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VI. Experiências De Imunização Com A Proteína De Fusão OprI-Nef-6xHis Em Modelo Animal E Caracterização Da Componente Humoral Da Resposta Imune Anti-Nef

1. Materiais e métodos

1.1. Materiais

1.1.1. Animais

O modelo animal seleccionado para a realização deste trabalho foi o modelo murino, constituído especificamente por murganhos (Mus musculus) da estirpe BALB/c mantidos no biotério do Instituto de Higiene e Medicina Tropical. Os animais seleccionados, de produção própria daquele biotério, eram do sexo feminino e tinham cerca de 8 semanas de idade, ao início da experiência. As características ambientais na respectiva cela de estacionamento durante o período de experimentação foram as seguintes: humidade relativa de 55 ( 10%; temperatura de 22 ( 1ºC; iluminação artificial, com ciclos alternados de 12 horas de luz com 12 horas de escuridão, sendo que no primeiro período a intensidade luminosa se manteve reduzida, excepto quando necessário para o fornecimento de cuidados aos animais; arejamento com ar forçado e filtrado, com manutenção de uma pressão negativa na cela e uma taxa de ventilação de 12 renovações totais de ar por hora.

1.1.2. Inóculos

Nesta experiência de imunização foram utilizados três tipos diferentes de inóculos: (1) proteína de fusão OprI-Nef-6xHis, expressada a partir do vector de expressão pVUB3nefB-6xHis e purificada por cromatografia de afinidade com metal imobilizado e ultrafiltração, como descrito no capítulo anterior; (2) proteína Nef recombinante do VIH-1BRU, doada pela Mikrogen, através do NIBSC Centralised Facility for AIDS Reagents (Programa EVA da União Europeia e Medical Research Council do Reino Unido), e purificada de acordo com o método descrito por Kohleisen et al. (1996); (3) proteína Nef recombinante do VIH-1BRU emulsionada no sistema adjuvante de Freund. Todos os inóculos continham 1 (g de proteína em 200 (l de veículo de imunização (tampão PBS, pH 7,25, ou adjuvante).

1.1.3. Adjuvante

Para a realização desta experiência de imunização foi seleccionado o sistema adjuvante de Freund (Sigma, E.U.A.). Este adjuvante (Freund et al., 1948) é constituído por um conjunto de duas formulações diferentes, completa e incompleta, utilizadas neste trabalho, respectivamente, na primeira inoculação e nos dois reforços subsequentes. A forma completa do adjuvante de Freund é constituída por uma suspensão, a 1 mg/ml, de Mycobacterium tuberculosis H37Ra (ATCC 25177) mortas pelo calor e liofilizadas, numa mistura de óleo de parafina (85%)/mono-oleato de manídeo (15%). O adjuvante incompleto de Freund tem uma composição de base igual à forma completa, à excepção das micobactérias, que estão ausentes. Este sistema adjuvante permite a formação de emulsões aquosas estáveis em óleo, mas muito viscosas e relativamente difíceis de obter.

1.1.4. Materiais para as experiências de imunização e de ELISA

Para a realização das inoculações e da colheita de sangue total por punção cardíaca foi utilizado material de laboratório apirogénico, estéril e descartável. A inoculação dos animais foi realizada com seringas de 1 ml e agulhas 25 G (0,5 x 16 mm) e a recolha do sangue com seringas de 2 ml e agulhas 21 G (0,8 x 40 mm), tudo com origem comercial na Terumo (Bélgica). Para o armazenamento dos inóculos proteicos, a realização das emulsões, no caso em que se utilizou adjuvante, e a colheita do sangue dos animais foram utilizados microtubos estéreis de polipropileno de 0,5 ou 1,5 ml. Para a realização das experiências de ELISA (do inglês, enzyme-linked immunosorbent assay) foram utilizadas placas de microtitulação de polistireno, de 96 poços com fundo em U (NUNC Immuno-Plates MaxiSorp(, NUNC, Dinamarca). Este tipo de placas foi seleccionado por apresentar elevada afinidade para moléculas com domínios mistos hidrofóbicos e hidrofílicos, como é o caso da proteína Nef, a utilizar como antigénio de revestimento. O substrato utilizado para a revelação dos imunocomplexos com a peroxidase de rábano picante foi o sistema de substrato líquido de 3,3’,5’,5-tetrametilbenzidina com peróxido de hidrogénio (TMB/H2O2) da Sigma (E.U.A.).

