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Novas Estratégias de Vacinas

New Strategies in Vaccines
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Modelos Atuais de Desenvolvimento de VVacinas

A partir daprimeiravacinacdo feitapor Jenner quegerou a
producéo de anticorpos contra o virus da variola, vinculou-
se a capacidade de protecéo apds a imununizagdo com
diferentes patdgenos (virus e bactérias) a producéo de
anticorpos. Com 0s novos conhecimentos daimunol ogia, uma
vacinaparaser eficienteprecisaativar linfécitos T auxiliadores
que por sua vez ativam linfocitos B a produzir anticorpos
especificos, bem como produzir células citotdxicas potentes.
Ascélulas T auxiliadorastambém geram inlmeras célulasde
memoria que rapidamente s8o mobilizadas quando ocorre a
penetracdo de um agente infeccioso no organismo. Os
conhecimentos atuais sobre as interacfes celulares que
ocorrem para o desencadeamento da resposta imune, nos
permitem analisar os fatores relevantes envolvidos no
reconhecimento do antigeno pelos linfécitos T, portanto, a
escolha do antigeno para a confeccdo de uma vacina é
fundamental .

Dentre as novas abordagens, temos vacinas
confeccionadas a partir de seqiiéncias de aminoéacidos de
proteinas que sdo sintetizadas em laboratério (vacinas de
peptideos sintéticos); vacinas com proteinas recombinantes
evacinas de DNA.

Nos trés modelos de vacinagao citados (proteina
recombinante, na baseada em peptideos sintéticos ou DNA),
a escolha dos epitopos é fundamental. E necessario que os
peptideos sejam naturalmente apresentados ao linfécito T
durante ainfeccéo; que sejam reconhecidos por praticamente
100% dosindividuos e queinduzam respostaimune adequada.
O principal evento no desencadeamento darespostaimune é
o reconhecimento do antigeno pelo receptor ab do linfécito T
ligado asmoléculasHLA declassel oull. Atualmente, existem
programas computadorizados baseados em algoritmos que
indicam a capaci dade de ligagéo de determinados peptideos a
determinadas moléculas HLA, permitindo a escolha de
segmentos com mai ores chances de serem reconhecidos pela
maioria dos individuos, no caso de escolha para umavacina
(CUNHA-NETO, 1999).
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Vacina com Proteinas Recombinantes

A partir da identificag8o de proteinas imunogénicas
de um determinado agente microbiano é possivel identificar
as seqliéncias de nucleotideos que compdem estas
proteinas em um banco de dados e produzir grandes
guantidades destas proteinas, usando-se a metodologia
denominada de DNA recombinante. Resumidamente,
segmentos de genes que codificam determinadas
sequiéncias sdo acoplados em vetores especificos que
posteriormente sdo inseridos em bactérias, geralmente E.
coli, em leveduras ou em células de mamiferos. As
bactérias ou leveduras recombinantes sdo posteriormente
selecionadas de forma especifica e o crescimento é feito
em larga escal a, geralmente em fermentadores. Umavez
obtida grande quantidade de bactérias ou leveduras, estas
séo submetidas a lise celular liberando a proteina
recombinante produzida, para posterior purificacéo por
meétodos bioquimicos. Um exempl o de vacinarecombinante
€ a vacina contra a hepatite B produzida em leveduras,
através da clonagem do gene do antigeno de superficie do
virus da hepatite B (HBsAQ) e que induz a formagao de
anticorpos protetores contra o virus da hepatite B.

Pelo método de vacina recombinante também é possivel
introduzir apenas sequéncias génicas de proteinas
imunodominantes de determinados patdgenos em vetores
bacterianos ou virais atenuados, que serdo inoculados e que
iréo replicar-se no organismo. Os vetores atenuados mais
utilizados sdo o virusdavaccinia, poliovirus, cepas atenuadas
deSalmonella, cepasde BCG do Mycobacterium bovis, entre
outros.

