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Dissertacdo apresentada para cumprimento dos requisitos necessarios a obtencéo do
grau de Mestre em Medicina, no contexto da conclusdo do Curso de Mestrado Integrado

em Medicina na Faculdade de Medicina da Universidade de Lishoa.

O presente Trabalho Final foi escrito de acordo com o Novo Acordo Ortogréafico da

Lingua Portuguesa de 1990, em vigor desde 20009.
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SIDA — Sindrome da Imunodeficiéncia Adquirida
VIH — Virus da Imunodeficiéncia Humana

WHO — World Health Organization
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RESUMO

A OMS estimou 340.000 novos casos de Tuberculose no continente europeu em
2014. A diminuicdo da incidéncia ao longo das ultimas décadas levou & mudanca do
paradigma vacinal, sendo que, atualmente, grande parte dos paises europeus apenas faz
vacinacdo dos grupos de risco em detrimento da vacinagdo universal. No ano de 2016,
Portugal passou a fazer dessa lista, contudo, os grandes centros urbanos do pais continuam
a ter incidéncias consideraveis da doenca.

O Bacilo Calmette-Guérin (BCG) € a Unica vacina que reduz o risco de formas
graves de tuberculose na infancia, impedindo a sua disseminacéo, contudo a sua eficacia
contra as formas pulmonares nos adultos é variavel. As diferentes estirpes vacinais
produzidas por varios laboratorios ndo sdo homogéneas nas suas carateristicas genéticas,
colocando em ddvida se mantém a mesma imunogenicidade. A insuficiéncia na
prevencdo das formas pulmonares produziu 0 mote para a investigacdo de novas vacinas,
existindo 13 candidatos em estudo.

O Mycobacterium tuberculosis (Mtb) evoluiu com a espécie humana, obtendo
numerosas alteracBes genéticas que permitem evasdo ao reconhecimento celular e
subsequente destruicdo pelo hospedeiro. A investigacdo destes mecanismos é essencial

para a producdo de novas vacinas ou adjuvantes do BCG.

Palavas chave: “BCG”, “eficacia vacinal”, “Mycobacterium tuberculosis”,

b b N3

“estirpes vacinais”, “nova vacinagao”.

O trabalho final exprime a opinido do autor e ndo da FML
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ABSTRACT

WHO has estimated 340,000 new cases of tuberculosis on the European continent
by 2014. The decline in incidence, in the last decades, led to a change in the vaccine
paradigm, with most European countries only vaccinating at-risk groups. In the year
2016, Portugal join this list, however, the great urban centers continue to have
considerable incidence of the disease.

Bacille Calmette-Guérin (BCG) is the only vaccine that reduces the risk of severe
forms of tuberculosis in childhood, preventing its spread, but its efficacy against
pulmonary forms in adults is variable. The different vaccine strains produced by several
laboratories are not homogeneous in their genetic characteristics, casting doubt on
whether they maintain the same immunogenicity. Failure to prevent pulmonary forms
produced the motive for the investigation of new vaccines, with 13 candidates under
study.

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) evolved with the human species, obtaining
numerous genetic alterations that allow evasion to the cellular recognition and subsequent
destruction by the host. Research into these mechanisms is essential to produce new BCG

vaccines or adjuvants.

Key words; “BCG”, “vaccine efficacy”, “Mycobacterium tuberculosis”, “vaccine

strains”, “new vaccination”.

The final work expresses the opinion of the author and not of the FML
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METODOS

O referente artigo de revisdo teve por base a pesquisa na plataforma “PubMed”
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) de artigos de lingua inglesa entre os anos 2000
e 2016 com as seguintes palavras chave: “BCG”, “BCG efficacy”, “BCG Europe”, “BCG
failure”, “BCG imune response”, “BCG genetics”, “Mycobacterium tuberculosis”; e

artigos referenciados na sua bibliografia.

INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial de Saude (OMS) estima 1,4 milhGes de mortes por
Tuberculose (TB) e uma incidéncia de 10,4 milhGes de casos, no ano de 2015,
permanecendo na lista das 10 causas de morte mais comuns no presente ano [1].

Apesar da baixa incidéncia na Europa Ocidental, a TB continua a ser um problema
de Saude Pdblica, principalmente nos paises menos desenvolvidos, devido a sua
morbilidade e mortalidade [11]. Dificuldades no diagnostico e tratamento, bem como o
aumento da incidéncia das formas multirresistentes, tém contribuido para atrasar o

controlo adequado desta doenca [1].

