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Atualizacgao

Do Acidente de Lubeck ao Advento do BCG Recombinante
com maior poder protetor e polivalente

José Rosemberg

A memoria de Arlindo de Assis pioneiro da
vacinacao BCG a qual consagrou sua vida com
suas pesquisas e incentivando sua aplicagao

1 - Professor titular de Tisiologia e Pneumologia
de Fac. de Clinicas Médicas de Sorocaba da
P.U.C. - Sao Paulo
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Nenhuma vacina teve
trajetoriataotortuosa e controvertida
como o BCG (bacilo de Calmette e
Guerin) continuando até nos dias de
hoje questionado quanto ao seu papel
na profilaxia da tuberculoce.

Decorridos mais de 70 anos da
primeira criang¢a vacinada, abrem-se
perspectivas de reforco de sua capa-
cidade imunizante gracgas as tecni-
cas da biologia molecular e de
transforma-lo em veiculo de vacinas
contra infecgdoes bacterianas e
viroticas, tornando-se a primeira
vavcina polivalente universal.

Nascimento da Vacinagao BCG
Calmette e Guerin visando ob-
ter suspensdes nao grumosas do
bacilo de Koch que se prestassem
para reacdes imunologicas de
aglutinacao, cultivaram o Mycobac-
terium bovis em meio de batata
glicerinada a 5%, adicionada de bile
de boidevido a propriedade desta de
dispersar os germes obtendo-se sus-
pensdes homogéneas. Com 230 pas-
sagens quinzenais durante 13 anos,
esse germe inicialmente virulento
perdeu o poder patogénico tornando-
se inocuo para os novilhos, cobaias e
demais animais de experimentacao.
Sofreu um mutacionismo, porem

manteve as qualidades antigenicas
conferindo protegcao contra o
Micobacterim tuberculosis ('"). A fixi-
dez da da aviruléncia foi definitiva-
mente proclamada em 1913 (). Em
1921 foi vacinada a primeira criancga
por Weil Hallé, na Franca (*). Em
1928, a Comissao de Peritos da en-
tao Liga das Nacgdes confirmou a

inocuidade do BCG para os animais

e para o homem (**). No inicio da
década dos anos 30 0 BCG ja estava
difundido em muitos paises, sendo
todas as cepas fornecidas pelo-lnsti-
tuto Pasteur (* '9).

Em 1925 uma cepa BCG
fornecida por Calmette, foi trazida
para o Brasil por um medico uru-
guaio, a qual recebeu o nome deste -
"amostra BCG Moreaus". Foi cultiva-
da e estudada porArlindo de Assis na
Fundagao Atauplho de Paiva. Aplica-
da pela via oral até 1973 e depois
intradérmica, essa cepa passou a se
denominar "BCG Rio de Janeiro" -
com ela se processando até hoje a
vacinagao antituberculosa no pais.

Acidente de Lubeck

Eis que em 1930 explode a
dramatica noticia provinda do centro
de vacinacaode Lubeck, tomando de
perplexidade e de panicotodo o mun-
do. De 251 criangas vacinadas por
via oral, nos primeiros dias de vida,
77 faleceramm de tuberculose, das
quais 600 autopsiadas mostrando le-
sdesgraves extensas, disseminadas.
Das criangas que sobreviveram mui-
tas desenvolveram processos croni-
cos; em 127 a radiologia identificou

extensos complexos primarios abdo-
minais, e em diversas com localiza-
coestraquibronquicas. Estas ultimas
surgiram nas criang¢as cuja enfermei-
ra para forgar a degluticao da vacina,
tapou suas narinas havendo aspira-
cao de emulsao de germes. Esse
espisodio passou para a historia
como "O Acidente de Lubeck".

Fato que logo chamou a aten-
¢do, foi a comprovagdo de que o
Instituto Pasteur no mesmo dia que
remeteu BCG para Lubeck, expediu
cultura irma para Riga onde aprecia-
vel contingente de criancas foi vaci-
nado sem qualquer problema adver-
so. Contudo a vacinagao BCG foi
suspensa em todos os paises com
algumas poucas excessdes como por
exemplo, a Franca e o Brasil. Aqui,
Arlindo de Assis teve a firme convic-
¢do da inocuidade da amostra de
BCG, porque sua aviruléncia vinha
sendo controlada desde o inicio por
inoculacées mensais em animais de
laborataorio.

Para apurar as causas do su-
cedido em Lubeck, o Ministerio da
Saude Publica da Alemanha, desig-
nou comissao de técnicos de renome
mundial em tuberculose: Schumann
patologista; Kleischmidt, pediatra;
Bruno Lange e Ludiwig Lange,
bacteriologistas. Depois de anos de
investigacao ficou comprovado que
no laboratoério central de Lubeck co-
meteu-seterrivel engano. Nofinalde
1929 havia sido, a esteremetidauma
cultura de "bacilos tuberculose varie-
dade hominis" rotulada H29, isolada
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de crianca doente, de Kiel. Cultivada
na mesma estufa onde havia culturas
de BCG , houve troca de rétulos. As
emulsées vacinicas, entao prepara-
das continham uma mistura de apro-
ximadamente dois tergos de BCG e
um terco de bacilos tuberculosos
H29. Os germes recuperados das
lesdes dos mais diversos orgaos de
todas as criancas autopsiadas foram
exaustivamente estudados nos seus
caracteres culturais, bioquimicos,
provas sorolégicas, patogenicidade
nos animais, além de outros testes.
Todos os resultados convergiram
sem discrepancias como sendo
bacilos de Koch variedade humana
(0 BCG provém debacilotuberculoso
bovino). Dois detalhes a destacar: a
patogenicidade em animais foi tipica
do bacilo humano, isto €, alta virulén-
cia para cobaias e dificilmente lesivo
para coelhos a cepa de bacilos
tuberculosos H29 de Kiel possuia
uma caracteristica rara de produzir
fosforescéncia verde no meio de
Sauton, aqual permaneceuemtodas
as culturas dos germes isolados das
lesdes das autpsias. Ao cabo de 5
anos todos os protocolos, a discus-
sio econclusbesdestalongaetraba-
lhosa investigacao foram reunidos
em alentado volume (*°). Deycke che-
fe do laboratério de Lubeck foi pro-
cessado e condenado por negligén-
cia. A partir desse acidente, regula-
mentos internacionais determinam
que os laboratorios que preparam a
vacina BCG, em absoluto ndo podem
se ocupar com qualquer outra
micobacteria.

Nao obstante o completo es-
clarecimento do acidente de Lubeck,
davidas restaram por anos, inclusive
quanto a possibilidade do BCG se
transformar em bacilo humano, viru-
lento, quanto albergado em "anima

nobile". Para apurar a possibilidade
de revirulentar o BCG empregaram-
se 0s mais diversos procedimentos,
todos com resultados negativos com-
provando afixidez de sua aviruléncia
(¢ 19). Afinal o | Congresso Mundialde
BCG realizado em 1948, Paris, com
300 cientistas de 35 nagdes (°') face
a vastissima documentacao existen-
te, conclui pela absoluta inocuidade
do BCG para a espécie humana e
que a cepa originaria do Instituto
Pasteur é estavel com poder protetor
antituberculose.

Como se infere, foi longa a
caminhada para provar e convencer
a todos da inocuidade do BCG, so-
bretudo porque 0os meios de pesquisa
entdo existentes eram de realizagao
demorada fornecendo muitas vezes
respostas ambiguas. Cabe aquiinda-
garde quanto tempo se gastaria hoje
para apurar a verdade sobre o Aci-
dente de Lubeck. Com o advento da
biologia molecular, umaresposta cla-
ra e decisiva seria obtida em poucas
horas. Bastaria submeter os germes
das culturas e os isolados das lesoes
das criangas, a técnica FINGER-
PRINT.