Vacina com Peptideos Sintéticos

Baseia-se na selecéo de epitopos imunodominantes
contendo aproximadamente 15 residuos de aminoécidos.
A vantagem deste modelo € a possibilidade de testar
pequenas alteracdes de sequéncia, i.e., pode-se substituir
ou eliminar 01 a 02 residuos de aminoacidos. Estas
alteracOes permitem verificar a capacidade de resposta
pelos linfacitos T e B dos novos epitopos assim como a
capacidade de ligagdo as moléculas HLA para posterior
apresentacdo ao linfocito T, e desencadeamento da
resposta imune.

A sintese de peptideosimunogénicostem grande potencial
para o desenvolvimento de vacinas.



66 JorgeKalil et al.

Gaz. méd. Bahia2008;78 (Suplemento 1):65-71

Vacina de DNA

Insere-se 0 DNA que codifica uma determinada proteina
em um plasmideo contendo aregido promotoraqueirapermitir
a transcrigéo do gene introduzido em células de mamiferos
que apos ser inoculado, desencadeia uma resposta ativa de
linfécitos T e B. Aparentemente, algumas células
apresentadoras de antigenos (mondcitos e/ou células
dendriticas) sdo transfectadas com estes plasmideos contendo
0s epitopos imunogénicos e sdo capazes de desencadear
respostaimune especifica. A grande vantagem, deste modelo
€ a possibilidade de promover a resposta de células T
citotéxicas (CTLs) naausénciade germes vivos atenuados e,
destaforma, tornar-se umavacina potente.

E estavel, com baixo custo de produco e possibilidade de
se usar 0 mesmo vetor para diversos antigenos. As vacinas
génicas sdo normamente inoculadas por via intramuscular
ou usando o processo de biobalistica que utiliza uma arma
génica“genegun” que promoveaaceleragdo eintrodugéo de
microparticul as de ouro encobertas com o DNA deinteresse
na derme. O processo da biobalistica necessita apenas de
pequenas quantidades de DNA (<1ug) em relacdo ainjecéo
intramuscular que necessitade aproximadamente 100ug. Outro
aspecto a ser considerado € o tipo de resposta imune
preferencialmente desencadeada, decorrente da via de
inoculagdo. Aparentemente, a via intramuscular induz
preferencialmente padréo Thl e a biobalistica induz
preferenciamente Th2 (OLIVEIRA, 1999).

Recentemente, uma vacina de DNA foi utilizada com
sucesso por grupo brasileiro, da FMUSP/RP, para proteger e
mesmo tratar infecg&o instalada por Mycobacterium
tuberculosis resistente a tratamento em camundongos
(LOWRIE, 1999).

Essas novas metodologias podem usar adjuvantes
(extratos de bactérias, hidroxido de aluminio e lipideos) em
vacinas com peptideos sintéticos e imunomuduladores como
citocinas e mol écul as co-estimuladoras em vacinas de DNA.

O uso de substancias adjuvantes ou imunomudul adores
pode aumentar a resposta imune. Os adjuvantes induzem
inflamagdo local e aumentam a expressdo de moléculas co-
estimuladoras e produgéo de citocinas, principalmente a | L -
12 que estimulao crescimento eadiferenciagdo doslinfocitos
T. Bactérias mortas pelo calor sdo potentes adjuvantes e sao
normalmente usadas para imunizacdo em modelos
experimentais. Devido ao forte efeito inflamatdrio, estas
substancias ndo sdo usadas em humanos. Alguns adjuvantes
de efeito inflamatério mais leve estdo sendo usados em
humanos, como gel de hidroxido de aluminio (liga proteinas
deformanéo covaentee, portanto, induz umaleveinflamacéo);
substancias lipidicas que serdo ingeridas por fagocitos.
Também existe a possibilidade de se injetar substancias que
ativem linfocitos T, como alL-12. Em vacinas usando DNA
recombinante ou plasmideos é possivel incorporar genes de
substanci as co-estimul adoras (mol éculas B7 e CD40) ou genes
decitocinas, p. ex. IL-12.

