
dos os efeitos imunologicos; e na fase 3 (com
cerca de pelo menos 150.000 pessoas) seria
verificadaaeficiéncia da vacinanuma deter-
minada populagdo, acompanhada por pelo
menos 12 anos. Aotodo, esse processo pode-
ria levar até 20 anos e os custos para a reali-
zagdo de todos os testes seriam elevados.

Mudanca de alvo

Apesar dos bons resultados obtidos pelo
grupo coordenado por Célio Silva, as dificul-
dades acima apresentadas fizeram com que o
grupo mudasse o seualvo parao combate a tu-
berculose. “Em vez de usar a vacina de DNA
como preventivadainfecgdo, direcionamos os
trabalhos visando ao uso dessa mesma vacina
no combate direto a infecgdo ja estabelecida,
como se fosse um agente terapéutico ou uma
droga antimicobacteriana” diz o pesquisador.

Reforgou essa posi¢io o fato de entre um
tergo e metade da populagdo mundial ja estar
infectada com o bacilo da tuberculose. Em
torno de 5% a 10 % desses individuos desen-
volvemadoenga. Nessas condigoes, o uso de
uma vacinando como preventivadainfecgio

mas que tenha atividade terapéutica contra
individuos infectados seria a solugdo.

Os resultados obtidos pelo grupo mos-
traram que a administragdo da vacina génica
em animais previamente infectados com M.
tuberculosis virulenta previne o desenvolvi-
mento da doenga e elimina a infec¢do. Além
disso, quando a vacina ¢ administrada em
estados mais avangados da doenga, ou mes-
mo quando ela estd disseminada por todo o
organismo do animal, ela também tem a pro-
priedade de cura-los. Essa cura se da pela ati-
vagdo apropriada do sistema imunitdrio.

Um dos problemas mais sérios relacio-
nados com o controle da tuberculose ¢ 0 apa-
recimento de bacilos que apresentamresistén-
cia a varios dos medicamentos utilizados no
tratamento, como a isoniazida, pirazinamida,
estreptomicina e rifampicina, entre outros. Ja
foramisolados bacilos que sdoresistentes nao
sO contra um desses medicamentos como
também contra combinagdes de dois, trés e
mesmo contra todos a0 mesmo tempo. Esses
pacientes, denominados multidroga resisten-
tes, contam com poucas alternativas de trata-
mento e s vezes com nenhuma. O desenvol-
vimento do projeto mostrou que animais in-
fectados com bacilos resistentes a essas
drogas também sdo curados pela administra-
¢ao da vacina génica.

Outro problema associado ao alto indi-
ce de individuos infectados se correlaciona
com o alto grau de adaptagdo dos bacilos ao
homem. A infec¢do normalmente se estabe-
lece apods inalagdo dos bacilos e sua entrada
nas células de defesa do nosso organismo.
Dentro dos macrofagos, que sdo células com
alto potencial microbicida, os bacilos tém a
habilidade de desativar os sistemas de defe-
sa dessas células e conseguem sobreviver e
se multiplicar no seu interior. O sistema de
defesa imunitario do homem toma conheci-
mento da presenga dos bacilos e estabelece
uma resposta contra eles, caracterizada por
uma reagdo inflamatoria cronica denomina-
da granuloma e que tem a finalidade de cir-
cunscrever ¢ delimitar a infecgdo.

Nessas condigdes, os bacilos podem so-
breviver por anos em estado de laténcia ou
dorméncia e o individuo infectado pode nio
manifestar a doenga. A doenga se manifesta
quando ha um desequilibrio dessa relagio
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Avatina é baseada num pedaco do codigo genético do bacilo

mutua e freqiientemente esta associada com
estados de depressdo da resposta imunologi-
ca. Os casos mais comuns de imunossupres-
sdo associados com a tuberculose sdo os in-
dividuos com Aids, estressados, que tomam
drogas imunossupressoras, alcoolatras e des-
nutridos, entre outros.