1.1.5. Antigénio e anticorpos secundários (conjugados) para ELISA

O antigénio utilizado para o revestimento de placas de microtitulação utilizadas durante as experiências de ELISA foi a proteína Nef recombinante (rNef) do VIH-1BRU, cuja origem foi descrita anteriormente (secção 1.1.2.). Para a determinação dos títulos de diluição limite de anticorpos anti-Nef da classe IgG nos soros imunes em estudo foi utilizado como anticorpo secundário uma fracção de IgG de antissoro de coelho anti-IgG murina (molécula completa) conjugada com peroxidase de rábano picante (Sigma, E.U.A.), na diluição de 1:40000. Para a realização do estudo de subclasses de IgG anti-Nef em soros murinos imunes, foram utilizados os anticorpos secundários de cabra anti-IgG1 (() e anti-IgG2a (() de murganho, conjugados com a mesma enzima (Caltag Laboratories, E.U.A.), nas diluições de 1:2000.

1.1.6. Tampões e outras soluções

Para as inoculações foi utilizado o tampão PBS, pH 7,25, como veículo de imunização (para composição, ver descrição na secção 1.1.5. do capítulo IV). Durante a realização das experiências de ELISA, utilizou-se o mesmo tampão para proceder ao revestimento das placas de microtitulação com o antigénio rNef, e soluções de PBS, pH 7,25 com Tween 20 a 0,1% (v/v), como solução de lavagem, e PBS, pH 7,25 com BSA (fracção V) a 1% (p/v), como tampão de bloqueio. No final das experiências de ELISA, uma solução de H2SO4 0,5 M foi utilizada para parar a reacção de revelação.

1.2. Métodos

1.2.1. Preparação de material e soluções

A preparação do material de laboratório utilizado nesta fase de trabalhos práticos seguiu as especificações técnicas anteriormente enunciadas na secção correspondente do capítulo III. Resumidamente, todo o material de plástico não descartável e de vidro utilizado no decurso das experiências foi previamente esterilizado pelo calor. Para a preparação de soluções e tampões foi utilizada água ultrapura estéril Reagent Grade da Milli-Q( Ultrapure Systems (Millipore, E.U.A.), sendo aqueles esterilizados, sempre que necessário.

1.2.2. Preparação de inóculos

Para a preparação de inóculos da proteína de fusão OprI-Nef-6xHis e da proteína rNef, utilizaram-se extractos proteicos purificados (ver capítulo anterior) com uma concentração de 4 e de 1,49 (g/(l, respectivamente. Realizaram-se diluições 1:10 de cada um dos extractos proteicos em tampão PBS, pH 7,25 e, a partir dessas soluções diluídas, procedeu-se à preparação de inóculos individuais de 1 (g de cada proteína em 200 (l do mesmo tampão. A preparação dos inóculos foi realizada em condições de assepsia, utilizando-se PBS preparado com água livre de endotoxinas. A preparação dos inóculos da proteína rNef com adjuvante foi realizada a partir da mesma solução diluída em PBS, pH 7,25, segundo os protocolos padrão de Coligan et al. (1991).

1.2.3. Experiência de imunização

A experiência de imunização decorreu durante um mês, entre 20 de Maio (colheita de soro pré-imune) e 20 de Junho de 2002 (sacrifício dos animais). Formaram-se aleatoriamente três grupos de seis animais, sendo cada grupo inoculado, respectivamente, com a proteína de fusão OprI-Nef-6xHis, em tampão PBS, pH 7,25 (grupo OprI-Nef), a proteína recombinante Nef, também em tampão PBS, pH 7,25 (grupo rNef), e esta última, emulsionada em adjuvante de Freund (grupo rNef/AF). Um dia antes da realização da primeira inoculação, procedeu-se à recolha de sangue da veia dorsal da cauda, seguindo o protocolo descrito em Coligan et al. (1991), a fim de se proceder à preparação de soro pré-imune, a servir futuramente como controlo negativo nas experiências de titulação de anticorpos anti-Nef. Cada animal foi inoculado subcutaneamente com 200 (l de inóculo, contendo 1 (g de proteína, no espaço supra-escapular. Realizaram-se três inoculações (primeira e dois reforços), com dez dias de intervalo entre si, sendo o sacrifício de todos os animais efectuado também dez dias depois da administração do último reforço, após o que se prepararam misturas de soros representativas de cada um dos grupos experimentais em estudo. No grupo rNef/AF, a primeira inoculação foi realizada com o adjuvante completo de Freund, enquanto que para a administração dos dois reforços foi utilizada a forma incompleta. Devido a dificuldades sofridas durante a inoculação deste grupo de animais, o segundo reforço foi, neste caso particular, administrado subcutaneamente na região inguinal.