Gracas as novas abordagens propostas, iniimeros ensai0s
de vacinas vém sendo realizados no mundo contra virus,
parasitas e bactérias. A maioria encontra-se em fase de
pesqui sas basicaou pré-clinica, conformerel atado no Jordan
Report 2002 - National Institutes of Health (NIH) (JORDAN
REPORT, 2002). Apesar dejaexistiremvacinascomercializadas
€ em uso para varios microrganismos, novos modelos de
vacinas vém sendo usados, p.ex. contra Bordetella pertussis
talscomo avacinacom toxinas B. pertussi (PT) purificadase
acelulares, vacina PT recombinante e peptideos PT
conjugados; vacinacontraH. influenzae envolvendo vacinas
recombinantes de proteinas ou subunidades de proteinas
bacterianas. No que diz respeito asvacinas anti-virus ostestes
de vacinas com proteinas virais recombinantes, vacinas de
peptideos e vacina de DNA vém sendo extensivamente
analisados. Um exemplo € a tentativa de se produzir vacina
eficaz e segura contra o HIV. Ja s80 descritos inimeros tipos
de vacinas usando subunidades do virus HIV; ou ensaios de
vacina baseados em peptideos de proteinas virais (vacina de
peptideos sintétiticos ou recombinantes); ensaios de
particulas virais, principalmente na forma de vacina
recombinante, usando sequénciasde DNA deproteinasvirais
(vacina de DNA). A maioria destes estudos encontra-se em
fase pré-clinica, com ensai 0s em pequenosanimais. Algunsja
em ensaiosdefaseclinical e como tratamento e prevencao da
doencae outrosmodelosem fase Il elll.

Estesexemplos nos mostram aimportanciaeadiversidade
de abordagens para confecgdo de vacinas a luz dos
conhecimentos atuais, visando aproducéo de vacinas eficazes
e seguras contra diversos patdgenos.

Estudos de Nosso Grupo para Obtengéo de Vacina contra
HIV

Situacdo Atual

A infeccéo pelo HIV é a grande epidemia emergente de
nosso século. A obtengéo de umavacinaeficaz contrao HIV
€ um objetivo global e uma contribuicéo fundamental parao
bem-estar das partes economicamente menos favorecidas do
mundo. Dentre os desafios para 0 desenvolvimento dessa
vacina, um dos maiores € a grande diversidade do HIV-1. A
experimentagdo em primatas ndo-humanos mostrou que,
emboraaimunizaggo com virusinativado fosse capaz de gerar
anticorpos neutralizantes e proteger contra o desafio com o
virus HIV ou SHIV homdlogo, essa protecao era altamente
restrita, néo ocorrendo contra variantes proximos ou outros
isolados (BABA et al., 2000; MASCOLA et al., 2000). Até
hoje, tem sido muito dificil induzir a produgéo de anticorpos
deamplo espectro neutralizante (revisto por LETVIN, 2005).
Por isso, muitas das vacinas experimentai s correntemente em
testes tém como principio o estimulo da imunidade celular.
Emboravériasvacinas experimentai squeinduzem aimunidade
celular tenham-se mostrado imunogéni cas em ensaios clinicos
defasel, agrande maioriando mostrou qual quer protegdo em
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ensaiosdevacinacao profilatica(p. ex. ensaio llbvacinaMerck,
interrompido em 2007), ou controle de viremia, no caso das
vacinasterapéuticas (KINLOCH-DE-LOESet al., 2005).

Importancia da ldentificacdo de Epitopos Vacinais
Reconhecidos por Linfécitos T CD4+