Fingerprint (RFLP), Identificador
Rapido de Cepas e Subcepas de
Micobactérias

O fingerprint faculta identificar
rapidamente o padrao genetico de
cepas e subcepas bacterianas.

Até recentemente a tipagem
genética de bactérias era demorada
e incompleta. Os metodos
sorologicos nao diferenciam as
micobactérias € menos ainda as do
complexo Mycobacterium tubercu-
losis. A tipagem por meio de micoba-
cteriofagos é de alcance limitado e
de restrito valor epidemiologico, por-
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que poucos fagos sao reconhecidos
(*¢2). Além do mais séo procedimen-
tos para os quais poucos laboratorios
estdo aparelhados.

Havia portanto enorme neces-
sidade de criar um método rapido e
simples para reconhecer as cepas €
subtipos do M. tuberculosis e isso foi
facultado gragas a biologia molecular
que proporcionou técnica segura, 0
RFLP, que detecta variabilidade ge-
néticas (*?). Diversas investigacoes
tém identificado elementos do DNA
do M. tuberculosis que estao presen-
tes em multiplas copias por genoma,
0s quais mostram padrdes de frag-
mentos polimorficos. Para identifica-
los a técnica RFLP (restriction
fragment length polymorphism) ()
revela-se Util e de facil execucdo. A
técnica baseia-se na existéncia do
"sitios de restricao" do DNA que sao
pontos especificos onde este pode
serfragmentado por meiode enzimas
chamadas "endonucleases de restri-
¢ao" as quais reconhecem os referi-
dos pontos, para corta-los. Pode-se
detectar a variabilidade geneética
identificando os fragmentos que sao
de tamanhos diversos no genoma da
micobactéria, mas contém sequénci-
as de nucleotideos que lhes sao
especificas (*?). Esses elementos sao
moéveis variando de localizagado no
genoma mas mantem constante a
insercao sequencial de nucleotideos.
A técnica Fingerprint € usada para
identificar esses elementos que po-
dem estar presentes em diversas
copias por genoma, as quais mos-
tram um padrdo de associagao ou
agrupamento de extremo polimor-
fismo, mas geneticamente especifi-
co para determinada cepa de
micobacteria (**®'). Atecnica portan-
to faz a tipagem genética, pois as
mencionadas insercdes sequenciais
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servem como marcadores taxomo-
nicos, como € util também para o
diagnéstico bacteriologico, pesqui-
sando esses elementos especificos
em materiais clinicos.

Ja estio sequenciados varios
desses elementos, especificos de
determinadas bactérias. Nas
micobactérias poucos estao identifi-
cados. Porém conseguiu-se
sequenciar um, com 263 pares de
bases nucleotideas, especifico do
Complexo M. Tuberculosis, que re-
cebeu sigla IS 6110, pertencente a
grande familia de insergoes
sequenciais denominada [S3. Qua-
dro 1 (4&, 48, 52,66, 70 e T1)+

Outra seqtiéncia, IS 986 se-
melhante a IS 6110 foi também isola-
da (“°%%). As duas sdo similares dife-
rindo apenas por 3 bases
nucleotideas (*?) e sao altamente es-
pecificas do Complexo M.
tuberculosis, como ficou demonstra-
do pela analise de muitas cepas de
mocobactérias. (0 86.70.71)

O Complexo Mycobecterium
tuberculosis é constituido pelo M.
tubercolosis (que € o tipo humano),
M. bovis, M. africanun (que € do tipo
humano mas tem algumas caracte-
risticasde M. bovis) M. bovis BCG e
ha tendéncia de incluir o M. microti
nesse Complexo, pela similaridade

WPULMAG,

desse Complexo os elementos IS

6110 e IS 986 estdao em varias copias:

ao longo do genoma variando de
duas a vinte ((*°) fazendo excecao o
BCG que apenas tem uma (*).

A técnica de identificagao do
padrido genético das cepas pelo
fingerprint utiliza essencialmente o
método Southern blot (** %) * a) di-
gestdo do DNA da micobactéria por
endonuclease de restricao, sendo os
mais empregados 0s que levam a
sigla Pvul e PsTI. b) fragmentos do
DNA sido dispersados por
eletroforese em gel agarose. c) trans-
feréncia para papel nitrocelulose. d)
inclusdo de sonda sintetizada

antigénica (¢). Nas micobactérias oligonucleotida da insergao
LT
QUADRO 1
ELEMENTO DE INSERCAO NO DNA - 1S 6110
ESPECIFICO DO COMPLEXO
MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS
SEQUENCIA DOS NUCLEOTIDEOS
DR. INV. REP.
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT CCAGTTCTTG GAAAGGATGG GGTCATGTCA GGTGGTTCAT
CGATGAACCG CCCCCGGCATG TCCGGAGACT
INV. REP. DR.

FONTE: Thierry D. Cave MD, Eisenach KD. 1990 referéncia 71.
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sequencial IS 6110 ou IS 986,
marcada com P32 ou digoxigenina;
havendo homologiada sonda com os
fragmentos, processa-se a
hibridizacao; e) os fragmentos sao
detectados por autoradiografia no
caso da sonda marcada com P32 ou
com filme radiolégico comum, se a
sonda foimarcada.com digoxigenina;
fy conforme atécnicado RFLP e para
deteccao de bacilos em material cli-
nico, emprega-se a PCR (reacao em
cadeia da polimerase. Ha no comer-
cio sondas sintetizadas oligonu-
cleotideas, polimerase, kits e apare-
lhagem tornando os procedimentos
praticamente automaticos. No qua-
dro 2 ha varios exemplos de
fingerprint.

A anaiise do RFLP mostra pa-
droes diferentes no numero e dispo-
sicao dos elementos sequenciais
conforme a micobactéria e as cepas
e subcepas de uma mesma micobac-
téria. Alocalizagao dos elementos no
cromossomo difere de cepa a cepa
(*"). Isso foi confirmado analizando
dezenas de cepas do M. tuberculosis
(*9). O extremo poliformismo desses
elementos sequenciais IS 6110 e IS
986 reforca a suposicao de que sao
elementos de insercao funcional do
DNA que pode ser inserir em novos
sitios do genoma. Parece paradoxal
o uso de elementos instaveis moven-
do-se frequentemente dentro do
genoma, para tipificar geneticamen-
te a bactéria. E que o elemento IS é

estavel quanto ao arranjo da seqiién-
cia de bases nucleotideas (*'). Em
sintese, a disposicdao dos elementos
no DNA é variavel, porém, a seqiién-
cia de suas bases nucleotideas €
imutavel e é esta que fornece o pa-
drdo RFLP, ou seja, a identidade de
cada cepa.

A estabilidade do elemento IS
foi testada por diversas maneiras (“*
52, 68, 70. 71): passagens em Série de
germes por longo tempo em diferen-
tes meios de cultura; adi¢ao de dro-
gas antituberculosastornando os ger-
mes resistentes (quadro 2); manu-
tencdo de germes dentro de
macrofagos cultivados in vitro. mes-
ma estabilidade dos fragmentos de

QUADRO 2 )

ESTABILIDADE DO FINGERPRINT DO DNA
DE CEPAS DO MYCOBACTERIUM
TUBERCULOSIS E DO BCG
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- Fingerprint copiados do artigo referéncia 66.

