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Direcionando proteinas derivadas de
patogenos para células responsaveis pela
ativacao da resposta imune

Directing pathogen-derived proteins to cells responsible for the immune

response activation
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Resumo. A obtencdo de vacinas contra patdégenos que afetam a saude humana tem sido
um objetivo constante nos uUltimos anos. Neste ensaio apresentamos uma estratégia para o
desenvolvimento de vacinas que se baseia no direcionamento de uma proteina recombinante
derivada de um patdgeno para células responsdveis pela ativacdo da resposta imune conhecidas
como células dendriticas. O direcionamento é conseguido através da utilizacdo de um anticorpo
quimérico produzido in vitro em fusdo com a proteina de interesse e que é capaz de se ligaraum
receptor presente na superficie das células dendriticas. Quando injetado em animais, o anticorpo
quimérico leva o antigeno até as células dendriticas e o resultado é inducdo de forte resposta
imunolégica.
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Abstract. The obtention of vaccines against pathogens that affect human health has been a
constant goal in the last years. In this assay we will present a strategy for the development of
vaccines that is based in the targeting of a recombinant protein derived from a pathogen to
cells responsible for the immune system activation known as dendritic cells. The targeting is
accomplished by using a chimeric antibody produced in vitro in fusion with a protein of interest
that is able to bind to a receptor present at the surface of dendritic cells. When injected into
animals the chimeric antibody delivers the antigens to the dendritic cells and the result is the
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induction of a strong immune response.
Keywords. Dendritic cells, vaccination, quimeric antibodies.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Saude, as
doengas infecciosas sdo responsaveis por milhdes de mor-
tes por ano, especialmente em paises em desenvolvimento
(WHO report, 2010). Diferentes formas de preven¢io ou
tratamentos para muitas destas doengas sdo extremamen-
te urgentes e bem vindos. Uma das formas de prevencéo
mais eficazes contra patdgenos é a vacinagdo. No século
XX, o desenvolvimento de varias vacinas contra agentes
infecciosos impediu que milhdes de pessoas padecessem
de doengas como variola, difteria, coqueluche, sarampo,
poliomielite, hepatite B, entre outras. Porém, ainda exis-
tem doengas como a AIDS, tuberculose e dengue para as
quais vacinas efetivas ainda néo estdo disponiveis. No caso
de doengas causadas por parasitas, nenhuma vacina real-
mente efetiva existe. A falta de uma vacina efetiva torna-se
ainda mais relevante no caso de doengas parasitarias cau-
sadas por protozodrios, como é o caso da malaria. Anual-
mente, parasitas do género Plasmodium sdo responsaveis
por cerca de 300-600 milhdes de casos clinicos, matando
cerca de 1-3 milhoes de pessoas, principalmente criangas
(Guerra e col., 2008). Neste caso, o advento de uma vacina

efetiva significaria uma redu¢do maciga tanto na mortali-
dade quanto na morbidade causada por esta doenca.

Varias abordagens tem sido testadas na tentativa
de se obter vacinas eficientes contra parasitas. Entre elas
podemos citar: imuniza¢io com proteinas recombinantes
derivadas de diferentes formas do parasita, imuniza¢ao
com virus recombinantes contendo proteinas parasita-
rias, imunizagdo com plasmidios de DNA que codificam
proteinas inteiras ou diferentes por¢oes das mesmas, entre
outras. Todas estas estratégias visam a inducdo de uma
resposta imune eficiente contra a proteina de interesse
que seja efetiva no combate ao parasita. No entanto, o
mecanismo de apresentagdo do antigeno parasitario para
o sistema imune é pouco conhecido em vérios casos e a
geracdo de uma resposta imune eficiente pode estar preju-
dicada pelo fato de o virus recombinante, proteina recom-
binante ou DNA estarem sendo apresentados por células
menos especializadas em fazer uma boa apresentacio de
antigenos.

Neste texto, trataremos de uma estratégia ligeira-
mente diferente daquelas citadas acima pois o antigeno
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é direcionado para células especializadas na ativacdo do
sistema imunoldgico conhecidas como células dendriticas
(DCs).

