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Introdugao

Além de manter a homeostasia do organismo, a fun¢ao do sistema
imune é garantir a protecao mais eficaz de individuos, numa populagdo
natural, contra os mais diversos tipos de agentes infecciosos. As plastici-
dade e diversidade das estruturas, dos mecanismos e dos processos imu-
nobiologicos que regem a resisténcia a infecgdes e toxinas foram sendo
reconhecidos e estabelecidos num passado recente, mais precisamente
no decorrer dos tltimos 50 anos.

" Laboratério de Imunoquimica, Instituto Butantan
2 Laboratério Cristalia
S Laboratério de Cristalografia, Instituto de Fisica, Universidade de Sao Paulo
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Os processos infecciosos sdo, provavelmente, a principal origem de
pressdo seletiva sobre a evolugio do sistema imune com suas redes de células
e moléculas que interagem no desenvolvimento de respostas aos agentes es-
tranhos. E, vice-versa, a rede imunoldgica funcional exerce selecao sobre as
caracteristicas de viruléncia, infectividade e toxicidade dos microrganismos.
Mais ainda, determinando a sobrevivéncia desses, bem como para cada seg-
mento da resposta imune do hospedeiro, ha uma gama de fatores resultantes
da participacdo de componentes genéticos e ambientais. Portanto, a resposta
imune é resultante da co—evolugdo, durante longos anos, tanto de vertebrados
como de microrganismos, e inclui o estabelecimento de relagdes comensais e
simbidticas constantes. As caracteristicas genéticas, 0s mecanismos operacio-
nais, o complexo de efeitos pleiotropicos do sistema imune serdo afetados,
em especial, pelas experiéncias prévias dos individuos com moléculas presen-
tes em microrganismos, ou administradas através de vacinagoes.

Na quase totalidade das populacoes observa—se distribui¢oes conti-
nuas de fendtipos de resisténcia natural ou adquirida a diferentes infec-
¢coes. Quanto aos patdgenos, para as mais distintas caracteristicas como
expressOes antigénicas diversas, indices de endemicidade, infectividade,
viruléncia, ha varia¢des que incluem a diversidade genética constitutiva
de uma dada popula¢ido, bem como influéncias de fatores exégenos mul-
tiplos. O impacto dos fatores ambientais sobre as variabilidades genéticas
individuais, associado aos fendmenos imunobiolégicos em populagoes
humanas ou em outras espécies animais, fornecem uma gama de aspectos
significativos sobre as adaptacdes: hospedeiro-microrganismo.

A influéncia de fatores ambientais no desenvolvimento de moléstias
infecciosas de etiologia virais, bacterianas, parasitarias e fungicas descritas
nas ultimas décadas, refletem a diversidade e a amplificacdo crescente das
atividades humanas, incluindo desde a introducao de antibidticos e vacinas,
até o aumento da densidade populacional resultando em alteracdes de habi-
tos e contato. Esses fatores promovem as alteracdes dos indices de resistén-
cia de microrganismos e, de modo abrangente, nas mudancas de ecossiste-
mas naturais, podendo levar a expansdo de vetores de agentes patogénicos
ao homem e outras espécies animais. Realcamos a influéncia dos esquemas
de vacinagio, especialmente abusivos em animais, com relagdo as doses e
intervalos entre imunizagdes, e pouco estudados para certas vacinas.

Ha outros fatores ambientais que atuam sobre a capacidade e intensi-
dade de resposta a um dado imun6geno, modulando caracteristicas genetica-
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mente determinadas. E o caso dos adjuvantes, artificiais ou naturais. Dentre
os ultimos destacam-se os antigenos independentes do reconhecimento pelos
linfécitos T [TI] como os lipopolissacarideos presentes em bactérias Gram—
negativas que, em concentracoes elevadas, induzem proliferagio policlonal
de linfécitos B e, em baixas concentracoes induzem anticorpos especificos por
ligagio com receptores especificos de células B [BCR]. E classica, também, a
capacidade de determinados antigenos TI promoverem a indug¢io de citoci-
nas, em especial INFy, interferindo na sintese de anticorpos, como o faz o po-
lissacarideo de Pneumococo que estimula a producdo de anticorpos do isoti-
po IgG2 em humanos. Fragoes soluveis de suspensoes de Bordetella pertussis
e a por¢ao lipidica de Mycobacterium tuberculosis ou M. bovis possuem agiao
adjuvante. Como esses microrganismos, outros tantos devem possuir pro-
priedades adjuvantes, indicando, portanto, que na natureza o sistema imune
deve confrontar-se continuamente com estimulos conjugados epitopos—ad-
juvantes ou epitopos—carregadores. Ha ainda os adjuvantes imunologicos
artificiais que favorecem a apresentacdo antigénica e a imunogenicidade sem
interferir na especificidade da resposta, como os tradicionais sais de Hidroxi-
do de Aluminio e as misturas 6leo-agua como o adjuvante de Freund com ou
sem Mycobacterium, esses utilizados apenas em esquemas de imunizagio de
animais. Além dos adjuvantes, carregadores como lipossomos e microesferas
biodegradaveis vém sendo testados experimentalmente, modulando os feno-
tipos quantitativamente — nivel e duracio de respostas — e qualitativamente
— is6tipos [sindnimo para classe de imunoglobulina — determinada pela regiao
constante da molécula] e citocinas produzidas.

