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RESUMO

Objetivo: Demonstrar a aplicabilidade da silica do tipo SBA-15
como adjuvante nas imunizagdes com a proteina recombinante
HBsAg do virus da hepatite B, principal componente da
vacina Butang® produzida pelo Instituto Butantan. Neétodos:
Camundongos BALB/c receberam, pela via oral ou subcuténea,
0,5 ug do HbsAg adsorvido/encapsulado @ SBA-15 ou adsorvido
ao Al(OH),. Para avaliar a resposta imune secundéria, uma dose
de reforgo foi administrada subcutaneamente 30 dias apds a
primeira imunizacao. Amostras individuais de soro e fezes foram
coletadas periodicamente para titulagdo de anticorpos especificos
por ELISA. Resultados: A anélise de IgA secretada mostrou que
camundongos imunizados pela via oral com HbsAg em SBA-15
apresentaram aumento nos niveis de anticorpos especificos
nas respostas priméria e secundéria. Ainda, apés o reforco,
observaram-se maiores niveis de IgA e IgG séricas anti-HBsAg
no grupo preparado com HBsAg:SBA-15 pela via oral. Todos
os grupos imunizados apresentaram maior producédo de IgG1.
Conclusao: Os resultados indicam o uso promissor da silica SBA-15
como adjuvante, especialmente nas imunizagdes pela via oral.

Descritores: Hepatite B; Vacinacdo oral; Adjuvantes; Memdria
imunolégica

ABSTRACT

Objective: To evaluate the applicability of SBA-15 silica as an adjuvant
in immunizations with purified particles of the viral protein HBsAg,
the main component of hepatitis B vaccine, Butang®, produced by

Instituto Butantan. Methods: BALB/c mice orally or subcutaneously
received 0.5 ug of HBsAg adsorbed/encapsulated to SBA-15 or
adsorbed to AI(OH),. To assess the secondary immune response,
a subcutaneous booster was administered 30 days after the first
immunization. Individual serum and fecal samples of each group were
periodically collected for specific antibody titration by ELISA. Results:
Analysis of secretory IgA showed that mice orally primed with HBsAg
on SBA-15 had increased levels of specific antibodies in primary and
secondary immune responses. Specific serum IgA and IgG titers in
HBsAg:SBA-15-orally immunized mice reached higher levels after
the booster, demonstrating the effectiveness of oral vaccination with
the use of silica. All immunized groups showed higher IgG1 levels.
Conclusion: Our results clearly indicate the promising use of SBA-15
as an adjuvant, especially in oral immunizations.

Keywords: Hepatitis B; Oral vaccination; Adjuvants; Immunological
memory

INTRODUGAO

Apesar da disponibilidade de vacinas profildticas
eficientes, a infeccao pelo virus da hepatite-B humano
(HBV) e suas doengas associadas ainda representam
um problema de satde publica. A Organizacao
Mundial da Saide (OMS) estima que cerca de dois
bilhoes de pessoas mundialmente tém evidéncias de
uma infecgao prévia ou atual por HBV, e mais de 350
milhoes de pessoas tém infeccdo cronica por HBV.
Estima-se ainda de 1 a 1,5 milh6es de mortes por ano
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por doengas hepadticas relacionadas ao HBV, como
cirrose e cancer hepaticos!,

HBV ¢é um pequeno virus com envelope de DNA
que pertence a familia Hepadnaviridae. A particula
infecciosa contém um nucleo capsideo icosaédrico que
consiste de DNA circular revestido por um envelope de
dupla camada lipidica em que sdo inseridas proteinas
grandes (G), médias (M), e pequenas (P). Além das
particulas virais contagiosas, as células infectadas
pelo HBV produzem grande quantidade de particulas
subvirais ndo infecciosas de forma esférica ou
filamentosa com 22 nm de diametro®”.