Emborasgjam oslinfdcitos T CD8+ (citotdxicos) anti-HI V-
1 os que efetivamente destroem célulasinfectadas pelo virus,
sua atividade é fundamentalmente dependente da presenca
de células T CD4+ anti-HIV-1 (ROSENBERG et al., 1997,
KALAMSetal., 1998; HEENEY et al., 2002). Recentemente,
foi observado que vacinagdo preservaas células T CD4+ de
memoriade primatas desafiadoscom SIV (MATTAPALLIL et
al., 2006), equeisto levaaumasobrevidaaumentada(LETVIN
etal., 2006). Dessaforma, ainclusdo de epitopos apropriados
do HIV-1reconhecidos pelacélulaT CD4+ pode ser umaparte
essencia parao sucesso de umacandidataavacinaanti-HIV-
1. Entretanto, ha poucos epitopos paralinfécitos T CD4+ do
HIV-1 ja conhecidos, em comparacéo aos epitopos CD8+,
muito mais estudados. Isto pode ser comprovado por exemplo,
pelo nimero de trabal hos descrevendo epitopos na proteina
pl7 gag do HIV-1 (22 paralinfécitos CTL/CD8+ versus 5 para
linfocitos helper/CD4+), rel atadas até 2003 na base de dados
de sequéncias do HIV-1 de Los Alamos, http://HIV-1-
web.lanl.gov). Assim, existe umaimportante necessidade de
identificagéo de epitopos e €l ucidacdo de respostas de células
T CD4+ anti-HIV-1, que pode melhorar a eficécia de novos
imunégenosanti-HIV-1.

Resultados Anteriores do Grupo: Identificacdo de Epitopos
Novos Imunodominantes do HIV-1

E possivel que as dificuldades enfrentadas pelas vacinas
experimentais testadas até hoje sejam em parte derivadas do
desenho de suas sequéncias. Praticamente todas as vacinas
experimentaistestadas foram baseadas em proteinas ou genes
inteiros do HIV-1. Vacinas de DNA, recombinantes ou de
vetores virais que codificam genes ou proteinas inteiras do
HIV-1 permitem a reproducdo dos mecanismos de escape
molecular desenvolvidos pelo HIV-1 nativo, em respostaas
pressdes imune e outras, 0 que pode ser responsavel pela
ausénciade protecdo conferidapor taisvacinas. Umavacina
putativa baseada em epitopos — apresentados fora do
contexto das sequéncias flanqueadoras das proteinas
nativas — poderia abortar os mecanismos de escape do
processamento, apresentacdo e reconhecimento
imunolégicos, levando a indugdo de respostas imunes
celulares amplificadas. Outro aspecto essencial € que tais
epitopos devem ser reconhecidos pela totalidade — ou a
maioria— dos individuos, e a sua identificagdo é altamente
prioritéria, de formaa cobrir uma proporcéo significante da
populagdo exposta. E possivel que estaestratégia, junto com
novas estratégias para formulagdo de imundgenos, possa
gerar umavacinaprotetora.

A identificag8o e andlise de epitopos de linfécitos T e B
tem sido um dos principais focos de nosso grupo de pesquisa
nos Ultimos anos, com énfase paraaidentificacdo de epitopos
delinfécitos T CD4+ (RIZZOet al., 1989; CUNHA-NETOet
al., 1994,1995, 1996; ABEL et al., 1997; ABEL et al., 2005;
DURANTI etal., 1999; IWAI et al., 2001; IWAI et al., 2005;
FONSECA etal., 2005).