1.2.4. Colheita de sangue e preparação dos soros imunes

No último dia da experiência de imunização, os animais foram anestesiados por introdução num cristalizador com atmosfera saturada de clorofórmio. Os animais foram depois imobilizados em decúbito dorsal sobre uma placa de cortiça e, em condições de assepsia, foi realizada uma punção cardíaca. Após a remoção do maior volume possível de sangue, os animais foram sacrificados de imediato por deslocação cervical. O sangue recolhido foi colocado em microtubos estéreis de polipropileno de 1,5 ml que foram deixados à temperatura ambiente durante um mínimo de 4 horas, sendo depois guardados a 4ºC, durante uma noite para retracção do coágulo. Na manhã seguinte, procedeu-se, quando necessário, à remoção do coágulo com um palito estéril, em condições de assepsia, sendo o soro separado clarificado por centrifugação a 2700 g, durante 10 minutos, a 4ºC. O soro foi finalmente recolhido e dividido em alíquotas de 10 (l cada, sendo armazenado a –20ºC em microtubos de polipropileno de 500 (l. Com o intuito de facilitar a abordagem experimental, imediatamente antes de se realizar a determinação por ELISA dos títulos de diluição limite de anticorpos anti-Nef, procedeu-se à constituição de misturas de soros representativas de cada um dos três grupos experimentais em estudo (OprI-Nef, rNef e rNef/AF).

1.2.5. Determinação por ELISA dos títulos de diluição limite de anticorpos anti-Nef (classe IgG) e de isotipos anti-Nef IgG1 e IgG2a

O protocolo que se segue é baseado no protocolo de Mills (1996), com alterações realizadas empiricamente durante uma fase preliminar de optimização metodológica. Começava por diluir-se o antigénio de revestimento (rNef) em PBS, pH 7,25, para uma concentração final de 4 (g/ml (este valor foi determinado especificamente para o tipo de placas de microtitulação utilizadas, de acordo com a fórmula descrita em Adsorption Geometry in NUNC-Imuno Products, do catálogo NUNC, Dinamarca). A partir dessa solução diluída, eram adicionados 50 (l a cada poço da placa de microtitulação, após o que esta era coberta com folha de alumínio e colocada a 4ºC, onde permanecia durante toda uma noite (no mínimo, 12 horas). Na manhã seguinte, a solução de antigénio era removida dos poços e estes eram lavados três vezes com 350 (l de solução de lavagem, seguindo-se uma lavagem final apenas com PBS, pH 7,25 (para facilitar, o líquido das lavagens era removido por inversão rápida da placa sobre um lavatório, retirando-se o excesso sobre uma folha de papel absorvente). Após as lavagens, adicionava-se 300 (l de tampão de bloqueio a cada poço, tapava-se a placa como referido anteriormente e deixava-se à temperatura ambiente durante duas horas. Seguia-se nova fase de lavagem dos poços, realizando-se quatro lavagens, mas desta vez apenas com solução de lavagem. Adicionava-se então 50 (l das diluições apropriadas de cada antissoro em estudo, sendo que estas eram preparadas em tampão de bloqueio (a gama das diluições a testar para cada mistura de soros em estudo era determinada em experiências prévias de ELISA). Adicionavam-se ainda os controlos negativo (soro pré-imune diluído 1:1000 em tampão de bloqueio) e positivo (anticorpo monoclonal anti-Nef EH1, descrito no capítulo IV, diluído 1:10000 em tampão de bloqueio) aos respectivos poços. A um dos poços, que serviria mais tarde como “branco” durante a fase de leitura da absorvância, adicionava-se 50 (l do próprio tampão de bloqueio. A placa era revestida, mais uma vez, com folha de alumínio e deixada à temperatura ambiente durante três horas, após o que se procedia à remoção do conteúdo dos poços e à sua lavagem (6 vezes) com solução de lavagem. Adicionava-se então 50 (l de solução de conjugado a cada poço, na diluição aconselhada pelo fabricante, e incubava-se durante duas horas e meia, à temperatura ambiente, com a placa revestida, como anteriormente (as diluições dos conjugados foram sempre realizadas em tampão de bloqueio). Prosseguia-se para a última fase de lavagens (6 vezes), após o que se adicionava, finalmente, 200 (l de solução de substrato a cada poço. A placa era, mais uma vez, revestida e permanecia durante 30 minutos à temperatura ambiente, para revelação de resultados. A paragem da reacção de coloração era efectuada por adição de 100 (l de uma solução de paragem, seguindo-se então a leitura da absorvância a 450 nm num espectrofotómetro leitor de placas de microtitulação (Microplate Reader Model 550, Bio-Rad, E.U.A.). Nas experiências de determinação dos títulos relativos de isotipos anti-Nef IgG1 e IgG2a, cada soro em estudo era aplicado em duplicado na mesma placa, sendo que uma das amostras serviria para a determinação de anticorpos anti-Nef da subclasse IgG1 e a outra para a determinação do isotipo IgG2a, de modo a que as condições experimentais durante as duas determinações fossem exactamente as mesmas (a única variável era o conjugado utilizado). Os títulos de diluição limite de anticorpos anti-Nef (classe IgG) e os títulos relativos de isotipos anti-Nef IgG1 e IgG2a foram determinados a partir dos resultados de, pelo menos, três determinações independentes. Os primeiros foram definidos como o recíproco da diluição do soro mais elevada cuja aborvância a 450 nm é 0,01 unidades superior ao “ruído de fundo” do teste. Os resultados do estudo dos isotipos anti-Nef IgG1 e IgG2a serão apresentados como uma razão entre títulos de anticorpos, calculada directamente a partir dos valores de absorvância obtidos, descontados os valores referentes aos respectivos controlos negativos (neste caso, para cada mistura de soros foram sempre testadas duas diluições diferentes).