A seis cepas do M. Tuberculosis: colunas (-2) (>%) (>%) (7-8) (3 '®) ("' '3),

Duas cepas de BCG: colunas (' ') ("> '®). Em cada par de colunas os dois fingerprints sdo respectivamentes antes e depois de passagens em serie
em meio de cultura durante 6 meses.

B M. Tuberculosis: coluna 1 cepa sensivel as drogas, colunas 2, 3, 4 e 5 semana cepa resistente respectivamente a rinfampicina, isoniazada,
etambutol e estreptomicina - BCG: colunas 6 e 7 mesma cepa respectivamente sensivel e resistente as drogas - Bacilos isolados de um paciente.
colunas 8 e 9, respectivamente, antes da quimioterapia e na recaida apos o tratamento.

- O padrao do fingerprint de uma cepa permanece estavel, imutavel em qualquer circunstancia.

- No M. tuberculosis ha diversas copias de elemento IS do DNA. No BCG ha somente uma cépia do elemento 1S,
- Os numeros a esquerda do fingerprints, referem-se ao tamanho dos fragmentos do DNA, em kolobases.
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DNA, sem qualquer rearranjo, se ve-
rifica nos germes albergados por va-
ros anos no organismo humano.
Bacilos isolados de recaidas de tu-
berculose em pacientes sem e com
tratamento, mesmo que tenham ad-
quirido resisténcia as drogas, inclusi-
ve poliresisténcia, mantém o mesmo
padrao fingerprint. (quadro 2).

Portanto a técnica RFLP pode
demonstrar nos casos de recidiva
tuberculosa de pacientes sem e com
tratamento, se houve reativacao
endoégena ou reinfeccdo exogena
(novo contagio), porque no primeiro
caso o padrao do fingerprint é idénti-
co aos dos bacilos isolados anterior-
mente e no segundo, aquele é dife-
rente. Compreende-se como a técni-
ca é util nos estudos epidemiologicos
(*) de importancia acrescida no esta-
belecimento da origem dos bacilos
nos individuos HIV positivos
assintomaticos ou em fase de SIDA,
enaidentificacao dafonte causadora
de microepidemias tuberculosas em
paises que estdo em fases de elimi-
nagao da doenca. Para os estudos
epidemiolégicos é necessario formar
um banco de padrdes de fingerprint,
o que facilita a rapida identificacao
da cepa analisada.

Considerando que a insercao
sequencial IS 6110 é somente en-
contrada nas micobactérias do Com-
plexo Mycobacterium tuberculosis,
esse elemento éde grande valia para
0 diagnostico bacteriolégico rapido
nos especimes clinicos, como escar-
ro, lavado gastrico, puz, derrames
pleurais, liquor, urina, sangue etc. (**
.70 O procedimento é o da
hibridacao in situ, ampliacao do seg-
mento hibridado pela PCR e identifi-
cacao pelo Southern blot.

Continuam os estudos para
isolar elemento IS de outras
micobactérias. Ja se identificaram os
elementos, IS 900 especifico do M.
paratuberculosis, (*') e IS 610 do M.
fortuitum (*°). Estdo adiantadas as
investigacées no M. avium (*°) e M.
smegmatis (**). O conhecimento dos
elementos especificos das
micobactérias atipicas proporciona-
ra notavel avanco no diagnéstico ra-
pido das micobacterioses atipicas.

Fingerprint do BCG

Em contraste com as cepas
das demais bactérias do Complexo
Mycobacterium tuberculosis nas
quais ha multiplas cépias em nimero
variavel dos elementos IS, altamen-
te polimorficos quanto a integracéo
no genoma, o BCG distingue-se por
possuir apenas um so elemento inse-
rido sempre no mesmo sitio do
cromossomo. Esse elemento recen-
temente sequenciado €0 IS 987 com
386 pares de bases, virtualmente
idéntico aos elementos IS 6110 e IS
986 do M. tuberculosis diferindo ape-
nas por dois aminoacidos (**). Esse
elemento unico, esta sempre no frag-
mento Pvull de 1.7 kb, no mesmo
sitio do genoma (' **4%) quadro 2. As
cepas do M. bovis BCG cultivadas
por anos nos diversos laboratorios
adquiriram alguns caracteres
fenotipicos que as diferenciam uma
das outras: tém porém duas caracte-
risticas em comum: aviruléncia e
uma so coépia do elemento IS 987
implantado sempre namesmaregiao
do cromossomo (*). Essa singulari-
dade e estabilidade topografica no
genoma nao se aitera com passa-
gens em série do BCG nos diferentes
meios de cultura, com a resisténcia
as drogas antituberculosas, adquiri-
das in vitro pela incorporacgéo destas
as culturas, assim como persiste nos
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germes recuperados dos tecidos dos
individuos vacinados (3 ©9),

A estabilidade do elementode
insercao IS 987 na topografia do
Cromossomo, sugere que este pode
ter anulado a expressdao do gene
responsavel ou co-responsavel pela
viruléncia do M. bovis localizado no
mesmo sitio. Especula-se se 0
mutacionismo ocorrido neste bacilo,
gerando o BCG avirulento, pode ser
explicado por essa condigao. Investi-
gacoes em curso talvez possam dar
uma resposta a essa suposicao (*).

Em sintese seressalta que nas
cepas do Complexo Mycobacterium
tuberculosis os elementos de inser-
c¢ao IS tem copias multiplas e sao
extremamente moveis dentro do
genoma e no BCG ao contrario o
elemento € Unico, sem cdpias e esta
fixo sempre no mesmo sitio. Isso
proporciona a este ultimo um
fingerprint de padrao genético carac-
teristico muito distinto das outras
micobacterias. Quadro 2.

Pelo exposto no item anterior
e neste, depreende-se que se nos
anos 30 ja existisse o avango da
biologia molecular, a técnica do
fingerprint teria demonstrado instan-
tanea e cabalmente que nas
emulsdes vacinicasdo laboratoriode
Lubeck, além do BCG havia germes
com padrao genético diferente. Ain-
da mais teria demonstrado que o
padrdao RFLP de bacilos das
emulsdes e dos bacilos isolados das
lesbes das criangas vitimadas, era
idéntico nao s6 a do M. tuberculosis,
mas tambem idéntico. & cepa de
M. Tuberculosis H29 remetido de Kiel
aolaboratorio. Paraapuraroocorrido
no chamado acidente de Lubeck, em
lugar das investigacdoes morosas e
muitas vezes controvertidas, que
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consumiram anos para provar que
recém-nascidos ingeriam bacilos
tuberculosos virulentos, misturados
ao BCG, o esclarecimento do erro
cometido teria sido instantaneo, em
24 a 48 horas, mudando o curso da
histéria da vacinagao.