A prevencao por vacinagao é uma estratégia singular
e eficaz para evitar a doenga. Vdrios fabricantes de
vacinas usaram tecnologia de DNA recombinante para
expressar a proteina de superficie S do HBV (HBsAg)
em leveduras. Em 1996, o Instituto Butantan iniciou a
produgao da vacina recombinante para hepatite B, que
também contém particulas altamente purificadas da
proteina recombinante S de superficie adsorvidas em
hidroxido de aluminio (AI(OH),). Essa vacina, Butang®,
tem a mesma eficicia e seguranca que as vacinas
importadas e também emprega técnicas de engenharia
genética usando leveduras Hansenulla polymorpha como
vetores bioldgicos. Esse sistema realgou a expressao
proteica de quatro a dez vezes e diminuiu os custos
finais da vacina de modo significativo®.

Embora considerado eficiente e indcuo, o adjuvante
no preparo de Butang®, o AI(OH), pode levar a
efeitos colaterais como inflamacdo local exacerbada,
granuloma e até necrose. Ademais, o alume suscita de
forma predominante a polarizacdo da resposta imune
T, 2, que € menos eficaz contra infecgdes virais®*'?).,

Portanto, ha um interesse crescente em investigar
novas estratégias de imunizacdo e, em especial, o
desenvolvimento de adjuvantes que nao interfiram na
polarizacao da resposta imune, além de serem seguros,
viaveis em termos econdmicos, quimicamente estaveis, e
capazes de modular de forma positiva a resposta imune
de individuos que respondem pouco, como o0s idosos e
os imunodeprimidos®1?,

Ja que a via natural da maioria das infecgoes ¢é
através da mucosa, e a imunizagdo pela mucosa é
0 meio mais eficaz de imitar a indugdo da protecao
natural, é importante salientar todos os beneficios de
imunizac¢des semagulhas. Asvacinasoraissaofacilmente
administradas e os efeitos colaterais sdo minimos.
Infelizmente, em funcdo do meio ambiente gastrico
hostil, o desenvolvimento de resposta imunoldgica local
e sistémica ¢é prejudicado!19),

As particulas de SBA-15 tém uma estrutura
altamente organizada e, por causa de suas propriedades
fisico-quimicas, apresentam um grande potencial para
aplicacdo em diferentes areas. Esses materiais sao
capazes de interagir com atomos, ions € moléculas, nao

apenas na superficie, mas também dentro dos nanoporos
de aproximadamente 10 nm de diametro!'?). Essasilica
¢ sintetizada em meio 4cido e tem uma estrutura com

notavel estabilidade térmica, hidrotérmica, € mecanica
(Figura 1). Recentemente, nosso grupo demonstrou o
potencial adjuvante de SBA-15 e hoje ha varios estudos
promissores em curso no Laboratério de Imunoquimica
do Instituto Butantan®2),
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Figura 1. SBA-15 silica mesoporosa nanoestruturada. (A) Microscopia Eletronica
de Transmissao (TEM) de silica SBA-15, com destaque para a estrutura porosa
hexagonal organizada com didmetro médio de poro de aproximadamente 10 nm.
(B) Imagem de Microscopia Eletronica de Varredura (SEM) de particulas de SBA-
15 de cerca de 30 um de didmetro, mostrando a morfologia macroporosa

OBJETIVO

Avaliar a aplicabilidade de silica SBA-15 como
adjuvante em imunizagdes com particulas purificadas
da proteina viral HBsAg, o principal componente da
vacina contra hepatite B, Butang®, produzido pelo
Instituto Butantan.

METODOS

Animais

Fémeas BALB/c isogénicas de camundongos com
8 a 12 semanas de vida, fornecidas pelo Instituto
Butantan, foram mantidas no biotério do Laboratdrio
de Imunoquimica, sob condicdes éticas, segundo
as regras internacionais de cuidados de animais
(International Animal Welfare Recommendations)®.
Todos os experimentos em animais foram aprovados
pelos Comités de Etica de Uso e Cuidado de Animais
do Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade
de Sao Paulo e do Instituto Butantan.