1.2.6. Análise estatística

Os títulos médios de diluição limite de anticorpos anti-Nef da classe IgG obtidos para os três grupos de imunização em estudo (rNef/AF, OprI-Nef e rNef) foram comparados dois a dois com recurso ao teste t de Student. O mesmo teste estatístico foi utilizado para a comparação das razões entre títulos de IgG1 e IgG2a anti-Nef. Para uma hipótese nula de igualdade, um valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

2. Resultados e discussão

Esta fase de trabalhos práticos tinha como objectivo a determinação e o estudo comparativo do título de anticorpos anti-Nef desenvolvido por murganhos da estirpe BALB/c em resposta à imunização experimental com uma proteína Nef representativa do subtipo B do VIH-1, em três formulações diferentes. A proteína Nef, obtida, como citado anteriormente, através do NIBSC Centralised Facility for AIDS Reagents (Reino Unido), foi inoculada nos animais simplesmente em tampão PBS, pH 7,25 ou numa formulação clássica com adjuvante de Freund (completo, na primeira inoculação, e incompleto, nos dois reforços subsequentes). A terceira formulação utilizada correspondia à proteína de fusão OprI-Nef-6xHis, cuja expressão e purificação consistiram objectivos principais deste trabalho (ver capítulos anteriores). Em termos de estrutura primária, de realçar que a proteína Nef das duas primeiras formulações não é exactamente igual à da terceira formulação. A primeira é uma forma recombinante, originária da estirpe BRU do VIH-1, produzida em E. coli e purificada com base na propriedade de ligação à heparina apresentada pela proteína Nef (Kohleisen et al., 1996). A segunda, produzida neste trabalho sob a forma de uma proteína de fusão com OprI e purificada por cromatografia de afinidade com metal imobilizado e ultrafiltração, tem a sua origem na linha celular 8E5/LAV (HIV-1), uma linha linfoblastóide humana cronicamente infectada por uma estirpe defectiva de VIH-1 do subtipo B, derivada, por sua vez, do isolado viral LAI (Lightfoote et al., 1986; Gendelman et al., 1987). As duas proteínas têm origem no grupo de estirpes virais que constituíam o lote dos primeiros isolados do VIH-1 caracterizados no Instituto Pasteur de Paris em 1983 (Gallo, 2002; Montagnier, 2002), podendo ambas ser consideradas como representativas do subtipo B. Os resultados obtidos não deverão ser influenciados de modo significativo pela diferença existente entre as duas proteínas, já que apenas 10 dos 206 aminoácidos da respectiva sequência primária não são iguais (dados não apresentados), correspondendo isto a um grau de diferença de apenas 4,9%. No entanto, não se exclui totalmente a possibilidade de alguns determinantes antigénicos de Nef para o sistema imune murino serem afectados pela diferença de sequência.