Em estudos anteriores, estabelecemos como meta
identificar epitopos imunodominantes novos, nao
previamente conhecidos, do HIV-1 reconhecidos por linfécitos
T CDA4+, paraum possivel uso vacinal. Nossaestratégiafoi de
1) aidentificagdo de epitopos vacinais é importante para a
construcdo de uma vacina—jaque podem ser usados fora do
contexto da seqiiénciaflanqueadorana proteinanativa, o que
evitaria o escape evolutivo do reconhecimento dos epitopos,
por processamento alternativo; 2) a selecdo de mdltiplos
epitopos aumenta as chances de cobertura vacinal na
populacao; 3) aidentificacdo de epitoposdelinfdcitos T CD4+
capazes de se ligarem a mdltiplas moléculas HLA-DR (que
apresentam epitopos para linfécitos T CD4+) distintas,
presentes na grande maioria da populacdo, aumentando as
chances de cobertura na populagdo geneticamente
heterogénea; 4) a selecdo de regides mais conservadas no
HIV aumentaria a abrangéncia da protegdo mesmo quanto a
isoladosviraismaisdistantes. Com tais premissas, utilizamos
o algoritmo TEPITOPE (STURNIOLO et al., 1999;
www.vaccinome.com) paravarrer asregides conservadas do
genomacompleto do HIV-1 (subtipo B), e selecionar sequiéncias
das proteinas do HIV-1 que poderiam se ligar a multiplas
moléculas HLA-DR comuns na populacéo geral. Essa
estratégia tem possibilitado ao nosso grupo selecionar
epitopos freglientemente reconhecidos pelos linfocitos T
CD4+ nas proteinas imunodominantes obtidas de varios
patégenos e avos de doengas auto-imunes (IWAI et al., 2003;
FONSECA et al., 2004; DAMICO et al., 2005; ABEL et al.
2005; FONSECA et al. 2006). Foram sel ecionados 18 epitopos,
dos quais 11 ainda n&o descritos, com a propriedade de se
ligarem promiscuamente a pelo menos dois tergos das 25
moléculas HLA-DR descritas pelo algoritmo TEPITOPE. A
capacidade dos epitopos identificados de se ligarem a
multiplas moléculasHLA-DR, representando empiricamente
a variedade dessas moléculas na populagdo, foi confirmada
por ensaios de ligagao HLA- peptideo. A andlise com ensaio
de ELISPOT-IFN-gama mostrou que todos os 18 peptideos
sel ecionados foram reconhecidos por células mononucleares
de pelo menos 18% dos pacientes em diferentes estagios da
infecgdo por HIV (de progressoreslentos com CD4+>500 sem
antiretrovirais até progressores répidos com CD4+ <200 com
antiretrovirais). Significantemente, 91% (29/32) dos pacientes
reconheceram pel o menos um dos 18 peptideos (FONSECA et
al., 2006), reconhecendo em média 5 peptideos distintos. Os
dadosindicam que os peptideos testados sdo frequentemente
reconhecidos em populag@es de pacientes HIV+ nédo
selecionadas, o queindicaque sdo natural mente apresentados
duranteainfeccdo pelo HIV-1 (FONSECA et al., 2006). Pela
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caracteristica poliepitopica e poliaélica das sequéncias de
consenso do HIV-1 do subtipo B selecionadas pelo nosso
grupo (FONSECA et al., 2006), serem freqlentemente
reconhecidas por células T CD4+, é esperado que esses
epitopos possam produzir uma resposta com significante
amplitude e cobertura sobre a disparidade HLA das
populacBes atamente heterogéneas, e talvez permitir uma
imunizagdo cruzada entre os clados, ja que as sequéncias sdo
altamente conservadas entre subtipos distintos (FONSECA
etal., 2006).

Com o objetivo deavaliar efetivamente aimunogenicidade
dos epitopos, construimos vacina de DNA contendo
plasmideo pVAX-1 codificando in tandem os epitopos
imunodominantes de sequéncias conservadas do HIV-1
frequentemente reconhecidas por pacientes HIV-1+ descritos
anteriormente (Figura1). Imunizamos camundongosBalb/c e
avaliamos afrequéncia de células produtoras de IFN-gamae
proliferativas (ensaio dediluic&o de CFSE). Nossosresultados
preliminares apontam para a imunogenicidade da vacina de
DNA, elicitando nimerossignificativosdelinfécitos T CD4+
e CD8+, indicando o sucesso da abordagem poliepitépica e
polialéica. Experimentos pré-clinicos utilizando camundongos
“humanizados” (transgénicos paramoléculas HLA de classe
[1, TANEJA et al. 2003) poderdo demonstrar o perfil deresposta
imune humana antes de ensaios clinicos com voluntarios
saudaveis ou pacientes. Estudos com primatas ndo-humanos,
e ensaios clinicos com avacinajaestdo em planejamento.