Caracteristicas das células dendriticas

As DCs sdo células apresentadoras de antigenos
capazes de iniciar e regular a resposta imune (Steinman
e Cohn, 1973). Sao encontradas na maioria dos tecidos,
especialmente pele, mucosas e orgdos linfoides. Além
disso, sdo especializadas na apresentacdo de antigenos e
possuem capacidade migratdria, o que faz com que sejam
capazes de capturar antigenos na periferia e leva-los até os
orgidos linfoéides, onde a apresentacdo de antigenos para
células T normalmente ocorre (Steinman, 2008). Outra
caracteristica interessante das DCs é que elas possuem
uma grande quantidade de receptores endociticos. Es-
tes receptores sdo capazes de endocitar seus ligantes ou
mesmo anticorpos anti-receptor, ligados a antigenos de
interesse. Além de receptores endociticos, as DCs tam-
bém possuem receptores que reconhecem diretamente
padrdes moleculares especificos presentes em varios pa-
tégenos (Zanoni e Granucci, 2010). Por exemplo, as DCs
reconhecem lipopolissacarideo (LPS) presente na parede
de bactérias gram-negativas, RNA dupla fita caracteristico
de alguns virus, oligodeoxinucleotideos CpG ndo metila-
dos presentes no DNA bacteriano, entre outros. A ligagdo
dessas moléculas faz com que as DCs sofram um processo
conhecido como maturagdo. O processo de maturagio
resulta em uma série de mudangas fenotipicas que estio
ligadas a uma capacidade aumentada de processar antige-
nos e ativar células T. Estas alteracdes fenotipicas incluem
producido aumentada de complexos peptideo-MHC (Ina-
ba e col., 2000), aumento da expressio de moléculas que
favorecem a ligacdo a células T (por ex. CD48 e CD58) e
de moléculas co-estimulatdrias (por ex. CD80, CD86, Ina-
ba e col., 1994), producdo de quimiocinas (Sallusto e col.,
1999) e de grandes quantidades de citocinas como IL-12
(Edwards e col., 2002) e interferons do tipo I (Dalod e col.,
2002).

Estratégia de direcionamento de antigenos para
as DCs: estrutura e geracdo dos anticorpos quimeéricos.

Nos dltimos anos, uma estratégia que direciona an-
tigenos para as DCs in vivo vem sendo desenvolvida com
sucesso em modelos animais, e testes clinicos visando o
desenvolvimento de uma vacina ja estdo sendo realizados
(The Rockefeller University Newswire, 2010). Esta estra-
tégia consiste na utilizagio de um anticorpo contra um
receptor endocitico (denominado DEC205 ou CD205)
presente na superficie de uma subpopulagio de DCs em
fusdo com o antigeno de interesse (Bonifaz e col., 2002;
Bonifaz e col., 2004; Hawiger e col., 2001; Hawiger e col,,
2004).

Este anticorpo é produzido in vitro por transfec-
¢do transiente de células HEK293T com dois plasmi-
dios que codificam para as sequéncias das cadeias leve e
pesada-+antigeno de interesse (Hawiger e col., 2001). Apés
a transfec¢do o anticorpo quimérico é produzido pelas cé-
lulas HEK293T e purificado a partir do sobrenadante das

culturas utilizando-se colunas de proteina G (a proteina G
se liga a um sitio localizado na cadeia pesada do anticor-
po). A figura 1 mostra um esquema dos passos envolvidos
na obtencédo do anticorpo quimérico.

A sequéncia de nucleotideos do clone anti-DEC205
original (conhecido como NLDC 145) foi clonada, a partir
de um hibridoma obtido pela imunizag¢io de ratos com es-
troma de linfonodos de camundongo (Kraal e col., 1986).
Para evitar que a propria estrutura do anticorpo (que é de
rato) gerasse uma resposta imunologica quando injeta-
do em camundongos, as por¢des constantes das cadeias
leve e pesada de rato foram substituidas por cadeias leve
e pesada de camundongo. Do anticorpo original de rato
s6 foram mantidas as regides varidveis das cadeias leve e
pesada, pois sdo elas que conferem a especificidade de li-
gacdo do anticorpo. A sequéncia da proteina de interesse
é sempre fusionada a por¢do C terminal da sequéncia da
cadeia pesada do anticorpo. Separando estas duas sequ-
éncias existe uma sequéncia “linker” que confere certa
flexibilidade a molécula e possui um sitio de clivagem de
hidrolases que favorece sua degradagdo no fagossomo da
célula dendritica. A figura 2 mostra uma representagio es-
quemdtica do anticorpo quimérico anti-DEC205.
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Figura 1. Produgdo do anticorpo anti-DEC205 em fusdo com o
antigeno (Ag) de interesse. O anticorpo quimérico é produzido
pela cotransfecgdo de células HEK293T com dois plasmideos co-
dificando as cadeias leve e pesada+antigeno de interesse. Apos
alguns dias em cultura, os anticorpos quiméricos sdo purificados
do sobrenadante das culturas utilizando-se colunas de proteina
G. Adaptado de Boscardin e col. (2009).