Resumidamente, para a realização da experiência de imunização foram constituídos três grupos de seis animais, designados, respectivamente, por “OprI-Nef”, “rNef” e “rNef/AF”, de acordo com a natureza do inóculo a administrar (ver secção 1.2.3. do presente capítulo). Como referido antes, a imunização foi realizada subcutaneamente com 1 (g de proteína total em 200 (l de inóculo. Um dia antes da primeira imunização, procedeu-se à colheita de sangue de todos os animais para a preparação de soro pré-imune (controlo negativo das experiências de ELISA). O volume médio aproximado de soro pré-imune recuperado por animal foi de 10,3 (l, aquém do descrito teoricamente (30 (l) em Coligan et al. (1991). O protocolo da experiência de imunização está esquematicamente representado no cronograma da Fig. 24, correspondendo, basicamente, a um plano de imunização inicial seguida de dois reforços, todos separados de intervalos de 10 dias. Após a inoculação, os animais foram observados periodicamente, sendo digno de nota apenas o facto de todos os elementos do grupo rNef/AF apresentarem uma tumefacção no local da 
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Figura 24. Cronograma simplificado do esquema experimental utilizado para a realização da experiência de imunização com as proteínas rNef e OprI-Nef-6xHis em modelo murino. Assinalados na figura estão os momentos nos quais se procedeu à primeira inoculação dos antigénios (I), à administração dos dois reforços efectuados (R1 e R2), bem como às colheitas de soro pré-imune (SPI) e imune (SI), esta última já no final da experiência. A duração, em dias, de cada uma das fases da experiência encontra-se assinalada na barra horizontal.

inoculação. Esta correspondia, inicialmente, à presença do próprio inóculo na região subcutânea, mas evoluiu, em alguns animais (2/6), já no final da experiência, para uma lesão aparentemente dolorosa, muito provavelmente de cariz granulomatoso. De referir ainda que a elevada viscosidade da emulsão preparada a partir da mistura do extracto proteico em PBS com o adjuvante de Freund dificulta muito a própria injecção do inóculo, sendo a administração dos dois reforços neste grupo de animais adicionalmente dificultada pela permanência da tumefacção referida anteriormente. Estas dificuldades determinaram a mudança, no grupo rNef/AF, do local de inoculação do segundo reforço administrado, do espaço supra-escapular para a região inguinal, tal como previamente referido. No final da experiência, o volume médio aproximado de soro imune recuperado por animal foi de 211,1 (l (75-375 (l), estando este valor mais uma vez um pouco aquém do valor teórico esperado (300 (l), segundo Coligan et al. (1991).

Uma vez obtidos os lotes de soros imunes representativos dos três grupos de imunização em estudo, iniciou-se a caracterização da componente humoral da respectiva resposta imune, primeiramente pela determinação por ELISA dos títulos de diluição limite de anticorpos anti-Nef (fracção IgG). Após a realização prévia de testes-piloto com quatro diluições de cada lote de soros imunes em estudo (1:100, 1:1000, 1:10000 e 1:100000), seleccionou-se uma gama apropriada de diluições a testar para cada lote, estudando-se um conjunto de diluições seriadas 1:2, dentro dessa gama. Os títulos de diluição limite de anticorpos anti-Nef da classe IgG foram estimados a partir dos resultados de três determinações independentes e os valores apresentados correspondem a títulos médios, com os respectivos desvios padrão, para os três grupos experimentais em estudo (Fig. 25). Os títulos de diluição limite médios obtidos foram de 1:256000, 1:37300 e 1:2300, respectivamente para os grupos de imunização rNef/AF, OprI-Nef e rNef, sendo estes valores, quando comparados entre si, dois a dois, pelo teste t de Student, significativamente diferentes (p<0,01). Em termos relativos, obteve-se um título de anticorpos anti-Nef (fracção IgG) no grupo de animais imunizado com o esquema clássico com adjuvante de Freund cerca de 7 vezes superior ao título correspondente no grupo imunizado com a proteína de fusão OprI-Nef e cerca de 111 vezes superior ao alcançado no grupo imunizado com a proteína rNef só por si. Ainda em termos relativos, o nível de anticorpos anti-Nef da classe IgG atingido nos animais imunizados com OprI-Nef foi cerca de 16 vezes superior relativamente ao grupo inoculado com rNef. Digno de nota, o facto da imunogenicidade da proteína Nef aumentar consideravelmente quando inoculada na forma de proteína de fusão com a lipoproteína OprI, atingindo-se um título considerável de anticorpos anti-Nef, o que evidenciará um óbvio efeito adjuvante da porção lipídica daquela construção híbrida. Por outro lado, apesar de com esta formulação não se terem atingido os níveis de produção de anticorpos anti-Nef da classe IgG obtidos com a utilização do adjuvante de Freund, a sua administração aos animais é muito facilitada, já que se trata de uma solução aquosa, com uma viscosidade muito reduzida. Pelo contrário, a inoculação dos animais com adjuvante de Freund, especialmente no modelo animal escolhido, é uma tarefa relativamente difícil, nomeadamente pelo seu elevado grau de viscosidade, comportando também alguns riscos para o indivíduo que realiza a inoculação. Para além disso, esta última formulação exige um período de tempo relativamente longo para a preparação da emulsão. Por fim, a utilização de adjuvante de Freund em formulações vacinais
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Figura 25. Título de diluição limite de anticorpos anti-Nef (classe IgG) presentes em lotes de soros murinos representativos dos três grupos de imunização em estudo (rNef/AF, OprI-Nef e rNef). Os dados apresentados representam o valor médio para os títulos de anticorpos obtidos a partir de três determinações independentes, estando assinalado o respectivo desvio padrão.