Silicas mesoporosas altamente ordenadas

No final de 2001, numa das viagens que fazia diariamente entre
Campinas e Sdo Paulo, a Professora Marcia Fantini do Instituto de Fisica
da USP contou-me que havia feito um experimento de difra¢iao de raios
X de uma silica nanoestruturada, que era muito bonita esteticamente por-
que lembrava um favo de mel com seus hexagonos de poros perfeitos.

Lembrei-me de um estudo realizado no Laboratério de Imunogenética
nos anos 1980 com outro tipo de silica, a coloidal, que injetada em altas
concentragdes em camundongos constitutivamente maus produtores de anti-
corpos, passavam a bons respondedores. A questdo central, na época, era de

59



CADERNOS DE HISTORIA DA CIENCIA — INSTITUTO BUTANTAN — VOL. V (2) JUL-DEZ 2009

que os macréfagos, células do sistema imunoldgico responsaveis por destruir
antigenos e microrganismos em geral, nesses animais apresentavam alta ca-
pacidade catabdlica, ndo possibilitando que o organismo desenvolvesse res-
posta imune efetiva. E administrando a silica coloidal, ocorria bloqueio dessa
atividade nos macréfagos e a resposta imunoldgica seria, digamos, resgatada.
Portanto, havia a possibilidade de que a silica nanoestruturada pu-
desse carregar em seus favos um antigeno, uma vacina. Logo tive contato
com os Drs. Jivaldo Matos e Lucildes Mercuri do Instituto de Quimica da
USP que produziam esse material, a denominada SBA-15, e com eles e a
mestranda Flavia Lima programamos um experimento. A primeira surpre-
sa: ao juntar um volume de SBA-15 com um volume de uma proteina, a
resultante ndo era dois volumes, mas cerca de 1,5; portanto ocorrera adsor-
caolencapsulacdo da proteina a silica. E mais extraordindrio, as respostas
dos camundongos que respondiam mal, passaram a produzir niveis mais
elevados de anticorpos do que aqueles animais que receberam a mesma
proteina adsorvida em hidroxido de aluminio [AI(OH),], o tinico adjuvante
licenciado para uso em humanos. Dai em diante, s6 tivemos éxito com o
emprego dessa silica. E ha mais aspectos bastante gratificantes: essa silica
ndo é toxica, ndo provoca reagdes locais ou sistémicas adversas e, de fato,
possui potencial para auxiliar na inducio dos mecanismos de defesa do
organismo quando administrada em associagdo com vacinas. (Imagem 1)