Estudo do Nosso Grupo para Obtencéo de Vacina contra o
Estreptococo do Grupo A

Infeccbes por S. pyogenes ou estreptococo beta
hemolitico do grupo A causam faringitesou infeccGesde pele.
A incidéncia de faringites varia de acordo com as mudancas
de estacOes, idade, condic¢Bes socio-econdmicas, fatores
ambientais e qualidade do tratamento. As principais sequiel as
dasfaringites causadas pelo S. pyogenes sao afebre reumatica
(FR) e suas complicagBes, doengas invasivas como fasciite
necrotizante e outras.

Em paises em desenvolvimento e ou subdesenvolvido
grande nimero deindividuos ndo tem acesso ao atendimento
meédico o que favorece o aparecimento principal mente daFR.
Dados da organizacéo Mundia da Salide de 2004 registram
616 milhdes de casos de faringite estreptococica e
aproximadamente 20 milhdes de casos de FR no mundo. A
doencareuméticacardiaca(DRC), amaisgrave seqieladaFR
€ ainda considerada um dos maiores problemas de salide
publica em paises em desenvolvimento, sendo responsavel
por 233.000 mortes/ano. No Brasil, a FR e aDRC ainda séo
muito frequientes principa mente em regides onde acesso ao
tratamento médico émaisdificil.

O desenvolvimento de uma vacina contra o estreptococo
betahemolitico, certamente acarretaranadiminuicéo dos casos
defaringite estreptocdcica e consequentemente FR e de suas
sequielas, e outras doencas decorrente da estreptococcia.

O grande desafio, em produzir avacinaénéo causar doenca
auto-imune. Neste sentido, ha 20 anos trabalhamos para
compreender mecani smos desencadeadores das reactes auto-
imunes. Vé&riostraba hos que redizamos permitiram identificar
regides da proteina M, principal proteina da bactéria, com
potencial de desencadear doenca e, também regibes
protetoras. Todos 0s nossos estudos conjuntamente com
dados de diversos pesquisadores corroboram para o
desenvolvimento da vacina contra o estreptococo que
atua mente encontra-se em fase experimental em camundongos
em nosso laboratorio. O artigo submetido envolve o desenho,
aescol hae definicdo daregido escol hidacomo agentevacinal.

Abordamos a confeccdo de vacina contra o
estreptococo do grupo A, com base na escol ha de peptideos
imunodominantes com caréater protetor. Concebemos dois
model os distintos para o desenvol vimento da vacina como

segue:

Metodologia

1°) Vacina partindo dainocul agdo de peptideos sintéticos
—Analisamosarestividade humoral por testeimunoenzimético
de ELISA, inicialmente em 250 amostras de soros,
selecionamos 38 peptideos que apresentaram maior
reatividade e aumentamos o nimero de amostras para 620
individuos (323 deindividuos normais, 296 de pacientescom
FR). O valor de corte (controle negativo) foi calculado pelo
método do “Box plot” e pelo teste de Kruskal —Wallis.

Analisamos também a resposta celular (linfécitos T) de
258 individuos (133 pacientes e 125 controles) por teste de
proliferacéo celular, que consiste em estimular os linfécitos
de sangue periférico com os peptideos sintetizados por 96h
seguido de incorporac&o de timidinatriciada para contagem
das células atividas em contador beta de irradiagéo.

Identificamos os antigenos HLA declasse Il (HLA-DR)
de 197 individuos testados para resposta celular, por
metodol ogiade reacdo em cadeiacom polimerase— PCR.