experimentais está frequentemente associada ao aparecimento de efeitos secundários deletérios ao nível do local de inoculação, designadamente, sinais de inflamação local associados a tumefacção que podem culminar no desenvolvimento de lesões granulomatosas, abcessos, ulcerações e necrose tecidular. Tal foi o facto nas experiências efectuadas, nas quais se assistiu ao desenvolvimento de tumefacções no local da inoculação em todos os animais aos quais foi administrado a formulação contendo adjuvante de Freund, para além de que, em pelo menos dois deles, poderão ter-se desenvolvido lesões de natureza granulomatosa. Em oposição, não foi observado qualquer indício de desenvolvimento de lesões no local da inoculação em nenhum dos animais aos quais foi administrada a proteína Nef sob a forma de proteína de fusão com a lipoproteína OprI.

Numa segunda fase de trabalhos, prosseguiu-se para a determinação, também por ELISA, dos títulos relativos de anticorpos anti-Nef das subclasses IgG1 e IgG2a em cada um dos grupos de animais imunizados. Para tal, foram utilizados os anticorpos secundários de cabra anti-IgG1 (() e anti-IgG2a (() de murganho, conjugados com a enzima peroxidase de rábano picante, tendo sido testadas duas diluições de cada mistura representativa de soros imunes. A razão IgG1/IgG2a para cada uma das três misturas de soros testadas foi calculada a partir dos respectivos valores de absorvância a 495 nm, tal como referido anteriormente. Após tratamento dos resultados, foi calculada a média aritmética dos valores da razão IgG1/IgG2a obtidos em cada experiência individual e respectivos desvios padrão (Fig. 26). As proporções relativas (IgG1/IgG2a( dos títulos dos isotipos anti-Nef foram de 0,54 para o grupo OprI-Nef e de 4,18 e 4,51, respectivamente, para os grupos rNef e rNef/AF, observando-se, portanto, dois padrões distintos de produção destas subclasses de IgG. Em termos estatísticos, de realçar a existência de uma diferença significativa entre o valor obtido para o grupo OprI-Nef comparativamente aos outros dois grupos de imunização (p<0,01). A produção preferencial das subclasses 2a e 1 dos anticorpos de tipo IgG tem sido associada, em murganhos, com a montagem de respostas imunes suportadas por linfocitos T auxiliadores do tipo 1 (Th1, do inglês T helper 1) e por linfocitos Th2, respectivamente (Moureau et al., 1999, 2002).

Classicamente, acredita-se que a imunização com uma preparação vacinal deverá conduzir à indução da diferenciação das células T auxiliadoras apropriadas, do tipo Th1 ou do tipo Th2, consoante o tipo de microorganismo contra o qual a vacina foi desenvolvida, bem como à indução de células de memória (estas últimas, de baixa actividade mitótica e vida longa, permitem o rápido recrutamento de células efectoras e, consequentemente, a montagem de uma resposta imunológica rápida, sempre que haja um segundo contacto com o agente patogénico). O perfil de produção de citocinas característico do fenótipo Th1 (IFN-(, IL-2) está relacionado com a activação de células envolvidas em fenómenos de endocitose (fagócitos) e na regulação de respostas inflamatórias, podendo assim dizer-se que os linfocitos de tipo Th1 regulam a vertente celular da resposta imune. Adicionalmente, no modelo murino, estas células também induzem a produção de anticorpos da subclasse IgG2a pelos linfocitos B. Os linfocitos Th1 respondem 
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Figura 26. Títulos relativos de anticorpos anti-Nef das subclasses IgG1 e IgG2a presentes em lotes de soros murinos representativos dos três grupos experimentais em estudo (rNef/AF, OprI-Nef e rNef). As razões apresentadas correspondem a um valor médio obtido a partir de, pelo menos, três determinações independentes, estando assinalado o respectivo desvio padrão.