Experimentos

No desenvolvimento do projeto também
foi olhado com muita atengdo esse problema
do estado de laténcia ou dorméncia das mi-
cobactérias que podem sofrer umareativagio
e manifestaradoenc¢a em estados de imunos-
supressdo. Foi desenvolvido um modelo ex-
perimental em camundongos que mimetiza
exatamente as condigoes observadas no de-
senvolvimento dadoenga humana em imuno-
deprimidos. Nos grupos de animais contro-
les — aqueles que foram infectados, tratados
com drogas antibacterianas para estabelecer
umestado de laténcia, aquem foi administra-
docorticosteroide para causar imunossupres-
sdo e que nao foram vacinados — observou-
seareativa¢doda infecgdo e o estabelecimen-
to da doenga. Nos grupos experimentais que

Koch e a tuberculose

Ainfeccaopelobacilodatuberculose se dé pela
inalagao de pequenas goticulas oriundas do espirro
de pessoas contaminadas. Essas goticulas contendo
bacilos vao para os pulmdes e ai, dependendo do
estadode resisténciaimunitariadosindividuos, podem
estabelecer a doenga. O pulmao €, em geral, 0 rgao
mais comprometido pela infecgdo da tuberculose.

Atuberculose & conhecida desde o Egito anti-
go, séculos antes de Koch terdescoberto o bacilo que
hoje leva 0 seu nome e que Ihe proporcionou o Pré-
mio Nobel de Medicina em 1905.

Apesar de a tuberculose ser muito antiga, o
conhecimento sobre 0s mecanismos relaciona-
dos com o desenvolvimento da doenga € pouco
entendido. Nao se sabe ao certo como se esta-
belecem as relagdes quando os bacilos penetram
e se multiplicam dentro das células dos individu-
0s. Além disso, muitos estudos ainda sao neces-
sarios para melhorar os testes de diagnostico,
descobrir novas drogas antibacterianas e desen-
volver uma vacina mais eficiente para impedir a
transmissao da doenca.



foram vacinados com a vacina de DNA ndo
foram observadas reativagdes e desenvolvi-
mento da doenga, principalmente quando
foram administradas trés doses da vacina. “Se
a vacina em humanos funcionar da mesma
maneira como foi demonstrado para os ani-
mais ela pode até erradicar a tuberculose em
nosso meio”, afirma o pesquisador.

Teste em humanos

O tratamento da tuberculose feito com
drogasantimicobacterianas ¢ de longa duragdo
— demorapelo menos seis meses. O usocon-
tinuo dessas drogas, que normalmente so to-
Xicas para os pacientes, levaaumaaltataxa de
abandono de tratamento e tem reflexos impor-
tantes no controle da doenga e aparecimento
de bacilos resistentes. O uso concomitante da
vacina de DNA com drogas antibacterianas
permitiu uma redugao significativa do perio-
do de tratamento dos animais infectados com
M. tuberculosis. Issopodera trazer ganhos sig-
nificativos, tanto no bem-estar social dos do-
entes e infectados quanto nos aspectos econd-
micos envolvidos no controle da tuberculose.

O proximo passo, agora, € essa ¢ a gran-
denovidade daequipe de Ribeirdo Preto, sera
testaraatividade terapCutica da vacinaemum
grupo de pacientes que manifestam a doenga
e cujas bactérias sdo resistentes a todas as
drogas existentes no mercado. Esse grupo
sera chamado de “resistente a multidrogas”.
Aomesmo tempo, outro grupo “normal” (que
responde &s drogas) serd estimulado pela va-
cina, simultaneamente a administragdo de
drogas, coma finalidade de verificarse o tem-
po de tratamento € encurtado. Ambos os tes-
tes serdo desenvolvidos com o apoio da Uni-
versidade Federal de Sdo Paulo (Unifesp) e
controlados por equipes treinadas no Depar-
tamento de Moléstias Infecciosas.

Os dados cientificos obtidos até o mo-
mento sdo tdo animadores que a revista Na-
ture acaba de aceitar a publicagdo de traba-
lho do grupo sobre a terapia génica contra a
tuberculose, o que devera ocorrer proxima-
mente, provavelmente causando repercussao
nos meios cientificos em todo o mundo. Nao

¢ para menos. A tuberculose ¢ um dos mais
graves problemas de satde publica do plane-
ta, especialmente nos paises pobres. O baci-
lo é responsavel pela morte de cerca de 3 mi-
lhoes de pessoas por ano. Por isso ela é clas-
sificada como “reemergente”.

No Brasil, cerca de 90 mil novos casos
sdo notificados a cada ano, juntamente com
5 mil mortes. Os principais focos, como no
Rio de Janeiro e Sdo Paulo, estdo associados
a habitos e condigoes de vida, promiscuida-
de e consumo de drogas. O aparecimento da
infecgdo pelo HIV tornou a tuberculose uma
doenga ainda mais dramatica, devido a asso-
ciagdo com a Aids.