Sobre a Protecao
Antituberculosa do BCG

Ao contrario dos receios inici-
ais da possibilidade de revirulentagao
do BCG, as cepas cultivadas nos
diversos paises, submetidas a
subculturas em série, passaram a
sofrer mutacdes inevitaveis. Ocorre-
ram mudancas de alguns atributos,
como caracteres morfologicos, pig-
mentacdo, velocidade de prolifera-
cdo, decréscimo da capacidade
sensibilizante atuberculina, eda pro-
tecdo contra a tuberculose experi-
mental em animais, € inclusive evi-
déncia de diferenca na protecao no
homem.,

Para previnir esses inconveni-
entes abandonou-se a pratica tradici-
onal da manutencdo do BCG por
meio de subculturas em série, ado-
tando-se o sistema denominado
"seed lot" (8°) que consiste na
liofilizacdo e sua estocagem em am-
polas seladas das quais periodica-
mente retira-se quantidade adequa-
da de acordo com a necessidade; 0
BCG é entdo reconstituido para o
preparo da vacina a ser utilizada.
N3o obstante essas precaugdes nao
ha duas cepas de procedéncia de
laboratérios diferentes que sejam
qualitativamente idénticas. Nesse
particular a cepa Rio de Janeiro ad-
quiriu algumas caracteristicas espe-
ciaisdepois que passou a ser cultiva-
da em meio Sauton com féecula de
batata substituindo a asparagina que
ndo podia ser importada durante a

guerra mundial (%). Ulteriormente um
estudo comparativo de varios cepas
de BCG Rio de Janeiro, Paris,
Gothemburgo, Copenhagem, Mos-
cou, Téquio, Londres e Praga - indi-
cou que a primeira tem maior "viru-
|éncia residual”, sendo a mais ativae
é a que produz mais baixo indice de
reacbes adversas ('"). Todavia alem
da qualidade das cepas do BCG ou-
tros fatores intervenientes podem al-
terar o seu poder protetor. O progra-
ma de vacinagao abarcando o conti-
nente europeu implementado pela
Joint Interprise (%), evidenciou que
uma mesma vacina fornece virus
diversos de protecao antituberculose,
variando nos paisesincluidos no pro-
grama ().

Protecao conferida pelo BCG nos
ensaios controlados

Os estudos prospectivos so-
bre o poder protetordo BCG contra a
tuberculose forneceram fundas dis-

crepancias como ressalta dos classi-
cos ensaios controlados. De 1935 a
1955 foram publicados 8 destes,
totalizando aproximadamente
150.000 pessoas (%4 7¢), Quadro 3.

De acordo com os resultados
podem ser divididos em trés grupos:
a) Estados Unidos, Indios até 20 anos
de idade; Chicago, criancas ate 3
meses de idade; Inglaterra, escola-
res de 14 a 15 e meio anos respecti-
vamente 80%, 75% e 78% de prote-
¢do. b) Porto Rico, populagédo de 1 a
18 anos: Alabama, Georgia, 5 e mais
anos de idade: india, Mandanapalle,
populagdo, todas asidades, prote¢ao
respectivamente de 31%, 14% e
31%. c) Georgia escolares; llinois
escolares excepcionais, resultados
totalmente nulos em ambos. Pelo
menos dois fatores estao implicados
nos resultados discrepantes dos 5
ensaios reunidos nos grupos b e c.
Nas areas geograficas desses inque-
ritos ha elevada prevaléncia da in-

. RESULTADOS DA VACINACAO BCG - ENSAIOS CONTROLADAS
' s i " PERIODO  DE | aumacko EM |
 Coomtes  VACWADAS | APLcAGho Do Beo | PURACHO. EM | protecio
: - AUTORES S HDADE DOS SE.ﬁUIliEIHTﬂ 3 %
ST Vﬁﬂ]"ﬁﬂnﬂi .- R :
indics norte-americanos 1935-1838 9.11 80
& tribus Stein e Aronson 1953 0 a 20 anos
Chicago, crangas de dreas de
alto  risco 185751959 12-23 75
Rosenthal et al. 1061 menores de 3 meses
Georgia ascolares 1947-8
Comstock e Webster, 1969 6 a 17 anos 20 nenhuma
llinois, escolares ratardados 1947-1949
mentais adolescentes e  jovens 12 nenhuma
Bettag et al. 1964 adultos
Porto Rico, populagdo geral 1949-1951 5 & meio - 7 & meio 31
Palmer et al 1858 1 a 18 anos média 6,3
Georgia, hlagb::a;:l, populagdo 1950 5 »
Comstock ® Palmer 1968 maiores de cinco anos
Gri-Bretania, escolares
Bitish Medical Research o B8 B Ly 8 15 78
Council 1872 e
India, Mandanapalle,  populagdo 1950-1956 0.1
rural. todas as idades médi 12.3 31
Fridmodt-Moller et al. 1968 s
India, Sul Chingleput 1968-1871 - : h
populagio  geral. todas as idades '1 5"" i L
Conselho Indu de Pesquisas mais de 14 anos 15 L ’:T;m .
Médicas e OMS. menos de 14 anos

O quadro esta adaptado da referéncia 78. Os 8 primeiros estudos constam da referéncia 26-A. O

estudo de Chingleput é das referéncias 73, 74

34 O - Pulmio-RJ-Vol. 4 -n°1-Margo de 1994




feccao por micobactérias atipicas.
Estas produzem imunidade cruzada
para a tuberculose, embora inferior a
do BCG (¥). Demonstrou-se que a
imunidade conferida por esse ultimo
em animais infectadas experimen-
talmente com micobacterias atipicas,
nao sobrepassa o nivel conferido
guando é administrado sozinho (*3).
Disso decorre diminuicdo da mar-
gemde protecaodavacina ('*2*°). O
outro fator € a baixa poténciadacepa
vacinal preparada por um mesmo
laboratorio nos estudos dos Estados
Unidos e de Porto Rico; essa fraca
vacina ainda foi mais inferiorizada
pela técnica de vacinagao emprega-
da, a multipuntura, menos eficiente
que a intradérmica (*).

No finaldos anos 60, a Organi-
zagao Mundial de Saude e o Conse-
lho Indu de Pesquisas Médicas inici-
aram um estudo controlado sobre o
BCG na area de Chingleput, por ser
onde se registram as mais altas
prevaléncias de infeccao e
morbidade tuberculosa da india e
porque nao existia ali nenhum pro-
grama de vacinacao. Aproximada-
mente 260.000 habitantes (100.000
a mais que os oito estudos classicos
reunidos) foram incluidos no ensaio
controlado, somando o0s que recebe-
ram o BCG ou placebo. Quadro 3. O
primeiro relatério com 7 e meio anos
de acompanhamento, para grande
decepcao, revelou resultados nulos
(2874 79.82.83) " A (ltima avaliagao com
15 anos de acompanhamento ()
mostrou peculiaridadesinesperadas:
acima dos 15 anos de idade conti-
nuou sem qualquer indicio de prote-
¢ao tuberculosa todavia abaixo dos
15 anosde idade as causas se passa-
ram diferentes; extranhamente de-
pois de um periodo de 5 anos com
resultados nulos, houve 45% de pro-

tecdao nos 5 anos seguintes, caindo
para 16% no ultimo periodo de 5
anos. Média de protegao 17%,0 que
é um Indice baixo. Da andlise das
peculiaridades encontradas em
Chingleput destacam-se: as caracte-
risticas epi_qerninlﬁgicas da tubercu-
lose fogem dos padroes gerais e po-
dem ter concorrido para a anulagao
do efeito da vacina; o M. tuberculosis
gracando na area é de muito baixa
viruléncia para a cobaia, e porisso e
outros atributos esta sendo classifi-
cado como M. tuberculosis varieda-
de Sul-india (** #2); podera esse ger-
me elevar a imunidade dos
infectados que nao desenvolvem tu-
berculose-doenca? Emgeral decorre
um periodo de tempo inusitado entre
a viragem tubercu-linica e as mani-
festacOes clinicas. A maioria dos ca-
sos de tuberculose, acima dos 30
anos, sao por reativacao endogena,
sobre 0s quais o0 BCG nao exerce
efeito. O estudo nao foi planificado
para apurar a protecao do BCG nas
criancas de baixa"idade, mormente
em relacao aincidénciade meningite
e de formas hematogénicas como a
miliar, contra asquais 0 BCG oferece
maior indice de protegao, na area de
estudo ha prevaléncia elevada de
infeccao de micobactérias atipicas e
a maioria da populacao é positiva 3
sensitina do Complexo M.avium
intracellulare que como foi discutido
paraoutros estudos controlados, con-
tribuem para diminuir a margem de
protecao do BCG; os fatores etnicos
e de desnutricdo nao influiram nos
resultados (** ), as vacinas dina-
marquesas e do Instituto Pasteur de
Paris, usadas no estudo, eram poten-
tes e desenvolveram o mesmo nivel
de protecao em animais infectados
experimentalmente com 0
M.tuberculosis como pelo M.
tuberculosis variedade Sul-india (%
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38,79 E importante informar que com
essas mesmas cepas de BCG, nessa
mesma regiao de Chingleput, con-
signou-se protecao antileprotica de
24% a 30% (2% 7).