Sintese de silica SBA-15

As amostras de SBA-15 foram sintetizadas usando um
copolimero tribloco de poli-(6xido de etileno)-poli-
(6xido de propileno)-poli-(6xido de etileno) (Pluronic
P123, EO, PO, EO,, M, = 5800 - BASF Chemical Co.,
Mount Olive, NJ, EUA) como molde de micelas. A fonte
de silica para polimerizagao foi tetraetil ortossilicato
(TEOS), adquirido de Fluka/Sigma Chemical Co.
(Milwaukee, WI, EUA). O acido cloridrico foi comprado
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da Fisher Scientific Co. (Pittsburgh, PA, EUA). A
caracterizacao de sintese e adsorcdo das amostras foi
feita conforme descricao por Matos et al.®.

Imunizacao de camundongos

Os camundongos BALB/c (n = 5/grupo) receberam,
por injecdo subcutianea (SC) ou gavagem, 0,5 ug da
proteina HBsAg adsorvida ou ndo em SBA-15 em um
volume final de 0,25 mL de PBS. O HBsAg foi misturado
na proporcao de 1:10 antigeno: SBA-15, v/v (0,5 ng e
5 ug, respectivamente). As misturas foram mantidas em
repouso a4°Cpor 24 horas antes das imunizacoes. Como
controles, avaliamos os niveis de anticorpos especificos
em animais nao imunizados. Os camundongos também
foram imunizados subcutaneamente com 0,5 ug do
HBsAg adsorvido em 6,25 ug Al(OH),, em um volume
final de 0,25 mL para analises comparativas futuras.
Para avaliar a resposta imune secunddria, todos os
grupos experimentais receberam uma segunda dose
subcutanea do antigeno, adsorvido ou nao em SBA-15
ou Al(OH),, 30 dias ap0s a primeira dose.

Amostras individuais de sangue do plexo venoso
retro-orbital e amostras fecais foram periodicamente
coletadas para deteccdo de titulos de anticorpos
especificos e posterior quantificacio por ELISA
(Enzyme-Linked Immunosorbent Assay).

Coleta de extrato de pellets fecais

Pellets fecais frescos de camundongos imunizados
com BALB/c por via oral foram coletados e pesados.
Cinco mililitros de uma solucdo inibitéria (fluoreto de
fenilmetilsulfonil - PMSF) 1 mM foram adicionados, BSA
a 1% em PBS por 1 g de pellet fecal. Apds 15 minutos,
o material foi vigorosamente misturado em vdrtice e as
amostras foram centrifugadas a 20.000 x g por 10 minutos.
Os sobrenadantes foram removidos e guardados a
temperatura de -80°C até o ensaio por ELISA.

ELISA para anticorpos anti-HBsAg

Microplacas com propriedades de alta ligacao (Maxisorp
Nunc International, Rochester, NY, EUA) foram
revestidas com 1,5 ug/mL de HBsAg diluido em tampao
de carbonato-bicarbonato com pH 9,6 e incubadas por
1 hora a 37°C, que depois foi alterado para 4°C por
18 horas. A seguir, as placas foram lavadas com PBS
contendo 0,05% Tween (PBS-T) e depois bloqueados
com 0,5% de gelatina em PBS por 2 horas a 37°C. O
procedimento de lavagem foi repetido. As amostras
foram distribuidas, diluidas em série em PBS-T/gelatina
0,5%, e incubadas por 1 hora, a 37°C, a fim de quantificar
IgG e seus is6topos, e por 18 horas, para IGA sérica e
secretada. As microplacas foram submetidas a outro
procedimento de lavagem e foram adicionados 100 uL
de anti-IgG (diluicao 1:2000), anti-IgG1 e anti-IgG2a
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(diluidos a 1:1000), ou anti-IgA (diluido a 1:500)
rotulados com peroxidase (Promega Co., Madison,
WI, EUA). As placas foram lavadas e incubadas no
escuro, a temperatura ambiente, com um substrato
tampao (20 mg OPD diluido em 40 mL de tampao de
citrato-fosfato com pH 5,0; H,0, a 0,3%). A reagéo foi
interrompida com 50 uL/poco de acido citrico 0,2 M e a
absorbancia foi medida a 450 nm usando o leitor ELISA
(Multiskan - Labsystems, Helsinki, Finlandia). Os titulos
foram calculados desconsiderando 20% da absorbancia
de dilui¢ao da saturagao e foram expressos como log,.