Administracao de anticorpos quiméricos anti-
-DEC205 em fusido com diferentes proteinas de interes-
se.

A administra¢do de baixas doses deste anticorpo
quimérico é capaz de ativar células T antigeno-especificas
e também induzir a produ¢io de anticorpos. No entanto,
esta ativagdo do sistema imune s6 ocorre quando o anti-
corpo quimérico anti-DEC é administrado na presenca de
um estimulo de maturagio para as DCs. Caso contrario, o
resultado é tolerancia imunoldgica (Hawiger e col.,, 2001;
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Hawiger e col., 2004). Entre as substancias capazes de ati-
var as DCs encontramos moléculas que se ligam a recep-
tores que reconhecem padrdes moleculares de patdgenos.

A demonstragio inicial de que é possivel utilizar o
anticorpo anti-DEC205 acoplado a um antigeno como
uma ferramenta para atingir especificamente as DCs foi
descrita no inicio da década por pesquisadores da Rocke-
feller University nos Estados Unidos. Nesses estudos, o
anticorpo anti-DEC foi conjugado ou fundido diretamen-
te a antigenos modelo como a ovalbumina (OVA, Bonifaz
e col., 2002) e lisozima de ovo de galinha (HEL, Hawiger e
col,, 2001). A administragdo desses anticorpos quiméricos
(anti-DEC-OVA e anti-DEC-HEL) foi capaz de direcionar
os antigenos a subpopulagido de DCs DEC205* in vivo. O
antigeno foi entdo eficientemente processado e apresen-
tado tanto a células T CD4* quanto CD8* transgénicas.
Na auséncia de inflamagio, esse tipo de direcionamento
de antigenos resultou na indugéo de tolerancia periférica
(medida pela delecio de células T transgénicas especificas
para o antigeno utilizado (Bonifaz e col., 2002; Hawiger e
col.,, 2001).
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Figura 2. Representagdo esquematica da estrutura do anticorpo
anti-DEC205 quimérico.

Entretanto, o direcionamento de antigenos na pre-
senga de um estimulo de maturagdo, como a administra-
¢do de anticorpo agonista anti-CD40 (que neste caso faz
o papel do CD40L presente na superficie dos linfocitos
T), promoveu a ativacio prolongada de células T CD4* e
CD8*. Além disso, a imunidade induzida pelo direciona-
mento do antigeno as DCs foi de longa duragéo e mais efe-
tiva do que a administragdo de potentes adjuvantes como
adjuvante completo de Freund (Bonifaz e col., 2004). Ca-
mundongos vacinados com o anticorpo anti-DEC-OVA
na presenca do anticorpo agonista anti-CD40 tornaram-
-se resistentes a infec¢do com um virus vaccinia transgé-
nico expressando OVA (Bonifaz e col.,, 2004). Além disso,
a imunizag¢do de animais com o mesmo anticorpo promo-
veu a ativa¢do de células T CD4* de memoria importantes
para a ativagdo de linfécitos B antigeno especificos (Bos-
cardin e col., 2006).

Os estudos citados acima abriram a possibilidade de
se utilizar anticorpos quiméricos anti-DEC205 conjuga-
dos a antigenos clinicamente relevantes para a inducéo de
imunidade protetora contra diferentes doengas prevalen-

tes.