Da analise dos ensaios contro-
lados ha forte evidéncia de que a
falta ou diminuicao do efeito protetor
do BCG mesmo que a vacina empre-
gada seja potente, deve serdebitada
a intervencao do fatores epidemio-
|6gicos e ambientais.

Deve-se, pois, buscar identifi-
caressas causasque obstaculizam a
atividade da vacina para sana-las
quando existirem. Pesquisas nessa
direcdo, inclusive na area de
Chingleput, sdo recomendadas pela
O.M.S. e estao em curso (*2 %),

Prote¢cdo do BCG nas criangas de
Baixaldade. Politicade Vacinacgao

E preciso deixar claro que o
poder protetor do BCG nas criancgas
de baixa idade, até 4 anos, nao foi
invalidado por qualquer dos estudos
prospectivos. Ao contrario, o de Chi-
cago que concentrou a pesquisa em
lactentes até 3 meses de idade, con-
signou 75% de protecao antibuber-
culose, apesardeterusado atecnica
de multipunturas, inferior a intrader-
mica.

E ponto pacifico, inclusive
para os estudos retrospectivos, que o
BCG exerce forte poder protetor con-
tra as manifestagcoes graves de pri-
mo-infecgao como as disseminagoes
hematogénicas, meningoencefalite e
granulia, mas que nao impede as
reativacoes endogenas e reinfeccoes
exogénas nas ja infectadas pelo
M.tuberculosis. Por isso, enquanto
nao se conseguir estender a faixa de
protecao do BCG para outros estagi-
os tisiogeneéticos, precisa-se conver-

. il
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gir as pesquisas na agao do BCG
contra a primo-infecgao. Em lugar
dos estudos prospectivos controla-
dos custosos e demorados, convem
usarmetodologias simples de avalia-
cdo rapida para medir mais
aprofundadamente a protegao antitu-
berculosa do BCG nas criangas. Pro-
cedimentos deste tipo estdao sendo
financiados pela Organizagdo Mun-
dial de Salde. Entre estes difundem-
se 0s métodos "caso-contato" e
"caso-controle" pelos quais se esta-
belece dos casos de criangas
comunicantes ou ndo de tuberculo-
ses, portadoras de meningite ou ou-
tros processos especificos, com a
presenca de cicatriz vacinal, con-
frontando-0s com testemunhas; ain-
formacao pode ser complementada
com outros dados que sejam segu-
ros. Ja existem dezenas desses es-
tudos retrospectivos dos quais al-
guns entre nds (** %%, muitos co-
mentados em publicagoes recentes
(2.87), Avaliagao global desses estu-
dos surgidos até 1991, consigna, no
grupo de 0 a 4 anos de idade, 52% a
100% - de protecdao contra a
meningoencefalite e de 43% a 83%
contra diversos formas adenopaticas

(Eﬂ)r

Paralelamente ha registros
epidemiologicos demonstrativos, in-
clusive no Brasil, onde o numero de
menores de 1 ano vacinados entre
1983 e 1990 atingiu aproximadamen-
te 33 milhdes. A cobertura nacional
de criancas até 4 anos de idade foide
70%. De 1981 a 1990 a meningite
tuberculosadecresceu4.6%. O Esta-
do de Sao Paulo onde a cobertura
com o0 BCG sempre foiacima de 80%
teve taxa de incidéncia de meningite
de 1.05/100.000. De 1983 a 1990, o
Estado do Rio Grande do Sul, o unico
a nao seqguir as recomendacgoes do

Programa Nacional de Controle da
Tuberculose, acusou taxa de menin-
gite de 3,2 /100.000 que nao se alte-
rou significantemente por todo o pe-
riodo considerado (*'%%).

Por isso a politica de vacinar
com BCG as criangas de baixa idade
0o mais precocemente possivel, de
preferéncia os recem-nascidos é re-
comendada aos paises em desen-
volvimento, estando integrada no
Programa Ampliado de Imunizagao
(PAD) (¥ #), A Unido Internacional
contraa Tuberculose e Doengas Res-
piratérias recentemente tambem fez
a mesma recomendacao,
enfatizando que a vacinagao BCG
deve ser aplicada na faixa ate 14
anos de idade, mesmo trabalhando
com margem de 40% a 70% (™). A
O.M.S. recentemente recomendou a
inclusdo do BCG no programa de
controledatuberculose integradonas
acOes de saude da atengao primaria

(35}_

Nos paises em desenvolvi-
mento surge na atualidade
ponderavel motivo para intensificar
ainda mais a vacinacdo BCG devido
a epidemia do HIV, pelo risco multi-
plicado das criangas contrairem tu-
berculose. O Programa Global de
AIDSdaO.M.S., do PAlea UNICEF,
recomendam vacinar com BCG o
mais rapidamente as criangas HIV
soropositivas assintomaticas (***) e
os filhos de maes infectadas com
HIV, independente da resposta
sorolégica (**** #). Os paises desen-
volvidos que atingiram o limiar da
eliminacdo da tuberculose pratica-
mente suspenderam a vacinagao
BCG. Essa politica comega a ser
repensada. Na Suécia a prevaléncia
tuberculosa nas crianc¢as subiu 6 ve-
zes ao cabo de 15 anos apos a sus-
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pensdo do programa de vacinagao
BCG (®"). Nesses paises onde o0 risco
de infeccdo tuberculosa esta aumen-
tando estuda-se incrementar o BCG
nos grupos de risco, cOomo
comunicantes de doentes com SIDA,
nos imigrantes provindos de paises
com prevaléncia elevada de infec-
¢do tuberculosa, nas comadas eco-
nomicamente mais desprovidas e
devido as micropidemias de tubercu-
lose que estdo se tornando mais fre-
quentes. Em todas essas situagoes
s30 as criancgas as primeiras e princi-
pais vitimas seguidas dos adoles-
centes, que sdo mais receptivas ao
M. tuberculosis, demandando prote-
cao imunologica.

Revacinacgao

Os programas de vacinagao
BCG prevém a revacinagao como
reforco da primo-infecgao ou para
restabelecer a imunidade quando se
extinguiu. Nao ha dados concretos
quanto ao tempo de duragao da pro-
tecao conferida pelo BCG. Em cobai-
as vacinadas a imunidade pode Sso-
frer enfraquecimento relativo porem
persiste até a morte natural dos ani-
mais. Os estudos controlados indi-
cam que no homem esse debi-
litamento seria mais lento, ao cabo
de anos (** ™). Em geral niveis vali-
dos de protecao persistem por 10 a
15 anos.