Imagem 1: Microscopia eletronica de transmissio [TEM] da silica mesoporosa nanoestru-
turada SBA-135. [A] Estrutura de poros arranjados hexagonalmente dentro dos tubos cilindri-
cos de comprimento ~ 2pm . [B] Interior de uma particula mostrando a macro-porosidade
e os tubos cilindricos de silica. Tamanho médio da particula: 30 pm. Didmetro dos poros:
~10nm. Medidas: Laboratério Nacional de Luz Sincrotron [LNLS] e POLI [USP].
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As silicas mesoporosas sdo particulas de oxido de silicio [SiO,] com
estrutura altamente organizada que, devido as suas propriedades fisico-
quimicas, apresentam potencial de aplicacdo em diferentes dreas, e que vém
despertando grande interesse da comunidade cientifica. Esses materiais sao
capazes de interagir com atomos, ions e moléculas, nao apenas em sua su-
perficie, como também em seu interior. Descrita em 1998, a silica mesopo-
rosa SBA-15 apresenta estrutura hexagonal com poros altamente ordenados
e interligados, paredes relativamente espessas e notavel estabilidade térmica,
hidrotérmica e mecanica. A SBA-15 é sintetizada em meio acido, utilizando
como agente direcionador de estrutura um polimero organico que se liga as
espécies de silicatos, via ponte de hidrogénio, formando a silica mesoporosa;
apos calcinacao resta a silica inorganica SBA-15, que forma uma rede com
estruturas em forma de tubos longos [da ordem de alguns microns], dispostos
hexagonalmente, em um arranjo de poros bastante organizado e uniforme,
com didmetro de cerca de dez nanémetros, unidade de comprimento equiva-
lente a bilionésima parte do metro. Dependendo da disposi¢ao dos poros e
do tamanho, o material pode ter varias aplicacoes tecnologicas, sendo usados
como catalisadores, sensores, fixacao de moléculas de uma substancia na su-
perficie de outra substancia, de metais pesados, e de poluentes.

Apesar dos varios estudos voltados para a utilizacio de silicas como
veiculo para diferentes substancias, essas ndo haviam sido testadas quan-
to a capacidade de ativar eficientemente as células apresentadoras de an-
tigenos [APC], carrear e liberar imundgenos.

Assim, contando com pesquisadores de diferentes dreas do conheci-
mento, realizou-se o primeiro estudo sobre a viabilidade de emprego desse
material nanoestruturado como adjuvante da imunidade que se realizou no
Laboratorio de Imunoquimica do Instituto Butantan, empregando-se a silica
mesoporosa SBA-15. Verificou-se que camundongos geneticamente selecio-
nados para a baixa produc¢do de anticorpos imunizados com Intimina 1f
[proteina de E. coli] ou veneno total da serpente Micrurus ibiboboca encap-
sulado/adsorvido a SBA-15 apresentaram aumento significativo dos titulos de
anticorpos especificos para a proteina e para o veneno da serpente, sendo a
resposta secunddria semelhante ou mais elevada comparativamente aos ani-
mais imunizados com esses imunégenos em Al(OH), . Ainda, verificou-se que
a silica SBA-15 foi capaz de modular positivamente a resposta imune humoral
de camundongos maus respondedores, os quais ap6s imuniza¢des com soro
albumina bovina [BSA] pelas vias oral e intramuscular passaram a produzir

61



CADERNOS DE HISTORIA DA CIENCIA — INSTITUTO BUTANTAN — VOL. V (2) JUL-DEZ 2009

titulos de IgG semelhantes aos camundongos bons respondedores. Esse tra-
balho foi descrito na Monografia de Mestrado de Luciana Vieira Carvalho.
Esses dados em conjunto indicam a participacdo da SBA-15 na ativagio do
sistema imunoldgico e na indu¢io de memoria, mecanismo essencial para a
protecao induzida por processos de vacinagio.

Conhecimento e desenvolvimento de uma nanovacina

Em 20035, ap6s apresentagdo dos primeiros resultados num Simpé-
sio, a farmacologista Professora Regina Scivoletto, levou-me para conhe-
cer o Laboratorio Cristdlia, uma das principais industrias de produtos
quimicos e farmacéuticos do Brasil. Os resultados foram apresentados
numa reunido a qual, além do Presidente e dos Diretores do Cristalia,
estavam presentes os Membros do Conselho Cientifico e, apds arglicao
e discussao dos aspectos essenciais desse novo conhecimento, decidiu-se
pelo apoio para o desenvolvimento rumo a eventual aplicacio.

Em 12 de setembro de 2005, foi depositada a patente Complexo
imunogénico formado por antigenos vacinais encapsulados por silica me-
soporosa nanoestruturada, em parceria com o Laboratorio Cristalia, que
recebeu o numero PI 0503817-0 e, em novembro de 2008, foi obtida a
Patente Internacional. Saliente-se que o Projeto constituia uma das linhas
de pesquisas do Programa CEPID-FAPESP — Centro de Toxinologia Apli-
cada - sediado no Instituto Butantan. Assim, foi possivel contar com a
FAPESP durante os tramites que conduziram a Patente.