Pelo menos nas pesquisas com os ca-
mundongos, a vacina génica foi utilizada no
tratamento da doenga, conceito diferente em
relagdo as vacinas convencionais, que sdo uti-
lizadas somente como prevengdo a instalagdo
da doenga. “A vacina de DNA cura a infec-
¢do, curaadoengaestabelecidae impede que
ocorra a reativagdo da doenga, sem perder a
sua caracteristica profilatica”, afirma Célio
Silva.“Sedercertono homem, seraumaarma
poderosa contra a tuberculose.”

Para a ciéncia, cuja escala de tempo
prevé resultados a médio e longo prazo,
vale a pena investir, diante dos beneficios
que podem advir. Nao ¢ algo que se possa
esperar para antes do ano 2001, segundo
Célio Silva. “Mas nesse periodo ndo have-
ra droga ou vacina que saira em hipotese
alguma”, afirma. “Os beneficios praticos e
estratégicos resultantes do desenvolvimen-
to dessa vacina com atividade terapéutica
contra atuberculose sdo inumeros”, afirma

Vantagens da vacina génica

O que a vacina de DNA permite,
segundo o cientista Célio Silva:

*Previne o estabelecimento da infecgao e da
doenca

*Elimina ainfeccao causada pelo bacilo da tu-
berculose

*Cura casos cronicos e doenga disseminada

*Resolve casos de fuberculose causada por
bactérias altamente resistentes aos medica-
mentos usados no combate a doenca

*impede a reativacao da doenca quando os ani-
maissaosubmetidosaumaimunodepressaopelo
tratamento com drogas imunossupressoras

*Permite que o periodo de tratamento efetivo
contra a tuberculose seja encurtado de oito
para dois meses pela administragao concomi-
tante de medicamentos e aplicagao da vacina

o cientista. “Ela ¢ segura, eficaz, pode ser
dadanuma tinica dose, estimulaamplamen-
te a resposta imunologica, tem efeito pro-
tetor duradouro e pode contribuir signifi-
cativamente para a diminui¢do da incidén-
cia da tuberculose™, acrescenta.

O custo de produgdo em larga escala ¢
baixo e sao estaveis a temperatura ambiente.
Todos esses fatores “facilitam o transporte, a
distribuigdo ¢ o estabelecimento de amplos
programas de imunizagdes em regides de di-
ficil acesso e absolutamente desejaveis no
ambito da realidade brasileira™.

O processo de obtengdo da vacina

Para a produgdo da vacina, um pedago
da molécula de DNA do bacilo € retirado e
inseridoem plasmideos especiais que permi-
tem a sua multiplicagdo em larga escala em
bactérias Escherichia coli. No DNA fica o
codigo genético que codifica um antigeno o
qualtema potencialidade de induzirumares-

postaimune “adequada, protetora e duradou-
ra”, segundo Célio Silva. Quandoaplicadaem
animais, a vacina de DNA induz a produgdo
da proteina antigénica dentro de células do
sistema imunoldgico, como os macrofagos e
as células dendriticas. Essas células sdo co-
nhecidas como células apresentadoras de an-
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tigenos e estdo diretamente relacionadas com
aestimulagao da produgao de anticorpos e ati-
vagao de linfocitos T. Os linfocitos T sdo fun-
damentais para o controle da tuberculose.

Diversos segmentos de DNA ja foram
testados e alguns deles oferecem protegdo de
100% em animais infectados, sendo que em
vacinas recombinantes, da segunda geragéo,
o indice de protegdo alcangado foi de 10 a
15%. As analises imunologicas mostraram
que, dentre todas as células estimuladas pela
vacinade DNA, oslinfocitos T CD8 exercem
papel preponderante no controle da infecgéo.

Os trabalhos do grupo de Ribeirdo Pre-
tomostraram que os linfocitos T CD8 estimu-
lados pela vacina génica sdo preferencialmen-
te do tipo citotoxicos, isto €, tém tanto a ca-
pacidade de destruir as células que albergam
o bacilo da tuberculose em seu interior como
secretam granulos enzimaticos que ajudamna
sua eliminagdo. Além disso, tanto os linfoci-
tos T CD8 como os T CD4 secretam, em altas
concentragoes, os estimuladores do sistema
imunoldgico (interleucinas), comoalL-2, IL-
12 einterferon gama. As interleucinas ajudam
a manter ativados os sistemas microbicidas
dos macrofagos, que também sdo usados para
matar as micobactérias.