Nao ha procedimentos prati-
cos e simples para medir a imunida-
de. O modelo "in vitro” criado com a
biologia molecular (sera comentado
no item seguinte) ndo se presta para
operacoes rotineiras. A resposta po-
sitiva aPPD sotraduz aexisténcia de
um estado de sensibilidade. Quando
a sensibilidade a tuberculina se
esvanece, pode persistir um estado
latente no erganismo, que pode ser



exaltado e detectado com o0 corpo
baciliar integral, procedimento em
que se baseia o BCG-Teste. Todavia
a resposta positiva ou negativa dos
organismos vacinadoscom BCG nao
informa sobre a resisténcia contra o
M. tuberculosis. E susbstancial a de-
monstracdo experimental e clinica
de que sensibilidade tuberculina e
imunidade sdo fendnemos indepen-
dentes e dissocidaveis podendo nao
caminhar paralelamente. Assim a
extincdoda alergiatuberculinica num
vacinado com BCG nao significa ne-
cessariamente que a imunidade de-
sapareceu. E farta a literatura, inclu-
sive nacional, sobre o assunto, mas
sua abordagem escapados objetivos
deste artigo.

Face ao exposto, o critério
para revacinacdo tem-se fundamen-
tado mais em funcdo dos dados
epidemiologicos. O Nono Informe
Técnico da O.M.S. (*') baseado em
que a resposta imunitaria dos
lactentes é fraca e que nao ha certe-
za quanto a duracao da protecgao do
BCG ,recomendou arevacinagao na
idade escolar, argumentado ainda
que essa politica tem o merito de
prolongar e ou reforgar a imunidade
antituberculosa até a idade da ado-
lescéncia e dos jovens adultos, fai-
xas etarias essas mais vulneraveis a
desenvolvertuberculose ativa quan-
do se infectam com M. tuberculosis.
Logodepoisa O.M.S. aduziuque nos
paises de alto risco de infecgao
tuberculosa, além da vacinagao da
populacéo infantil, uma segunda va-
cinacdo deve ser administrada, sem
prova tuberculinica prévia, antes da
idade em que a prevaléncia da infec-
cdo atinja niveis ainda mais elevados
("®). Assim, a época ideal para a
revacinacdo & a idade escolar, dos
10 aos 12 anos, porque a protecao se

prolonga até adolescéncia, o que €
muito conveniente pelos motivos
expostos, sobretudo na America La-
tina. A revacinacgdo na idade escolar
oferece ainda a vantagem da facili-
dade operacional. A Organizacgao
Panamericana de Saude advoga
esse critério mas devido a grande
evasio escolar nas idades acima ci-
tadas, aconselha revacinar logo na
entrada, isto €, dos 6 aos 9 anos (*').
No Brasil advoga-se a revacinagao
também aos 6 anos de idade no in-
gresso na escola primaria, indepen-
dente de prova tuberculinica prévia e
da presenca de cicatriz vacinal, ten-
do o procedimento ainda a vantagem
de agircomo vacinagao primaria para
os que eventualmente nao foram
vacinados ao nascer (*°). Com muita
raz3o0 a Coordenagao de
Pneumologia Sanitaria vem reco-
mendando com empenho a inclusao
sistematica da revacinagao no pro-
gramada vacinagao BCG, pelos mo-
tivos acima referidos, face a
epidemiologia da tuberculose em
nosso pais, agora agravada com a
entrada em cena do HIV. Grande
nimero de paises dos 5 continentes
adotam a revacinagdo. Ha meio sé-
culo que Arlindo de Assis advogou a
politica de vacinagao, como aborda-
da no item anterior e neste, com
enfase na administracdo do BCG as
criangas recém-nascidas primordial-
mente, e nos adolescentes (¢). Seu
apelo constante era "vacinar e
revacinar eis a conduta que nosdeve
congregar no futuro proximo; cabe a
nos meédicos divulgar a vacinagao
BCG" (%).

Em Busca de um BCG
mais Potente

Com advento da biologia
molecularas manipulagées mais usa-
daspela engenharia genética consis-
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tem no transporte por meio de
vetores, como os plamideos ou
bacteriéfagos temperados que nao
lisam as bactérias, de genes,
epitopos e outros fragmentos do DNA
de micoorganismos, para inseri-los
mais comumente no E.coli, onde sao
armazenados. Constitui-se desse
modo os bancos ou bibliotecas de
genomas. Esse material geneético fica
para ser estudado, codificado e
clonado. Ja estao praticamente codi-
ficados os genomas do M.
tuberculosis. M.bovis BCG e
M.leprae ('44272.9%) Os epitopos tem
propriedades antigénicas produzin-
do anticorpos menoclonais altamen-
te especificos e portanto muito im-
portante para engenharia genética
do BCG. Trés sdo o0s principais obje-
tivos na transformacédo genética do
BCG; aumentar seu poder
imunizante, estender seu poder pro-
tetor contra as rzativagoes
endogenas e reinfegdes exogenas e
torna-lo veiculo de outras vacinas
conferindo-lhe qualidade polivalente.

As tentativas de obtencao de
vacina antituberculosa empregando
apenas extratos antingénicos do
BCG ou seus epitopos, resultaram
infrutiferas. O proprio corpo integral
do BCG morto, tem baixo poder
imunologico (" ). Ha evidéncia de
que os epitopos imunizantes neces-
sitam da conjugacao de um
adjuvante sendo este essencial para
o procedimento da imunidade. O
adjuvante é elaborado pela celula
bacteriana. Parece seressencial para
O processo de protecao
antituberculosa que esses epitopos
sejam sintetizados ativamente com a
participacdo conjugada do coadju-
vante elaborado como parte integran-
te do processo ('%#%). Esse meca-
nismo pode explicar porque o BCG
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morto é menos efetivo para elabora-
¢do da imunidade antituberculosa
(*%). Ha grande evidéncia que o coad-
juvante seja uma proteina dimerica
de 46 KDa, que algumas cepas de
BCG secretam em maiores quantida-
des que outras, influindo assim na
poténcia protetora ().

Se o adjuvante é proteinico, 0s
epitopos imunizantes s&o da nature-
za polissacaridea. Ha muita evidén-
cia que antigenos carbohidratos par-
ticipam no desencadeamento das
respostas imunitarias mediadas por
células (%), Um deles de grande
poder ativador de macrofagos em
animais e no homem, é constituido
por arabinose, manose e galactose
parecendo estar ligado a um peptide
(2") e também possivelmente alipides
(1986) Esse polissacarideo esta em
vias de ser sintetizado (). Os
antigenos proteinicos estao mais re-
lacionados cam as reagoes de
hipersensibilidade dérmica. OPPD é
apenas uma proteina purificada ex-
traidadatuberculina. Esta aindacon-
tém um gltcide que provoca reagoes
de precipitacdo com soro de organis-
mos infectados pelo M. tuberculosis.

Para aumentar o poder prote-
tor do BCG, busca-se identificar o
gene codificador da proteina
dimérica 46KDa e inseri-lo no DNA
do proprio BCG com o objetivo de
criar uma cepa que a elabore em
maior quan-tidade, aumentando sua
capacidade protetora antitubercu-
losa. Outro caminho em pauta e ele-

var o poder imunizante do BCG em-
pregando anticorpos monoclonais
especificos de seus proprios epitopos
e do M. tuberculosis cepa H37 Rv.
Essa cepa recombinante foidesigna-
daBCG-a. Um antigeno polipeptidico
foi preparado baseado em seqtiéncia
de aminoacidos do BCG-a, sendo a
nova cepa chamada BCG-a-P. Co-
baias imunizadas com BCG-a-P de-
senvolvem reacdes imunologicas in-
tensas de respostas celulares de pro-
tecdo (*°). Ha perspectivas de desen-
cadear estas ultimas em organismos
ja infectados pelo M. tuberculosis,
em que pese uma investigagao expe-

rimental com essa cepa, ndo ter pro-

duzido resposta favoravel (*’). Cons-
truir um BCG recombinante de muito
maior poder protetor, € factivel com
ainsercao de genes codificadores de
epitopos do Mycobacterium microti.
Este também conhecido como bacilo
de Wells ou volebacilus, &€ mais
imunizante que o BCG, o que foi
constatado no ensaio da Inglaterra,
no qual ele foi administrado paralela-
mente a coorte de adolescentes. No
computo final, 0 BCG conferiu 78%
de protecao antituber-culosa, e 0 M.
microti mais de 80%. Contudo este
Gitimo nao é recomendado como va-
cina, devido as lesdes locais que
provoca e pelo desconhecimento de
sua patogenici-dade para o homem.
O M. microti produz lesdoes num roe-
dor selvagem "microtis agrestis”,
ocupa posicao fenotipica entre M.
tubercu-losis e M. bovis, seu DNA
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temn grande homologia com esses
dois germes e seus extratos
imunoloégicos tém padrao comum a
eles: ha tendéncia de integra-lo no
Complexo M. tuberculosis (°).