Boscardin e col. (2006) utilizaram o anticorpo anti-
-DEC205 em fusdo com a proteina circumsporozoita (CS)
expressa pelas formas esporozoitas do Plasmodium yoelii
(agente causador da malaria murina). A administragdo
de uma tnica dose do anticorpo quimérico anti-DEC-CS
na presen¢a de um estimulo de maturagdo para as DCs
foi capaz de induzir células T CD4* e CD8* produtoras
de IFN-g, em diferentes linhagens de camundongos. Além
disso, indugdo de resposta imune humoral também foi
observada apds a administracdo de uma dose de reforgo
do anticorpo, na auséncia de qualquer outro adjuvante. O
anticorpo anti-DEC205 também j4 foi acoplado a prote-
ina Gag do virus HIV e a imunizagdo com o anticorpo
quimérico anti-DEC-Gag foi capaz de levar a indugéo de
uma resposta imune mediada principalmente por células
T CD4" produtoras de IFN-g. Além disso, protegdo foi
observada nos animais imunizados com o anticorpo anti-
-DEC-Gag quando estes foram desafiados com um virus
vaccinia transgénico expressando a proteina Gag (Choi e
col.,, 2009; Trumptheller e col.,, 2006). A eficacia da imuni-
zagdo com DNA também pode ser aumentada quando se
utilizou um plasmidio codificando para o anticorpo anti-
-DEC205 em fusido com a proteina Gag (Nchinda e col.,
2008).

E interessante ressaltar que as publicacdes cita-
das acima utilizaram concentrag¢des relativamente baixas
dos anticorpos quiméricos (5-10 mg/camundongo) e fo-
ram capazes de gerar respostas imunes tdo potentes ou
superiores aquelas geradas por imunizag¢des padrio (Bos-
cardin e col., 2006; Trumpfheller e col., 2006).

Além de experimentos in vivo utilizando camun-
dongos, o anticorpo anti-DEC205 humano também foi
utilizado com sucesso para direcionar antigenos para as
DCs. Bozzacco e col. (2007) mostraram ativa¢do de lin-
focitos T CD8* e produgdo de INF-g quando o anticorpo
anti-DEC205 humano em fusdo com a proteina Gag do
virus HIV foi incubado com DCs provenientes de pacien-
tes aidéticos e depois incubadas com as células T destes
mesmos pacientes. Gurer e col. (2008) obtiveram resul-
tados semelhantes quando utilizaram um anticorpo anti-
-DEC humano em fusdo com o antigeno EBNA-1 do virus
Epstein-Barr.

Os resultados pré-clinicos obtidos com o anticorpo
anti-DEC-Gag foram tdo promissores que testes clinicos
de fase I foram iniciados no primeiro semestre de 2010
(The Rockefeller University Newswire, 2010) e tem como
objetivo verificar a seguranga, tolerabilidade e imunoge-
nicidade do anticorpo anti-DEC-Gag em seres humanos.

Utilizacio de anticorpos quiméricos em fusio
com proteinas derivadas dos patogenos Plasmodium vi-
vax e Trypanosoma cruzi.

Nos tltimos dois anos, esta tecnologia de producédo
de anticorpos quiméricos foi trazida ao Brasil e anticorpos
fusionados a proteinas derivadas dos parasitas Plasmo-
dium vivax e Trypanosoma cruzi estido sendo produzidos
e testados em nosso pais. Estes parasitas foram escolhidos
porque tanto a malaria quanto a doenga de Chagas ainda
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sdo doengas bastante prevalentes no Brasil e vacinas profi-
laticas ou terapéuticas seriam muito bem vindas.

Consideragdes finais

Atualmente, varios anticorpos vem sendo utilizados
com sucesso no tratamento de doengas em seres humanos
(como cancer, por exemplo). Geralmente a administra-
¢do de anticorpos nao é toxica e é bem tolerada por seres
humanos. A utiliza¢do de anticorpos monoclonais contra
receptores presentes na superficie das DCs fundidos a
antigenos de interesse apresenta-se como uma tecnolo-
gia nova que possui enorme potencial para ser transposta
para estudos em seres humanos. O campo ainda estd em
sua infincia, mas resultados promissores ja vem sendo ob-
tidos por diversos grupos.

Atualmente os maiores desafios estdo em se encon-
trar adjuvantes que possam ser utilizados em conjunto
com os anticorpos quiméricos para obtenc¢do de duradou-
ra resposta protetora e em se entender como o direcio-
namento dos antigenos para diferentes sub-populagdes de
DCs afeta a geracdo da resposta imune. A continuidade
das pesquisas nesta drea podera responder diversas per-
guntas e também contribuir para o desenvolvimento de
novas vacinas contra patdgenos prevalentes.
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