Atualmente, a Unica forma de prevencdo, é a vacinagdo com o Bacilo Calmette-
Guérin (BCG) que é administrado ao nascimento, por via intradérmica. Esta reduz o risco
de disseminacdo hematogénea das formas graves da doenca, como a TB miliar e
meningite tuberculosa [11]. Até hoje, é a vacina mais administrada em todo o mundo [3].
A OMS recomenda apenas a vacinagdo neonatal, nas zonas endémicas, com uma

incidéncia superior a 40/100,000 casos/ano [1].

As mdltiplas politicas de vacinagdo estdo relacionadas, principalmente, com as
diferentes opinides na eficacia da vacina e variagdes locais da epidemiologia da TB [14].
A diminuicéo da incidéncia, entre os anos 80 e 90 levou a que, a maioria dos paises da
Europa Ocidental, modificassem a sua estratégia.

A descontinuacdo da vacinacao universal iniciou-se com a Checoslovaquia (1961

—1972) [5] e Suécia (1975) [8]. A Franca alterou o seu programa em 2004, terminando

Joana Capelo Freitas 3
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com a revacinagdo; e em 2007 passou para um programa seletivo. A Finlandia iniciou a
mudanca em 2005 [11,15]. Atualmente os Unicos paises europeus de baixa incidéncia,
que continuam com esquema vacinal universal sdo: Albéania, Bosnia e Herzegovina,
Croécia, Eslovénia, Hungria, Irlanda, Monaco, Montenegro, Polénia e Sérvia. [11]

Segundo um estudo realizado na Irlanda [15], pais que ainda mantém um esquema
vacinagdo universal, a eficcia da vacina foi avaliada durante 15 anos e construido um
modelo de anélise matematico, tendo em conta os individuos vacinados a nascenca e 0s
ndo vacinados. Comparando com programa vacinal em vigor neste pais, a mudanca para
a imunizacdo seletiva dos grupos de risco apresenta uma probabilidade de custo-
efetividade estimada em 76,8%. A reavaliacdo da eficacia confirmou seu efeito protetor
nesta populacao, visto que os vacinados apresentam um risco relativo de 0,26 e 0,16 de
adquirem TB pulmonar e extrapulmonar, respetivamente. Outro parametro avaliado
corresponde aos anos de vida ganhos (LYG — life years gained) e os custos da vacinagédo
universal e seletiva. Desta forma, a estratégia universal apresenta um LYG de 4,8 anos e
um custo de 2,325,823€/ano; e a estratégia vacinal seletiva, um LYG de 1,1 anos e um
custo de 1,270,1310€/ano. Assim, este estudo indica que a estratégia de vacinagdo
seletiva, embora tendo menor impacto econémico, é menos efetiva.

Deste modo concentrar a vacinagdo nos grupos de risco, se podem, igualmente,
concentrar os recursos num diagnostico e tratamento mais eficazes, contudo ha aspetos

éticos importantes, como o aumento dos casos TB com a mudanca do paradigma. [15]

Joana Capelo Freitas 4
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BCG EM PORTUGAL

Em fevereiro de 2016, Portugal entrou na lista dos paises Europeus que fazem
apenas a vacinacao de grupos de risco [9] (tabela 1). Esta decisdo advém da proposta da
Direcédo Geral da Saude (DGS), sendo a mudanca justificada pelos bons niveis de controlo
da TB e diminuicdo da sua incidéncia nos ultimos anos [7, 9]. Em 2014, a incidéncia foi
de 20 casos por 100,000 habitantes o que coloca Portugal como um pais de baixa
incidéncia. Concomitantemente, nos ultimos cinco anos, houve um decréscimo
consideravel da meningite tuberculosa nas criancas com idade inferior a 5 anos com uma
incidéncia de 0,01/100,000 habitantes [1, 9].

Segundo a DGS, a reducéo da incidéncia, permitiu o cumprimento de critérios de
controlo recomendados pela OMS e consequente mudanca do paradigma vacinal [9]. Esta
entidade afirma que a vacinacdo, apenas das criancas inseridas em grupos de risco, €
segura, visto a diminuicdo cumulativa do nimero de casos no pais. [9, 11]

N&o podemaos, no entanto, deixar de salientar que esta mudanca de politica vacinal
se segue a um periodo de falha na distribuicdo vacinal por parte do Laboratério Statens

Serum Institut da Dinamarca.

