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0 professor Marcelo Brocchi, coordenador do projeto: “A melhor maneira de imunizar um individuo é mimetizar ao maximo a infecgao”

Bacterias a favor do homem

Pesquisadores do
IB desenvolvem
Mmicroorganismos
geneticamente
modificados
capazes

de induzir
respostas
imunologicas

LUIZ PAULO JUTTEL

Especial para o JU

eres geneticamente mo-

dificados possuem uma

ampla gama de aplicagdo

cientifica. O aumento da

produtividade ¢ o con-
trole mais eficaz de pragas no setor
agricola ja sdo uma realidade. Ha
mais de 10 anos sao produzidos
clones animais e, atualmente, muito
se fala sobre o poder de cura das
células-tronco. No entanto, pouco
se comenta sobre o potencial de ela-
boragdo de vacinas inteligentes que
essas técnicas possuem. Nesta area,
pesquisadores do Instituto de Biolo-
gia (IB) da Unicamp desenvolvem
vacinas baseadas em bactérias com
DNA remodelado.

O projeto, coordenado pelo pro-
fessor Marcelo Brocchi, do Departa-
mento Microbiologia e Imunologia,
¢ ambicioso. Seu grupo desenvolve
microorganismos geneticamente
modificados capazes de induzir res-
postas imunoldgicas no hospedeiro.
Um animal que recebe a linhagem
mutante desenvolvida no IB se
torna apto a combater futuras agdes
de bactérias patogénicas daquela
espécie, protegendo-o dessa doenga.
Vale dizer que todo esse processo se
da sem que o hospedeiro sofra com a
viruléncia da bactéria modificada, ja
que trechos apagados do DNA dela

atenuam tal caracteristica.

Vacinas como essa trabalhada no
IB diferem bastante das feitas com
antigenos purificados. Sao varias as
situagdes em que microrganismos
vivos atenuados tém a capacidade de
induzir uma resposta imune protetora
mais efetiva do que a administracao
de um unico antigeno purificado”,
comenta o biologo. “As excecdes
sdo as doengas nas quais a viruléncia
do microrganismo ¢ determinada por
um fator de patogenicidade principal,
como no caso do tétano”.

Isso acontece porque a maioria
dos microorganismos causadores de
doengas apresenta multiplos fatores
de patogenicidade e a inducgdo de
protecao esta diretamente relaciona-
da a resposta imune contra diferentes
antigenos. Além disso, microrganis-
mos atenuados sdo geralmente mais
efetivos na indugdo do sistema imune
associado as mucosas. Este aspecto
¢ importante, uma vez que muitos
patoégenos iniciam a infeccdo do
hospedeiro por esta via.

Esclarecido isso, parte-se para a
escolha da equipe de Brocchi pela
Salmonella enterica como base de
seus estudos. Isso se deu devido as
caracteristicas bioldgicas desse mi-
croorganismo. Essa bactéria € capaz
de invadir e proliferar no interior
de células do sistema imunolégico,
justamente as responsaveis pelo de-
sencadeamento da resposta imune.

Além da agdo direta da salmo-
nela sobre o sistema imunolégico, o
fato do genoma de varias linhagens
desse microorganismo ja ter sido
seqiienciado também pesou na sua
escolha, ja que isso faz com que
genes potencialmente envolvidos na
sua patogenicidade sejam conhecidos
pelos pesquisadores.

A novidade da pesquisa de Broc-
chi ndo estd no uso da salmonela
como carreadora de antigenos, mas
na escolha dos genes alvo que ate-
nuardo a viruléncia bacteriana. Esse
passo ¢ essencial no desenvolvimento
de linhagens vacinais, uma vez que o
desafio maior deste tipo de estudo ¢
encontrar um equilibrio ideal no grau

de atenuacao da viruléncia.

Uma linhagem mutante nao deve
apresentar riscos a saude do hospe-
deiro apo6s a infecg¢@o. Mas, por outro
lado, sua estrutura interna precisa se
manter estavel ao ponto do sistema
imunologico do organismo atacado
ainda a reconhecer enquanto agente
estranho e induzir uma resposta imu-
ne. “Este desafio tem sido o grande
motor de nosso projeto”, revela
Brocchi.

O inicio de tudo

Depois de selecionar o microorga-
nismo que tera o genoma modificado,
os bidlogos da Unicamp tiveram que
escolher e dominar uma técnica de
recombinagao genética, no caso deles
o sistema Lambda Red. “A otimiza-
¢do desta tecnologia para uso com
salmonela levou nove meses para
ser concluida em nosso laboratorio
e foi parte do tema da dissertacao de
mestrado do pesquisador Guilherme
M. T. Mendes”, lembra Brocchi.

Uma vez feito isso, a etapa se-
guinte foi selecionar seqiiéncias alvo
no genoma de salmonela que, uma
vez deletadas, poderiam atenuar a vi-
ruléncia do microorganismo. Através
do uso do sistema de recombinagao
Lambda Red, trechos de DNA foram
“deletados”, abolindo os potenciais
riscos a saude do hospedeiro durante
a colonizag¢ao pelas linhagens atenu-
adas de Salmonella enterica.