Analise estatistica

Os resultados foram expressos como valores médios +
desvio padrao. A significancia estatistica foi determinada
pelo teste ¢ nao pareado e fixada em p < 0,05, usando o
programa GraphPad Prism 4.0 (La Jolla, CA, EUA).

RESULTADOS
Resposta especifica de anticorpo anti-HBsAgc

Imunizacao subcutanea
Para a avaliacao de IgG especifica e seus isotipos,
amostras sanguineas foram periodicamente coletadas
para titulacdo de anticorpos. Apds a primeira dose,
7, 14, e 30 dias, nenhum nivel de anticorpo sérico foi
detectado em qualquer dos grupos experimentais.
Os niveis de IgG, ap6s o reforco, medidos 7, 14, e 30
dias apds a segunda dose foram maiores em ambos
os grupos, de SBA-15 (5,2 log,, 7,8 log, ¢ 9 log)) e de
Al(OH), (11 log,, 11 log, € 9,6 log,). Foi detectada uma
diferencga significante nos titulos de IgG entre os grupos
no dia 7 apods o reforco (p < 0,05), que mostravam
melhor resposta humoral apds imunizagao subcutanea
com AI(OH), (Figura 2A). Assim, estd patente que
ambos os adjuvantes levaram a soroconversao.

Respostas de subclasses especificas de IgG foram
avaliadas em ambos os grupos imunizados por via
subcutanea, ap6s a segunda dose nos dias 7, 14, e 30 apds
as imunizacoes. Os titulos anti-HBsAg de IgG1 foram
igualmente altos, tanto nos grupos HBsAg:Al(OH),
(10,2 log,, 12,5 log, e 12 log,) quanto no HBsAg:SBA-
15 (7,4 log,, 10,4 log, ¢ 9 log)) (Figura 2B). Entretanto,
no dia 7 apds a imunizacdo, uma diferenga significante
foi observada entre os grupos (p < 0,05), indicando
claramente que os animais que receberam a formulagao
com Al(OH), apresentaram niveis mais elevados de IgG1
(Figura 2B).

Os titulos especificos de IgG2a, detectados 7, 14, e
30 dias ap0s o reforgo, foram 8 log, 8.5 log, . 7.8 log,,
respectivamente, no grupo Al(OH), ¢ 5,8 log,, 6,6 log,,
6,8 log, no grupo de silica (Figura 2C).
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Figura 2. Producéo de anticorpos por camundongos BALB/c imunizados por via oral
ou subcutanea. (A) Niveis séricos de IgG, (B) IgG1, (C) IgG2a anti-HBsAg (n = 5
animais/grupo). Titulos de anticorpos medidos por ELISA, nos 7, 14 e 30 dias depois
do reforgo, administrado por via subcuténea, 30 dias apés a primeira imunizagao.