A parceria com o Laboratorio Cristalia extrapolou o simples contato
formal para desenvolvimento de um eventual produto. Os Drs. Ogari de
Castro Pacheco, Roberto Debom, Regina Scivoletto, Jorge Afiune, Edu-
ardo Pagani, em especial, juntaram-se ao projeto de pesquisa, e diria,
passaram a integrar nosso nucleo de estudos. Ao longo desses tltimos
quatro anos, discutiu-se com freqiiéncia os resultados, estabelecemos em
conjunto os protocolos e as perspectivas. Além dos estudos sobre os as-
pectos imunobiologicos relativos a agao da SBA-15, realizaram-se ensaios
para avaliar as respostas imunes e inflamatéria com a silica misturada
a vacina para Hepatite A, comercializada pela Cristdlia e com a vacina
para Hepatite B, produzida pelo Instituto Butantan. Como os estudos de
toxicidade sdo padronizados e caros, ficaram a cargo da Cristalia, que
contratou um centro especializado em toxicologia para a realizagdo dos
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testes. Confirmando o que havia sido observado, ao longo dos varios ex-
perimentos com camundongos, nenhum efeito negativo foi observado.
Ao longo dos estudos, decidimos administrar as vacinas em SBA-15
pela via oral. Locais importantes na indu¢do da imunidade de mucosas com-
poem o tecido linféide associado ao trato gastrointestinal - GALT [Gut-
associated lymphoid tissues| - e compreendem estruturas como as placas de
Peyer no intestino delgado, foliculos linféides isolados no ceco e apéndice e
linfonodos mesentéricos. O método de vacinacdo oral é o mais conveniente
no ambito sécio-econdmico; a facilidade de aplicacdo, o fato de ser pouco
invasiva, e de apresentar reduzidos efeitos colaterais, como os comumente
observados apds imunizagdes parenterais, s3o algumas das suas vantagens
frente a outras vias de inoculag¢io. Inicialmente acreditava-se que a geracao
da imunidade de mucosas ocorria através de imunizacdo topica, contudo
vacinas intramusculares ou subcutaneas induzem baixa prote¢do ao orga-
nismo comparando-se as imunizagdes feitas pelas vias: nasal ou oral, espe-
cialmente quando a porta de entrada do agente infeccioso € o trato gastroin-
testinal. Entretanto, existem limitagdes para a imunizacao oral, entre elas
encontram-se as alteracoes causadas nos antigenos durante o trafego pelo
trato gastrointestinal e fatores ambientais como a acidez elevada e a agdo de
proteases que podem levar a alteragdes e desnaturacoes, com subseqiiente
precipitagdo do antigeno na luz intestinal, diminui¢do da afinidade com a
superficie das células M e ocupagio das placas de Peyer por peptideos-epi-
topos inativos, prejudicando o desenvolvimento da resposta imunoldgica.
A analise dos resultados obtidos a partir das imunizagdes por essa via
com a vacina contra Hepatite A e gama globulina humana, adsorvidas em
SBA-15 comprovam a aplicabilidade dessa silica como suporte para anti-
genos e evidenciam sua eficacia enquanto adjuvante de mucosas salvaguar-
dando as propriedades imunogénicas e protegendo os antigenos da acdao
adversa do meio 4cido do trato gastrointestinal. Os niveis aumentados de
anticorpos especificos séricos e secretores das classes IgA e IgG indicam que
a SBA-15 é eficiente na indugdo de resposta de anticorpos sem polarizar a
resposta imunoldgica a determinada classe de linfocitos. Corroborado pe-
los titulos de anticorpos protetores, os numeros aumentados especialmente
de linfocitos observados nas placas de Peyer e linfonodos mesentéricos de
camundongos imunizados com os antigenos em silica, indicam que houve
proliferaciao de células imunocompetentes e a potencializagio da resposta
imune apds o uso dessas nanoestruturas como adjuvante. Ainda, a SBA-15
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mostrou-se eficiente no recrutamento de macrofagos e células dendriticas,
tanto apds imunizacgdes pela via oral quanto subcutanea.

Os estudos serdo ampliados, enfatizando-se seu papel da SBA-15 so-
bre as estruturas e células do sistema imunolégico do trato gastrointestinal
em especial a Limina—-Prépria, bem como sua atuagdo na manutengao de
memoéria imunoldgica protetora. Em seu aspecto aplicado, um dos pro-
ximos passos conduzird a pesquisa clinica, que consiste em administrar
o complexo imunogénico em seres humanos e observar a acdao adjuvante
efetiva dessa silica nanoestruturada.