O proximo passo foi confirmar a
ocorréncia das delegdes por PCR e
seqilienciamento génico. Uma vez que
o seqlienciamento tenha confirmado
a delegdo, pode-se partir para testes
em camundongos. Nesses testes, as
bactérias mutantes foram inoculadas
em animais para verificar a atenuacao
da viruléncia. “Percebemos que os
animais permaneciam saudaveis ao
longo do experimento. As linhagens
mutantes parecem ter um bom nivel
de seguranca”, observa o coordena-
dor das pesquisas.

O ultimo teste de eficacia da
bactéria geneticamente modificada
consistiu em desafiar os animais
“vacinados” com uma dose letal
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da linhagem selvagem de salmo-
nela. Camundongos “vacinados”
individualmente com duas linha-
gens mutantes desenvolvidas no IB
sobreviveram apds o desafio com a
linhagem patogénica, indicando a efi-
cacia do microorganismo produzido
pela equipe na inducdo de resposta
imune protetora.

Essas linhagens mutantes passam
atualmente por processos de registro
de patente, enquanto outras cinco
estdo em fases de testes com animais.
“Os resultados alcangados até aqui
sdo promissores, mas um extenso
percurso ainda precisa ser percor-
rido até chegarmos ao uso dessas
linhagens como vacinas”, ressalta
Brocchi.

Protecao

Apesar da pesquisa coordenada
por Brocchi se tratar de ciéncia ba-
sica, interessantes aplica¢des podem
ser trabalhadas a partir desse estudo
financiado pela Fapesp. Segundo o
professor do IB, através do emprego
de metodologias de clonagem mole-
cular, genes podem ser inseridos nas
linhagens mutantes de salmonela
para expressar proteinas heterélogas
(ndo pertencentes ao microorganis-
mo). Isso permite que, em tese, a
salmonela expresse qualquer tipo
de antigeno possivel, protegendo o
organismo contra outras doengas,
além da infeccdo causada pela pro-
pria salmonela.

Isso permite que uma grande
variedade de vacinas contra mazelas
tipicas do ambiente brasileiro sejam
estudadas. “Sendo a Unicamp uma
institui¢ao publica de pesquisa, as li-
nhagens vacinais produzidas por nos
poderao ficar a disposi¢do de outros
centros de pesquisas que se interes-
sem em dar seqiiéncia aos estudos.
Nos ja fazemos isso em uma parce-
ria com o professor Fabio Trindade
Maranhao Costa, aqui do IB. Nesse
estudo buscamos desenvolver uma
linhagem vacinal de salmonela que
expresse antigenos do parasita causa-
dor da malaria”, explica Brocchi.

Os resultados do estudo coorde-

nado por Brocchi também podem
trazer beneficios econdmicos ao pais.
O pesquisador conta que até pouco
tempo atras as linhagens modificadas
de salmonelas tinham que ser adqui-
ridas em centros norte-americanos ou
europeus. “Neste caso, se produzisse-
mos algo com valor comercial aqui,
seria necessario fechar acordos co-
merciais com os institutos detentores
das linhagens. O desenvolvimento
desses microorganismos em nosso
territorio garante maior independén-
cia as pesquisas brasileiras”.

Por ultimo, o pesquisador do IB
ressalta que, embora sua pesquisa
nao trate diretamente da producao de
vacinas contra doengas humanas (ne-
nhum teste foi feito em individuos da
nossa espécie até o momento), essa
linha de pesquisa abre interessantes
frentes de trabalho. Um dos pontos
mais importante ¢ trabalhar quais
antigenos as linhagens de salmonela
podem expressar. Outra linha de
pesquisa pode se ater as diferentes
formas de expressao do antigeno em
questdo, buscando uma reposta imu-
noldgica mais efetiva. A isso tudo se
soma o potencial de qualificacdo de
profissionais em diferentes areas da
biologia como a microbiologia basi-
ca, a genética de microorganismo, a
tecnologia de DNA recombinante e
a imunologia. “E preciso ter conhe-
cimento em diferentes areas para
se desenvolver um projeto dessa
espécie. Nesse contexto, a parceria
com diferentes grupos de pesquisa €
fundamental”, finaliza Brocchi.

Cancer

A salmonela tem sido usada tam-
bém em pesquisas que buscam trata-
mentos contra o cancer. Brocchi fala
que ela € uma bactéria que tem ten-
déncia a se direcionar e se multiplicar
muito bem em massas tumorais. Ha
varios estudos, inclusive com testes
em humanos, que mostram redugoes
de massa tumoral em razao do uso de
linhagens atenuadas de salmonela. As
linhagens vacinais produzidas no IB
podem ser trabalhadas, no futuro, em
pesquisas dessa espécie.