0 grupo de animais imunizados com rHBsAg foi utilizado como referéncia para a
andlise do teste ¢ de Student ndo pareado, *p < 0,05; *** p < 0,001. Titulos

de anticorpos nos dias 7, 14 e 30 ap6s o reforgo também foram usados como
referéncia para andlise pelo teste ¢ de Student ndo pareado, ° p < 0,05

Animais imunizados com Al(OH), mostraram
titulos mais altos de anti-HBsAg IgG1 em comparagao
com IgG2a, com diferenga estatistica (p < 0,05),
demonstrando uma discreta predominancia de uma
resposta T2 (Figura 3).
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Figura 3. Producéo de anticorpo IgG1 e IgG2a por camundongos BALB/c
imunizados por via subcutanea. Niveis séricos de anticorpos IgG1 e IgG2a anti-
HBsAg (n = 5 animais/grupo). Titulos de anticorpos medidos por ELISA 7, 14 e
30 dias apds o reforgo, administrados por via subcutanea 30 dias apds a primeira
imunizagao. As respostas de IgG1 e IgG2a entre os grupos foram usadas como
referéncia para andlise pelo teste ¢ de Student nao pareado, *p < 0,05

Imunizacao oral

Para determinar o uso de SBA-15 como adjuvante oral,
camundongos BALB/c foram imunizados com HBsAg
em PBS ou HBsAg adsorvido em silica. Ap6s a primeira
administracao, nenhum titulo de anticorpo sérico
especifico (IgG, IgG1, IgG2a, e IgA) foi detectado em
qualquer um dos grupos.

Os soros coletados 7, 14, e 30 dias apds a segunda
imunizacao SCforam avaliados quanto a IgG especificae
suas respostas de isotipos. Os camundongos imunizados
apenas com HBsAg nao mostraram soroconversao
(Figura 2A).

Por outrolado, arespostalgGno grupo HBsAg:SBA-
15 foi maior: 9,2 log,, 10,6 log,, € 10 log, nos dias 7,
14, e 30 ap6s o reforco, demonstrando uma diferenca
estatistica 14 dias ap6s a segunda dose, em comparagao
com os primeiros 7 dias (p < 0,001) (Figura 2A). Os
titulos anti-HBsAg de IgGl foram 9 log,, 10,2 log,,
10 log,; enquanto os titulos de IgG2a foram 6 log,
6,2log,, 7,4 log, (Figura 4) nos animais imunizados com
silica. Os camundongos imunizados sem SBA-15 nao
responderam. Apds a primeira imunizacao oral com
HBsAg:SBA-15, houve uma predominéncia de resposta
T2, com maior producdo de IgG1 (9,7 log,)) em vez de
IgG2a (6,4 log,) (p < 0,005) (Figura 4).

Titulos séricos especificos de IgA apenas foram
detectados no grupo HBsAg:SBA-15, 10 dias apds o
reforgo por via subcutanea (4,5 log,) (Figura 5A).

A analise de IgA secretdria (s-IgA) mostrou que os
titulos de anticorpos do grupo imunizado oralmente
com HBsAg:SBA-15 foram maiores que os niveis de
s-IgA do grupo imunizado sem silica. Dez dias apds a
primeira imunizagao, os titulos de s-IgA foram 3 log, no
grupo HBsAg:SBA-15 e permaneceram estaveis apos o
reforgo SC (Figura 5B).
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DISCUSSAO

O sistema imunolégico ¢ uma rede complexa que
envolve ativacao, regulagio e supressao, caracteristicas
resultantes de interacOes que envolvem células e
moléculas. Essa rede essencialmente pleiotropica é
controlada por polimorfismo génico de altos valores
adaptativos de caracteristicas (MHC, Sistema do
Complemento, genes que regulam as expressoes de
variadas regioes de imunoglobulina), e as principais
funcdes imunobioldgicas (producdo de anticorpos,
reatividade inflamatdria, tolerancia) sao submetidas a
controles poligénicos que sdo, pelo menos parcialmente,
independentes.