Nesses quatro anos de parceria foram produzidas as dissertagoes de
Mestrado de Luciana Vieira Carvalho [Bolsista FAPESP] e Karina Scara-
muzzi [Bolsista CNPq], defendidas junto ao Programa de Pés-Graduagao
em Imunologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP, e de Fran-
cisco Mariano Neto [Bolsista Cristalia], junto ao Instituto de Fisica da
USP. Os doutorados de Karina [Bolsa CAPES — Programa INCTTOX] e
Francisco [Bolsa CNPq] tiveram inicio nesse segundo semestre, e Luciana
Vieira Carvalho [Bolsista FAPESP] defendera sua tese ainda em 2010.
Além desses Pos-Graduandos, a estudante de Iniciagao Cientifica do La-
boratério de Cristalografia, Aline dos Santos Lira Duries, recebe uma
Bolsa de Estudos do Laboratorio Cristélia.

Inovacao — ouvindo uma historia sendo contada no futuro

A geragao de conhecimentos é a verdadeira inovacao!

Além de promover a indu¢do de imunidade efetiva de maneira mais
homogénea de uma populagio, evitando que um percentual de pessoas
que normalmente apresentam baixa resposta imune passe a ser mais bem
protegidas, a utilizacdo desse novo adjuvante, muito provavelmente, re-
duzird a concentrag¢ao de antigenos vacinais, e a diminui¢ao de aplicagoes
de doses de vacina, garantindo uma imunizacdo eficaz. Obviamente, ha-
vera reducdo de custos de producido e do preco do produto.

Reproduzo as palavras do Governador de Sio Paulo, José Serra, re-
centemente durante evento de inaugura¢ao do Centro de PD&I do Labo-
ratorio Cristalia em Itapira, SP:

“As empresas nao sabem utilizar o potencial de inovagio pro-
piciado por essas pesquisas. Dessa maneira, o avango da cién-
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cia ndo tem tido efeito sobre o aumento da riqueza nacional
que poderia ter, inclusive com novos postos de trabalho. O
avanco da ciéncia no Brasil ndo vira PIB”.

Essa declaracio do Governador reforca a posi¢ao dos Governos Es-
tadual e Federal que se evidencia na politica de C&T que vem sendo apli-
cadas, pela primeira vez no Brasil nesses ultimos anos. Dentre os aspectos
positivos, saliente-se a continuidade e expansido dos investimentos em
Programas que se consolidaram nos ambitos do CNPq, FINEP e FAPESP.

Ao contrario do desenvolvimento tecnologico, no qual durante seu
processo o acontecer pode ser previsto, o conhecimento cientifico, de fato,
depende do amadurecimento, leva tempo para ser assimilado e ndo tem hora
marcada para consolidar-se. A virtude da paciéncia, tdo rara em tempos re-
centes, é pouco exercitada. Mesmo nos meios académicos, ambiente propi-
cio a geragao de conhecimentos que se faz progressivamente e com muita re-
flexdo, ndo ha tempo, pois ha que produzir artigos [ou papers como dizem]|,
ha que conquistarem-se verbas, espaco fisico e impor influéncias. Vaidades
e sentimento de posse a parte, pouco sobra para entender o proximo ou as
diversidades de pensamento, para exercitar a autocritica do que se critica, ou
simplesmente perguntar-se, para quem a pesquisa que realizamos?

Regras, leis, convengdes, mitos e lendas, o Homo sapiens as esta-
belece, modifica, elimina... E segue a vida! A nog¢io de progresso, muito
recente ao longo da histéria da humanidade, vincula-se ao ganho, a com-
peti¢ao e imediatismo, as vantagens do individuo sobre o coletivo. E o
bom senso dilui-se ou é sumariamente abolido!

A real e unica autonomia € a intelectual! Propriedade intelectual x pro-
priedade de um produto: um falso dilema num emaranhado de regras, bar-
reiras, que acabam por gerar paradoxos que soam, no minimo, confusos.
Como salienta o Dr. Pacheco, Diretor-Presidente do Laboratorio Cristalia:

“...investir em pesquisa e inovagao ndo é a prioridade para o
empresdrio brasileiro. Ndo sdo raras as vezes que descobertas
importantes das nossas universidades passam despercebidas
por aqui e acabam virando inova¢ao — que nés depois impor-
tamos — nas maos de empresas multinacionais”.

Mas esses sdo aspectos de outro capitulo que em breve escreveremos.
Assim, fica um ultimo e ndo menos importante registro: Seja no setor esta-
tal, seja no setor privado, o essencial é trabalbar para tornar o bem piiblico!
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