A partir da andlise dos 38 peptideos compartilhados
localizadosnosblocos C2, C3 epartedo bloco D, identificamos
25 residuos de aminoécidos
(SEASRKGLRRDLDASREAKKQVEKA) reconhecidos por
anticorpos presentes em mais de 80% dos soros dos
individuos testados, que foi definido como epitopo B.
Anticorpos reativos ao epitopo B foram capazes de inibir a
adesdo e invasdo de 7 cepastestadas do S. pyogenes acélula
HEpP2, como segue: M5, M6, M44/61 e M 87 > 95% deinibicéo
da adesdo e invasdo celular e M1 90%, M71 e M22 70% de
inibicdo da adesd@o e invasd@o celular. Paralelamente
identificamos a regido reconhecida por linfocitos T (epitopo
T) composta por 22 residuos de aminoécidos
(KGLRRDLDASREAKKQLEAEQQ). A comparacdo dos
epitopos T e B mostrou o compartilhamento de 16 residuosde
aminoécidos (KGLRRDLDASREAKKQ) (GUILHERME et al.
2006). A identificacdo das moléculasHLA declasse || mostrou
que individuos que reconhecem os epitopos T e B sdo
portadores de diversosHLA-DR.
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Figura 1. Etapas paraa construcéo de umavacinade DNA contrao HIV-1 contendo multiplos epitopos CD4+.

Construgéo de gene artificial com 18 epitopos do HIV-1 in tandem (spacers GPGPG, otimizacéo de cédons)

| pl7 (73-89)| p24 (33-45)| p24 (131-150)| p6 (32-46) I pol (63-77) I pol (136-150)| pol (785-799)| gp4l (261-276) I gp160 (19-31) ‘

| gp160 (174-185)| gp160 (188-201)| gp160 (481-498) I rev (11-27) I vpr (58-72)| vpr (65-82)' vif (144-158)| vpu (6-20)| nef (180-194)‘

I espacadores GPGPG I:I Novos epitopos

Subclonagem do gene artificial poliepotopico no vetor pVAX-1

Figura 2. Vacinarecombinante daporcdo C-terminal.

Epitopos T and B

Epitopo T (22aa) 16 aa

Epitopo B (25aa) 16 aa

I
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Figura 4. Soro humano reativo ao epitopo candidato a vacina inibe a adesdo e invasao de vérias cepas do estreptococo do

grupo A, acélulaHEp2 in vitro.
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2°) Vacina recombinante da porcéo C-terminal — as
sequéncias géni cas correspondentes aos epitopos com carater
protetor, delineados a partir do modelo de vacina usando
peptideos sintéticos, foram inseridas em vetores de expressao
paraaproteinaM (Figura?2).

A identificacéo dos epitopos T e B permitiu a construcéo
do agente vacinal contendo os residuos de aminoéacidos dos
dois epitopos ligados por 07 residuos, constituido no total
por 55 residuos de aminoécidos em conformidade com a
seqiiéncia da proteina nativa:
KGLRRDLDASREAKK QL EAEQQK LEEQNKISEASRKGLRRD
LDASREAKKQVEK. Estas sequiénciasforam patenteadas (Pl
0501290-2; PI0604997 e PCT/BR 2007/000184) (Figura3).

Para o desencadeamento da resposta imune é necessaria
a participacao de trés moléculas: as moléculas HLA na
superficie de células apresentadoras de antigenos, o peptideo
antigénico, e o receptor do linfécito T. Os epitopos
componentes da vacina induziram resposta de anticorpos e
por linfécitos T de individuos portadores de diversas
moléculas HL A indicando que o epitopo vacinal é universal.

A vacinafoi produzidaem duasformulagdes, 1. naformade
peptideo sintético e 2. na forma de proteina recombinante e
encontra-se em fase experimental em model os de camundongos
(artigos em preparacdo). Os resultados sG0 promissores, pois
0s animai s respondem ao agente vacinal em combinagdo com
adjuvantes com altos titulos de anticorpos do tipo |gG quando
imuni zados por viasubcutanea e boarespostade IgA elgG por
viaintranasal e ndo desenvolvem reacOes de auto-imunidade
em tecido cardiaco e outros tecidos analisados, nem
citotoxicidade em vérios érgdos avaliados (Figura4).

V &riostestes aindaem andamento estdo sendo efetuados
paraconfirmaco da capacidade de protecéo e segurancada
vacina.

A producdo da vacina contra o estreptococo sera
extremamenteimportante paraaprevencao das estreptococcias
e suas sequelas em nosso pais e em diversos paises em
desenvolvimento etambém em paises de primeiro mundo, onde
0 nimero de faringites estreptocdcicas € muito elevado.
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