A influéncia de fatores ambientais na expansao de
doencas infecciosas, tais como a introducio de novos
antibidticos e vacinas que exercem pressao seletiva sobre
um dado patdégeno, muda as taxas de resisténcia de um
micro-organismo. Ha outros fatores ambientais que agem
tanto na capacidade e na intensidade da responsividade
imunolégica a um dado imundgeno, modulando as
caracteristicas determinadas geneticamente. Esse é o
caso dos adjuvantes, quer sejam artificiais ou naturais.

Por isso € tdo importante estabelecer cronogramas
eficientes de vacinagao, com planejamento apropriado
de doses de antigenos e intervalos adequados entre as
imunizacoes®.

Além da eficiéncia de todas as vacinas disponiveis
comercialmente contra a hepatite B, ¢é sempre
importante considerar alternativas para diminuir os
reforcos e os custos por dose. Ademais, a possibilidade
de desenvolver vacinas administradas por via oral é de
grande importancia. Imunizacoes sem uso de agulhas tém
um amplo espectro de vantagens em relacdo a outras vias
de administracao. Todavia, ha limitagdes para o sucesso
de uma vacina oral. Os antigenos proteicos geralmente
falham em gerar respostas imunes locais e sist€émicas
detectaveis, em fungao do meio gastrico hostil®.

Resultados recentes obtidos de imunizacoes
orais com vacinas para hepatite A e gama globulina
humana (HGG) adsorvida em SBA-15 demonstraram
a aplicabilidade de SBA-15 como suporte de antigenos,
protegendo os epitopos contra degradacao e permitindo
o desenvolvimento de uma resposta imune eficiente e
especifica®).

Ao comparar a formulagdo que usa AI(OH),
como adjuvante de sua proteina recombinante
HBsAg adsorvida em SBA-15, ficou claro que, ap6s
imunizacoes SC, foi obtida uma forte resposta de
anticorpo contra HBsAg. Mesmo assim, quando
primeiramente administramos uma dose por via oral
com a proteina recombinante em silica, ficou claro que
osistema imunoldgico estava preparado, levando auma
resposta humoral igual em comparacdo a imunizagao
parenteral (Figura 2). Sabe-se que as doses maiores de
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antigenos ou arepeticao davacinanio necessariamente
resultaram em protecao. Consequentemente, este
¢ um resultado significante quando consideramos a
combinac¢do da administracdo oral e parenteral. Talvez
seja possivel diminuir o nimero de doses de vacina,
ja que a producdo de anticorpos foi detectada apds
a segunda injecao de reforco e nio apenas apds uma
terceira dose, como € comum. Além disso, sera possivel
introduzir imunizacdes orais no esquema de vacinas.

Outro fator relevante ¢ que apds a primeira
imunizacdo oral, foi identificada boa produgao
local de anticorpos (s-IgA), provando sua eficicia e
fortalecendo nossos planos de estudar o uso dessa silica
em vacinas orais (Figuras 4 ¢ 5). Apds o preparo por
via oral, é possivel que células imunoldgicas especificas
tenham sido ativadas, levando ao desenvolvimento bem
sucedido de memdria imunoldgica.

Jase sabe que o HBsAg tende a induzir uma resposta
imune de T,;2 com uma grande producao de IgGl1. Este
padrao de T, 2 pode se dever, em parte, a administragao
subcutanea e a presenca de Al(OH), na formulagao da
vacina®,

CONCLUSAO

Os resultados obtidos corroboram a ideia de uso
promissor de SBA-15 silica como um adjuvante/veiculo,
mesmo para imunizacdes orais. Quando comparado a
vacinas para o HBV atualmente em uso, SBA-15 poderia
antecipar e realcar a resposta humoral ap6s imunizagoes
orais e subcutaneas com uma discreta predominéincia
de resposta imune tipo T, 2. Em imunizacOes orais,
acredita-se que essas particulas ajam na protecao fisica
de antigenos ou epitopos imunodominantes, auxiliando
em sua liberacdao vagarosa e ativacao eficiente do
sistema imunoldgico, e na inducdo competente dessa
memoria imunoldgica.
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