A imunidade adquirida persiste por lon-
go periodo de tempo, devido tanto & constante
produgdo do antigeno dentro da célula hospe-
deira como & capacidade destes estimularem
linfocitos de memoria imunoldgica, sendo
desnecessarias as revacinagoes.

A vacina de DNA, segundo Célio Sil-
va, € um método considerado “mais eficaz
e seguro” do que o de vacinas convencio-
nais, que inoculam virus ou bacteérias ate-
nuadas na pessoa para obrigar o sistema
imunologico a produzir anticorpos ou imu-
nidade celular. Com a vacina de DNA néo
existe o risco de que a pessoa termine con-
taminada, ao contrario da vacina de orga-
nismos vivos como 0 BCG — e essa € ape-
nas uma de suas vantagens. “As vacinas de
DNA representam uma metodologia que se
aproxima da infecgao natural, alcangando
altos niveis de protegao desejada”, segun-

do relata Célio Silva em seu trabalho.

A vacina génica ¢ uma alternativa rela-
tivamente recente naciénciamédica. Somen-
teem 1992 ¢ que foi demonstrado pela primei-
ra vez que um gene associado a um plasmi-
deo poderia ser empregado como vacina, de
acordocoma literaturamédica. Logo apés foi
mostrado queainje¢do intramusculardo gene
que codificauma nucleoproteina do virus in-
fluenza poderia ser utilizada para imuniza-
¢do de camundongos contra essa virose.

O fato causou enorme repercussao nos
meios cientificos e tecnologicos, segundo
Célio Silva. “Desde entdo foram desenvolvi-
das vacinas génicas contra uma série de agen-
tes patogénicos. E algumas dessas novas va-
cinas, principalmente aquelas contra Aids e
influenza, apresentaramexcelente respostaem
primatas, € ja se encontram em fase de testes
pré-clinicos em humanos”, segundo ele.

A equipe de pesquisa da terapia géni-
ca contra tuberculose é composta por Cé-
lio Lopes Silva, do Departamento de Para-
sitologia, Microbiologia e Imunologia da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto -
USP (coordenador); Licia Helena Faccio-
li,da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas
de Ribeirdo Preto - USP; Sylvia Cardoso
Ledo, da Universidade Federal de Sdo Pau-
lo - Unifesp; Douglas B. Lowrie, do Natio-
nal Institute for Medicial Research, Lon-
dres; e José¢ Maciel Rodrigues Junior, da Fa-
culdade de Farmacia - Universidade Fede-
ral de Minas Gerais.

Perfil:

Oprofessor Célio Lopes Silva, 46 anos, & farmacéutico,
graduado pela Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (USP) em 1976. Fez mes-
frado e doutorado na area de Bioquimica do Instituto de
Quimica da USP, livre-docéncia em Microbiologia Mé-
dicana Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto- USP
e pos-doutoramento em Imunologia e Biologia Molecu-
lar no National Institute for Medical Research, na Ingla-
terra, entre 1989 1990.E professortitularem Imunolo-
gia efoi chefe do Departamento de Parasitologia, Micro-
biologia e Imunologia da Faculdade de Medicina de Ri-
beirdo Preto da USP entre 1995 e 1998.

Laboratério podera servir a experimentos semelhantes

Laboratorio especial

Em ciéncia, o investimento feito em
fungdo de uma pesquisa pode servir para
muitas outras. E o caso do Laboratdrio de
Vacinas Génicas, construido com recursos
da FAPESP no Departamento de Parasito-
logia, Microbiologia e Imunologia da Fa-
culdade de Medicina de Ribeirdo Preto.

O laboratorio permite a manipulagao
com seguranga de microrganismos que cau-
sem doengas sérias e potencialmente letais
por exposi¢ao ou inalagdo. Foi edificado
para a pesquisa da vacina contra a tubercu-
lose, mas podera servir para outros experi-
mentos equivalentes.

Esse investimento foi necessario, pois
ndo haviaem Ribeirdo Preto laboratorio com
o grau de seguranga necessario para uma pes-
quisa como essa. Conceitualmente, o Labo-
ratorio de Vacinas Génicas, cujonivel de bios-
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