particularmente bem a antigénios apresentados por macrófagos. Por outro lado, as células de fenótipo Th2 são caracterizadas por um perfil de produção de citocinas implicadas essencialmente na estimulação da produção de anticorpos, fundamentalmente dos isotipos IgG1 e IgE, compreendendo a secreção de IL-4, IL-5 e IL-10. Os linfocitos Th2 respondem particularmente bem a antigénios apresentados por células B. Numa fase prévia de estimulação, especialmente no caso humano, os linfocitos T auxiliadores possuem fenótipos intermédios, caracterizados pela produção de citocinas dos dois grupos previamente citados e, quando tal ocorre, são designados por Th0. A diferenciação dos dois tipos celulares Th1 e Th2 a partir de Th0 é regulada também por citocinas, desempenhando um papel primordial, neste contexto, a IL-12 e a IL-4, respectivamente. Por outro lado, as citocinas produzidas por cada um dos dois tipos de populações celulares regulam negativamente a diferenciação do outro tipo. A diferenciação de linfocitos T CD8+ também é influenciada pela proporção relativa dos diferentes tipos de linfocitos T auxiliadores (CD4+). Assim, uma proliferação de linfocitos T citotóxicos tende a ocorrer quando há preponderância da componente Th1.

Em resumo, pela interpretação dos resultados da Fig. 26, torna-se evidente que a imunização com OprI-Nef-6xHis parece desviar a resposta imune anti-Nef para uma vertente Th1, citotóxica, mediada celularmente, em relação à situação verificada nos grupos de animais imunizados com rNef e rNef/AF. Nestes dois últimos casos, há um claro predomínio da componente humoral, suportada por células do tipo Th2, o que aliás está de acordo, por um lado, com o reconhecimento, de longa data, da capacidade do adjuvante de Freund em estimular preferencialmente aquela componente da resposta imune (Cox e Coulter, 1997) e, por outro, com dados de outro grupo de investigação, demonstrados após a imunização de murganhos com uma proteína Nef recombinante em tampão PBS ou emulsionada em adjuvante completo de Freund (Moynier et al., 1998; Moureau et al., 1999, 2002; Cazeaux et al., 2002). Na globalidade, os resultados aqui obtidos demonstram a efectividade da proteína de fusão OprI-Nef-6xHis para a indução de uma forte resposta imune humoral anti-Nef, reflectindo, muito provavelmente, o funcionamento da sua fracção lipídica como um adjuvante incorporado no próprio imunogénio. Em claro contraste com a imunização com a proteína Nef por si só ou emulsionada em adjuvante de Freund, da imunização com a proteína de fusão resulta uma ligeira predominância de anticorpos anti-Nef de isotipo IgG2a ((IgG1/IgG2a(=0,54), o que reflecte a indução da resposta imune menos polarizada dos três grupos em estudo. É provável que a presença da componente lipídica da proteína de fusão OprI-Nef-6xHis tenha possibilitado a rápida internalização e apresentação de epitopos de Nef por parte de células apresentadoras de antigénio (células dendríticas, macrófagos), estimulando especificamente a vertente Th1 da resposta imune anti-Nef.

3. Conclusões

O objectivo principal desta fase de trabalhos práticos consistiu na determinação do título de anticorpos anti-Nef produzido em modelo murino em resposta à imunização experimental com uma forma híbrida desta proteína do VIH-1 com a lipoproteína OprI da membrana externa de Pseudomonas aeruginosa, cuja produção heteróloga e purificação foram descritas em capítulos anteriores. A determinação do título de anticorpos anti-Nef, por comparação com o obtido em grupos de animais inoculados com a mesma proteína, mas usando formulações diferentes (rNef e rNef/AF), permitiu proceder à avaliação preliminar da imunogenicidade, nomeadamente na vertente da componente humoral, da construção proteica híbrida desenvolvida neste trabalho. Assim, e recorrendo a um protocolo de imunização clássico, constituído por uma imunização inicial seguida de dois reforços, todos separados por intervalos de dez dias, procedeu-se à caracterização da componente humoral da resposta imune anti-Nef nos animais inoculados, pela determinação por ELISA, primeiramente, dos títulos de diluição limite de anticorpos anti-Nef da classe IgG, e, depois, dos títulos relativos de anticorpos anti-Nef das subclasses IgG1 e IgG2a em cada um dos grupos de animais imunizados.