Tabela 1 - Grupos de risco para vacinagdo com BCG - criangas com idade inferior a 6 anos
(5 anos e 364 dias) que estejam inseridas em comunidades de elevado risco de transmissdo da
doenca. VIH (virus da imunodeficiéncia humana), SIDA (sindrome de imunodeficiéncia
adquirida) (adaptado da Norma n° 001/2016 de 12/02/2016 - Direcédo Geral da Saude).

Criangas sem registo de BCG ou sem cicatriz vacinal:

A. Provenientes de paises com elevada incidéncia de tuberculose;

B. Que terminaram o processo de rastreio de contactos e/ou esquema de
profilaxia/tratamento:

C. Cujos pais, outros coabitantes ou conviventes apresentem:
- Infecdo VIH e/ou SIDA, apds exclusédo de infe¢do VIH na crianca;
- Dependéncia de alcool ou de drogas;
- Proveniéncia, nos ultimos 10 anos, de pais com elevada incidéncia.

D. Pertencentes a comunidades com risco elevado de tuberculose;

E. Viajantes para paises com elevada incidéncia de tuberculose.

Joana Capelo Freitas 5
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Tuberculose, Epidemiologia em Portugal

A incidéncia da TB tem vindo a diminuir, ao longo dos anos, sendo que em 2014 a
incidéncia foi de 20/100,000 habitantes. Apesar desta evolugdo favoravel, os grandes
centros urbanos, nomeadamente, a regido do Porto, Lisboa, Setubal e Algarve,
apresentam incidéncias superiores, entre 20 a 50 casos por 100,000 habitantes no ano de
2014 [7] (figura 1).

A

~
-

|

)

Figura 1 - Taxa de incidéncia TB por 100,000 em Portugal no ano 2014. Os grandes centros
urbanos do Porto, Lishoa, Settbal e Algarve sdo os que apresentam a maior incidéncia entre os
30 a 47 casos por 100,000 habitantes. Fonte: Infecgdo VIH, Sida e Tuberculose em nimeros -
Direc¢do Geral de Saude 2015

Destes numeros, salienta-se o fato de 15,9% dos casos corresponderem a pessoas
de nacionalidade estrangeira, e destes, 79.2% residiam em Portugal por um periodo de
pelo menos 2 anos. Nesta populacéo, a incidéncia de TB foi de 95,4/100,000 habitantes
(cinco vezes superior a incidéncia nacional), o que demonstra ser um dado preocupante.
A explicacdo destes numeros € pelo facto desta populacdo estar inserida em comunidades

de elevado risco para doenga, bem como a auséncia de imunizagao na infancia.
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De todos os casos notificados, 71,3% eram de doenca pulmonar, destes 9,8%
tiveram, igualmente, atingimento extrapulmonar. O género mais atingido foi o masculino
com 63,4% de casos, sendo mais comuns nos adultos jovens (faixa etario entre os 35 e 54
anos).

Da populacdo com o diagnostico, cerca de 38% tinham comorbilidades
associadas, sendo a mais comum a infegdo com virus da imunodeficiéncia (VIH), 13,3%.
Em relacdo aos fatores de risco, no ano de estudo, 24,6% apresentavam consumos de

alcool e/ou estupefacientes (figura 2).

2080 casos

Incidéncia 20/100,000

15,9%
Estrangeiros

79,2% Residentes PT >
2A

71,3% 13,3%
63,4 % &
TB Pulmonar TB + VIH
Faixa Etaria 35-54 A 9,8% TB extrapulmonar

Figura 2 — Organigrama dos dados epidemiolégicos da incidéncia de Tuberculose em
Portugal no ano de 2014. Em 2014 foram notificados 2264 casos de tuberculose dos quais,
2080 eram novos casos, representando uma taxa de notificagdo de 21,8/100,000 habitantes
e uma taxa de incidéncia de 20,0/100,000 habitantes. PT (Portugal) Fonte: Infecgdo VIH,
Sida e Tuberculose em nimeros - Direccdo Geral de Saude 2015.
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BACILO CALMETTE-GUERIN: A VACINA, ESTIRPES VACINAIS E
SUAS LIMITACOES