As investigacdes em curso
para se construir um BCG recombi-
nante com genes codificadores do
epitopos imunizantes do M. microti,
M. tuberculosis e provavelmente de
mais outras microbactérias, abrem
perspectivas promissoras da obten-
cao de cepa BCG muito mais potente
do que atualmente se emprega e
com capaci-dade de proteger ndo so
contra a primo-infecgao como contra
os demais estagios da tuberculose.

Para avaliar os varios tipos de
BCG geneticamente transformados
ndo ha necessidade dos estudos
prospectivos epidemiolégicos que le-
vam anos para fornecer conclusoes.
A afericdo do seu poder protetor e
inclusive de epitopos imunizantes,
pode ser feita por meio de celulas e
linfocina, clonadas, envolvidas no
processo da imunidade antituber-
culosa. (*"*%). Macrofagos e linfocitos
T com linfocina inibidora do cresci-
mento do M. tuberculosis, cultivados
in vitro e postas em contato sob con-
dicdes adequadas com o antigeno a
ser avaliado, fornecem resposta ra-
pida quanto a capacidade de impedir
a multiplicacdo do M. tuberculosis e
mesmo destrui-lo. (¥2'). O método é
valioso. Os testes podem ser medi-
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dos e monitorados. Todavia é preciso
cautela, pois nem sempre 0s resulta-
dos podem ser transferidos integral-
mente para expressar a protecao no
organismo humano.

Como se disse no inicio desse
item, a transferéncia de material ge-
nético de uma bactéria para outra, se
opera por meio dos plasmideios ou
bacteri6fagos, ,sendo estocadosden-
tro do E. coli porque este oferece
maiores facilidades de manipulagao.
Nio obstante, sO um germe, entre
1000 a 10000 unidades aceita o vetor.
Nas micobactérias o problema é mais
dificil devido a carapaca cero-lipidi
que constitui grande obstaculo a pe-
netracdo de um vetor. Por isso a
transformacao genética do BCG exi-
ge técnica sofisticada e especial, que
é abordada no item seguinte.

7 - Constru¢cao de um BCG
Polivalente

Outro grande'avango com re-
percussao na estratégia geral das
vacinagdes, € a construgdo de um
BCG servindo de veiculo para diver-
sas vacinas. Desde logo surgiu a
idéia de reforcar sua capacidade pro-
tetora, jé
hanseniase. Ha largo espectro de
homologia antigénica entre o M.
tuberculosis e M. leprae. Na década
dos anos 40 iniciaram-se pesquisas,
inclusive entre nés, demonstrativas
da capacidade do BCG, tornar os

existente contra

individios positivos a lepromina (rea-
¢ao de Mitsuda), mesmo os recem-
nascidos (°). A resposta positiva a
lepromina exprime forma de resis-
téncia a lepra lepromatosa.

Estudos efetuados ulterior-
mente, consignaram niveis divesos
de protecao do BCG contra o M.
leprae: em Uganda 80%, Malavii 45%
a 60%, Nova Guiné 44%, Sulda india
24% a 30%, Burma 20% (&2%%). Tam-
bém aqui, fatores estranhos ao BCG
devem ter influido na discre-pancia
dos resultados, como sucedido nos
estudos prospectivos relativos a pro-
tecao antituberculosa.

A protecao do BCG contra a
hanseniase tem todas as chances de
ser melhorada, nao obstante nao se-
rem ainda conhecidos todos os
antigenos envolvidos no processo
imunoloégico, das micobatérias. Tra-
tando-se de imunidade mediada por
celulas, pesquisas sugerem que
epitopos produzidos pelos linfocitos
T e linfocinas tem larga participacao
no processo. Estando ja clonado o
genoma do M. leprae, o caminho
para a identificagao de todos os
genes codificadores dos antigenos
imunizantes, esta aberto.

No estado atual dos conheci-
mentos ha todo o interesse na cons-
trucdo de um BCG bivalente de alto
poder protetor contra o M.
tuberculosis e M. leprae. Na
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Venezuela empregou-se uma mistu-
ra de BCG e M. leprae mortoz, com
resultados animadores contra a lepra
lepromatosa ('"). Nos M. tuberculosis
e M. leprae existem epitopos
imunizantes produzindo protecgao
cruzada, e explora-se a possibilidade
de identificar antigenos especificos
ainda mais potentes, assim como a
sintetizacao de hidrocarbonetos e
peptides também especificos, para
inseri-los no DNA e BCG, reforgando
neste o poder protetor antileprotico
(5*); estes ultimos estdao sendo
clonados para investigar sua
estimulacdo asrespostasdas células
T e macrofagos. Os que se revelam
com maior poder imunogénico nas
provas in vitro estao sendo inseridos
no DNA e BCG (*). O banco do
genoma do M. leprae, ja constituido
esta servindo para alimentar essas
pesquisas de construcadode um BCG
bivalente conferindo protecao contra
as duas micobactérias responsaveis
pelas duas doencas de maior signifi-
cacgao epidemiologica: tuberculose e
lepra.

O BCG presta-se muito bem
com veiculo para diversas vacinas.
Ha 30 anos que se demonstrou nao
haver qualguer inconveniente na ad-
ministracao simultdnea de BCG com
outras vacinas. O Programa Amplia-
do de Imunizacdo recomenda a apli-
cacao simultanea do BCG com a
vacina oral antipoliomielite, e vaci-
nas contra difteria, coqueluche, sa-
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rampo e tétano (788,

Com a engenharia genética
insere-se no DNA do BCG, elemen-
tos imunizantes do genoma de
batérias e virus, agentes causais de
varias doencas. Constroi-se assim
um BCG polivalente.

A escolha do BCG como vei-
culo multivacinal, alicerga-se nos
seguintes dados fundamentais:

- Nos ultimos 40 anos adminis-
traram-se 3 bilhdesde dosesde BCG,;
mais de 70% das criangas no mundo
rceberam essa vacina (*2%%).

- E a vacina que tem a mais
baixa incidéncia de efeitos indese-
javeis sérios; extensarevisao da lite-
ratura consigna o baixo indice de
0,0004%. (*). Nao produz compli-
cagdes nas criangas HIV positivas,
assintomaticas e é recomendada nos
filhos de mies infectadas com esse
virus (44.60.84)

- E a Unica vacina, ao lado da
vacina oral antipélio, recomendada a
recem-nascidos.

- Com uma s6 dose produz
imunidade que se mantém por 10 a

15 anos.

- E 0o maiorindutorde imunida-
de mediada por células.

Contudo nao é facil fabricar

um BCG transformado genetica-
mente. Isso porque como foi registra-
do no item anterior, a membrana
Cero-lipidica da microbatéria € ex-
trema-mente refrataria, obstaculi-
zando a passagem de material estra-
nho com plasmidios ou bacteriofagos
veiculando material genético.