Os títulos de diluição limite médios de anticorpos anti-Nef obtidos para os grupos de imunização rNef/AF, OprI-Nef e rNef foram de 1:256000, 1:37300 e 1:2300, respectivamente, sendo as diferenças entre estes valores estatisticamente significativas. Embora a inoculação da proteína Nef na forma de fusão com a lipoproteína OprI tenha induzido nos animais imunizados um título de anticorpos anti-Nef da classe IgG cerca de sete vezes menor que o obtido pela utilização da formulação clássica com adjuvante de Freund, a sua administração foi muito mais fácil e rápida, incluindo a própria preparação dos inóculos, sem que tenha surgido qualquer dos efeitos secundários frequentemente associados à utilização daquele adjuvante (e.g. inflamação no local da inoculação, tumefacção, desenvolvimento de lesões granulomatosas, ulcerações, necrose tecidular). Por outro lado, da comparação entre os títulos de anticorpos anti-Nef da classe IgG detectados nos grupos de animais inoculados com rNef e OprI-Nef-6xHis, é de assinalar o facto da imunogenicidade da proteína Nef aumentar significativamente (cerca de dezasseis vezes) quando administrada na forma de proteína de fusão com a lipoproteína OprI. O título superior de anticorpos atingido neste caso, reflectirá o efeito adjuvante da porção lipídica daquela construção híbrida, o que está de acordo com resultados obtidos previamente por outros autores que utilizaram o sistema pVUB para a produção heteróloga de proteínas de fusão utilizadas como imunogénios em experiências de imunização em modelo animal (Cornelis et al., 1996; Leitão et al., 2000; Cote-Sierra et al., 2002).

A determinação das proporções relativas (IgG1/IgG2a( dos títulos dos isotipos dos anticorpos anti-Nef da classe IgG demonstrou a existência de dois padrões distintos de resposta imune anti-Nef nos três grupos de animais imunizados. Os valores determinados para aquela variável foram de 0,54 para o grupo imunizado com OprI-Nef-6xHis e de 4,18 e 4,51, respectivamente, para os grupos imunizados com rNef e com rNef em adjuvante de Freund, sendo digna de nota a existência de uma diferença estatisticamente significativa entre o primeiro e os últimos valores. Deste modo, a imunização efectuada com OprI-Nef-6xHis desvia a resposta imune anti-Nef para uma vertente Th1, comparativamente à situação verificada nos grupos de animais imunizados com rNef e rNef/AF, sendo que, nestes últimos casos, parece haver um claro predomínio da componente humoral, suportada por células do tipo Th2. Como se viu, a presença da componente lipídica da lipoproteína de fusão OprI-Nef-6xHis deverá ter permitido a internalização a partir do exterior e consequente apresentação de epitopos de Nef por parte de células apresentadoras de antigénio, especialmente as células dendríticas, estimulando especificamente a vertente Th1 da resposta imune anti-Nef, o que se reflectiu, em último caso, na indução da resposta imune menos polarizada dos três grupos de imunização em estudo. Finalmente, é ainda importante salientar que a apresentação dos determinantes antigénicos da proteína Nef aos componentes do sistema imunitário dos animais inoculados na forma de lipoproteína de fusão permitiu, adicionalmente, contrariar a tendência natural dos murganhos da estirpe BALB/c para a montagem genérica de respostas imunes de tipo Th2 (Staczek et al., 2003).

Em conclusão, o conjunto das observações realizadas e dos resultados obtidos neste capítulo parecem suportar a efectividade da lipoproteína de fusão OprI-Nef-6xHis para a indução de uma resposta imune anti-Nef equilibrada, contendo uma componente humoral caracterizada por um título elevado de anticorpos, o que suporta, por sua vez, a continuação da realização de estudos preliminares de utilização do modelo vacinal aqui desenvolvido no contexto da prevenção da infecção pelo VIH. Os resultados agora obtidos parecem confirmar ainda a validade da tendência actual de desenvolvimento de estratégias robustas para a expressão heteróloga de lipoproteínas recombinantes a utilizar como imunogénios incluídos na composição de vacinas experimentais de subunidades (Cullen et al., 2003).
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