Originalmente, o BCG foi usado em humanos em 1921, sendo produzido a partir
de uma estirpe de Mycobacterium bovis atenuada e comercializada pelo Pasteur Institut,
em Franca [11]. Atualmente existem 22 estirpes, obtidas da estirpe original (tabela 2),
comercializadas por mais de 40 laborat6rios em todo o mundo [6]. O mecanismo vacinal,
admitido ao BCG € o da delecéo do locus RD-1 do M. bovis, que codifica nove genes,
incluindo a proteina CFP-10 e o antigénio ESAT-6 (6-kilo Dalton early secretory antigen
target). Ambos séo fatores de viruléncia essenciais, que contribuem para a sua patogénese
[2, 13]. O ESAT-6 é capaz de bloquear o receptor Toll-like 2 (TRL-2) na superficie dos
macrofagos e o complexo CFP-10/ESAT-6 faz uma inibicdo das espécies reativas de
oxigénio (ROS). A auséncia de expressao destas proteinas permite que o patdgeno seja
tolerado e os antigénios do Mycobacterium tuberculosis (Mtb) tornam-se disponiveis para
a ativacdo dos linfocitos CD4+ e CD8+, via células apresentadoras de antigénios, e
consequente producdo Interferdo-gama (INF-y) a citocina chave para a resposta imune
contra Mtb. Todo o processo levara a formacdo de células de memoria, capazes de induzir
protecao no hospedeiro [3, 13].

Atualmente, as estirpes mais utilizadas sdo Denmark/Copenhagen strain 1331,
Russian/Moscow e Tokyo-172 [2]. Moscow e Denmark strain 1331, apesar das diferencas
genéticas e bioquimicas, apresentam um efeito protetor equivalente contraa TB [2].

Um estudo recente, demonstrou que, ap6s a sequencia¢do do genoma de varias
estirpes, 188 epitopos, essenciais para o reconhecimento antigénio da resposta imune,
foram perdidos em diferentes graus em todas as estirpes do BCG, sendo que a Tokyo-172
é a que apresenta 0 maior nimero de epitopos ausentes, em relacdo as restantes [18].
Simultaneamente, esta estirpe apresenta uma menor eficacia em modelos animais, ndo se
comprovando este fato nos estudos de eficacia realizados em humanos, nos diferentes

paises [2,6].
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Tabela 2 — Estirpes vacinais. Cada continente apresenta diferentes estirpes vacinais. Atualmente
existem 22 estirpes em comercializacdo. Apesar de nao existir indicacdo formal para utilizacao
de uma determinada vacina, foram criados critérios de qualidade pela OMS. (adaptado de J.1.
Moliva et al. — Vaccine 33 (2015) pag. 5037)

Europa  Bulgarian BCG Sophia 222 Asia  Chinese BCG Beijing
Czechoslovakian BCG Prague Chinese BCG Chandan
Danish  Denmark/Copenhagen Chinese BCG Lanzhou
strain 1331 Chinese BCG Shanghai
French Original Bacille Calmete Japanese BCG Tokyo strain
et Guérin strain 172

French Pasteur 1173P2
Polish BCG Poland
Romanian BCG Romania 192
Russian BCG Moscow
Swedish BCG Gothenburg
UK Glaxo strain 1077

América  American BCG Birkhaug América Mexican BCG Mexico
do American BCG Phipps doSul  Brazilian BCG Moreau
Norte

American BCG Tice
Canadian BCG Connaught
Canadian BCG Frappier

LimitacOes da vacinagéo

O M. bovis, e 0 Mtb partilham um ancestral comum, mas evoluiram em diferentes
ambientes com pressdes de selecdo distintas. As estirpes de BCG séo cultivadas em meios
artificiais e submetidas a manipulacdo humana engquanto que as estirpes Mtb sobrevivem
no seu ambiente natural e estdo sujeitas a pressdo de selecdo do sistema imunolégico do
hospedeiro. [13, 18]

As continuas culturas para a producéo de vacinas levaram a inevitaveis alteragdes
genéticas e subsequente alteracdo da imunogenicidade vacinal [13]. Brosch et al.,

realizaram a sequenciacao de fragmentos de &cido desoxirribonucleico (ADN), de
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diferentes estirpes, e identificaram alterac6es nos fatores de regulacéo genética, sugerindo
que vacinas desenvolvidas antes dos anos 30 e 40 seriam geneticamente e

imunologicamente superiores as atualmente utilizadas em grande escala.

Outro fator que pode influenciar na eficacia é o meio de cultura utilizado. Existem
dois meios globalmente difundidos, Middlebrook 7H9 e Sauton. Num estudo realizado
em 2012, num modelo animal, trés estirpes foram cultivadas nos dois meios e concluiu-
se que, embora o segundo consegue induzir uma maior quantidade de citocinas pro-
inflamatorias, o BCG cultivado no meio de Middlebrook 7H9 apresenta uma maior
eficacia na protecéo contra TB, quando exposto ao desafio com um aerossol contendo o
patogéno [25].