Para contornar essa dificulda-
de, no Departamento de Micro-biolo-
gia e Imunologia do Albert Einstein
College of Medicine, N. York (72%%),
engendrou-se procedimento enge-
nhoso baseado fundamentalmente
na construcdo do "fasmidio” que é a
fusdo do bacteriofago com o

1* FASE

rapida

Plasmidio hibrido no qual sao inseridos:

microrganismo
b - gene “"replicon™
¢ - gene de resisténcia a kanamicina

3* FASE

a droga.

Plasmidio do M. fortuitum de multiplicagao
dificil Plasmidio do E. Coli de multiplicagao

Q(— fusﬁu.,o Q

a - gene de micobactéria ou de outro

QUADRO 4
TRANSFORMAGAO GENETICA DO BCG POR MEIO LE FASMIDIO, VETOR
CONSTRIDO PARA TRANSPORTAR E INSERIR NO BCG GENES DE
MICOBACTERIAS E DE OUTROS AGENTES

2* FASE
Conjugacgao do micobacteriéfago com plasmidio
hibrido.

Fasmidio

._

Introducgao no E. coli
Adicao de kanamicina

ﬁc)

S6 se multiplicam as bacterias que
aceitam o fasmidio porque se tornam
kamicino - resistentes.

Introducdo dos fasmidios no BCG lesando a membrana por “electroporation”. Adigao de
kanamicina. Sé se multiplicam as bactérias que aceitam o fasmidio porque tornam-se resistentes

- b ' B - " r' ™
 S—_ . | A y \, J R

e outros agentes infecciosos.

Construcao de cepade BCGcomtransformagdogenética, de agdo polivalente contra micobactérias
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plasmidio. O termo fasmidio é com-
posto com o inicio da palavra fago e
o final de plasmidio. Assim foi possi-
vel pela primeira vezintroduzirgenes
estranhos numa microbatéria, no
caso o BCG.

O Unico vetor capaz de intro-
duzir DNA estranho nas micobatérias
€ 0 micobacteriofago. Conhecem-se
relativamente poucos micoba-
teriéfagos; tém a vantagem de per-
manecerem imutaveis mesmo que a
micobatéria se torne resistente as
drogas antimicobaterianas. Para in-
serir genes estranhos na mico-
batéria, mesmo transportado pelo
micobateriéfago € preciso grande
quantidade deles para aumentar as
chances de éxito nessa operacao de
transferéncia. Faz-se portanto a fu-
sao daquele com o plasmidio, se-
guindo-se a inser¢ao no E. coli, que
duplicando-se a cada 20 minutos, em
poucas horas produz milhbes de co-
pias, para se fazer entao sua introdu-
¢ao no BCG. Dessa forma o material
genetico replica-se como plasmidio
no E. colie como fago no BCG. Em
sintese € essa a operagdao com o
fasmidio, que esta sintetizada no
quadro 4 e vai a seguir resumida em
trés fases: Primeira fase - usou-se o
plasmidio de sigla pAL 5000 do M.
fortuitum, bactéria esta de cresci-
mento rapido; nao obstante a multi-
plicagdo desse plasmidio ndo é facil,
razao porque foi feita sua hibridagao
com o plasmidio de sigla p/J666 de

E.coli, que é de replicagao rapida.
Nesse plasmidio hibrido inseriu-se o
gene estranho a sertransportado, um
gene "replicon" para ativar a
replicagao e o gene codificador da
resisténcia a kanamicina para servir
de marcador. Segunda fase - conju-
gacao do plasmidio hibrido com o
micobacteriéfago; forma o fasmidio.
Este € introduzido no E. coli. As uni-
dades que aceitam o fasmidio tor-
nam-se resistentes a Kanamicina
(47). Estadroga € adicionada a cultu-
ra na qual s6 se multiplicam os genes
contendo o fasmidio com o0 gene
codificador da resisténcia a
kanamicina. Terceira fase - trans-
feréncia dos fasmidios para cultura
de BCG. Para vencer a resisténcia
da membrana cero-lipidica da
micobactéria, emprega-se a técnica,
em lingua inglesa denominada
"electroporation”, pela qual o DNA é
carregado eletricamente e a célula
micobateriana € submetida a poten-
cial elétrico muito elevado, por rapi-
dos periodos. A carapaca cero-
lipidica sofre uma espécie de
abrasao, facilitando a passagem de
fasmidios que operardo a transfor-
magao geneéetica do BCG. Aqui tam-
bém se adiciona kanamicina ao meio
de cultura, multiplicando-se somente
as micobaterias que aceitam o
fasmidio porque se tornaram resis-
tentes a droga.

Compreende-se 0 alto signifi-
cadodaconstrucaode cepasde BCG
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de agao polivalente gragas a enge-
nharia genética.

Para construir um BCG
multivalente, levara aindalongo tem-
po, porque sera necessario primeira-
mente identificar quais 0s epitopos
Oou genes com maior propriedade
Imunogénica, de pelo menos cerca
de uma dezena de bacteérias e virus,
que serao escolhidos para serem in-
seridos no BCG e neste se expressa-
rem. E um trabalho complexo e
lento. Para obviar essa dificuldade
no mesmo Departamento de
Microbiologia da Escola Médica
Albert Einsten, engendrou-se um
modelo revolucionario que podera
em pouco tempo fornecer um BCG
polivalente (7,8). Em ultima analise a
operacao consiste no seguinte:

- preparacao de vetores
plasmidios contendo em conjunto
todos o0s genes dos agentes
patogénicos escolhidos para se ex-
pressar no BCG

- insergdao dos plasmidios,
transformados em fasmidios, no
BCG, pela tecnica "eletroporation".
Cada unidade da cultura expressara
alguns ou um so gene ou epitopo do
agente patogénico considerado. To-
dos os genes BCG em conjunto con-
tem o total do genoma do referido
agente.

- introdugcao de unidades de
BCG norato. Estes ulteriormente sao
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inoculados com doses letaisdo agen-
te.

- sobrevivem somente os ani-
mais que desenvolveram imuni-
dades efetiva contra o agente inocu-
lado.

- das unidades de BCG cujos
animais sobreviveram, os fasmidios
serao recuperados, porque albergam
ogene codificadordo antigeno prote-
tor, cuja estrutura serd entao facil-
mente identificada. Os autores con-
sideram essa estratégia elegante e
revolucionarias porque faz a clona-
gem dos genes codificadores dos
antigenos imunizantes antes mesmo
que sua estrutura seja identificadé,
representando enorme economiade
trabalho e de tempo.

Pelo exposto até aqui, infere-
se haver promissoras perspectivas
da construgéo de cepas de BCG com
maior potencial protetor contra a tu-
berculose e com expectro de imuni-
zagcdo mais extenso protegendo os
organismos ja infectados com o M.
tuberculosis, das
endégenas e reinfeccoes exogenas.
Ha também larga evidéncia do au-
mento da protecdo do M. leprae e
com largas possibilidades de
extendé-las a outra micobatérias,
espe-cialmente as do Complexo
avium-intracelulares.

reativacoes

Por fim ha a auspiciosa pers-
pectiva da obtengao de um BCG

como vacina universal. Indubitavel-
mente ha ainda muito trabalho para
concretizacdo de uma vacina
polivalente eficiente contra varias
doengas que sdo problemas de sau-
de publica. A possibilidade de ex-
pressar no DNA do BCG genes
codificadores de antigenos
imunizantes de diversos agentes
patogénicos abre os caminhos para
uma vacina polivalente universal o
que representara excepcional pro-
gresso no‘campo da epidemiologia.
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