Embora estes achados possam contribuir para explicar a variagdo nos resultados
de eficacia das diferentes estirpes de BCG, Mangtani et al. considera as evidéncias

anteriores insuficientes. [29]

Tabela 3 — Fatores que podem influenciar a eficécia vacinal. Dada a manipulag&o inerente a
producdo em massa as alteracOes genéticas das estirpes vacinais sdo inevitaveis, causando
possiveis efeitos na sua eficacia. Outros fatores, como a influéncia de infe¢des concomitantes nos
individuos, estado nutricional e questdes logisticas relacionadas com armazenamento dos lotes

vacinais também sdo pertinentes.

1. Manipulacéo de culturas e producdo em massa,
podem provocar alteracdes genéticas que
influenciam a imunogenicidade.

2. Meios de cultura utilizados na producado. Ex.:
meio de cultura Middlebrook 7H9 proporciona
estirpes com maior capacidade de protecdo nos
modelos animais;

influenciar a eficacia 3. Relagdo cruzada entre o efeito protetor do BCG e

vacinal a imunidade auferida pelo contato com
micobactérias ndo tuberculosas;
4. Condigdes logisticas relacionadas com o
armazenamento dos lotes vacinais.
5. Fatores intrinsecos dos individuos como estado
nutricional, status de infecdo VIH e outras
comorbilidades.

Fatores que podem
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Influéncia geogréfica na eficacia vacinal e a influéncia de micobactérias néo

tuberculosas.

Desde os anos 60, discute-se a existéncia de variacdes na eficacia da vacina BCG,
relacionadas com a latitude geografica do local onde é administrada. A primeira evidéncia
deste fendbmeno surgiu em 1966, no estudo de Palmer e Long [41]. Num estudo realizado
em Chingleput (1979) [66], no sul da india, e noutro conduzido no Reino Unido (1972)
[69] verificou-se uma eficacia de zero e 80%, respetivamente. A tentativa de relacionar
estas discrepancias com a latitude dos locais onde foram conduzidos levou a hipotese que
a luz solar, ou méas condi¢des de armazenamento de vacinas, em paises com clima mais
quente e/ou dificuldades econdmicas poderia explicar o padrdo [67]; sendo que quanto
mais préximo do equador menor a eficicia contra a TB, segundo a metanalise de
Abubakar et. al [6].

Para além da latitude, foi postulada a hip6tese de que, as populagdes residentes
em locais com elevada exposicdo a micobactérias ndo tuberculosas ou de outros agentes

infeciosos, poderiam interferir com a imunidade auferida pela vacinagéo. [29, 34]

Conduziram-se uma série de estudos, com objetivo de comparar a resposta imune
inata de individuos residentes de um pais tropical do continente africano (Malawi), e
individuos do Reino Unido, que supostamente ndo estariam expostos a este tipo de
micobactérias [34, 35, 38]. Mediu-se a quantidade de INF-y, citocina responsavel pela
ativacdo dos macrofagos, essencial para a protecdo contra o Mtb e igualmente contra
outras micobactérias; apds a incubacdo com os antigénios de derivados proteicos
purificados (PPD) de um conjunto de micobactérias (Mycobacterium avium,
Mycobacterium intracellullare, Mycobacterium scrofulaceum - MAIS Complex) e Mth
em culturas celulares obtidas de amostras sanguineas dos participantes do estudo.
Verificou-se que os individuos ndo vacinados do Malawi, apresentavam um nivel de
imunidade superior em resposta aos PPD do Mtb, produzindo mais INF- y em comparacao
com o grupo ndo vacinado inglés. (63% versus 22%) [35]. Os dados anteriores levaram a

comparacao das mesmas respostas, no grupo dos individuos vacinados de cada pais,
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sendo que os individuos do Reino Unido eram capazes de gerar mais INF-y, invertendo-

se a tendéncia inicial.

A hipotese postulada nos estudos anteriores [34-36, 38] € que a sensibilizacdo aos
antigénios micobacterianos pode induzir uma relagdo cruzada com o BCG, mascarando
ou bloqueando a sua imunogenicidade. De forma a testar a premissa anterior, foi
investigado o perfil de citocinas induzido pelo BCG em individuos do Reino Unido e
Malawi, sendo que diferem em 27 citocinas [20]. Os Gltimos apresentam uma maior
tendéncia para a produgdo de citocinas pro-inflamatérias (INF-y, Interleucina-la e
Interleucina-12), contudo esta diferenca ndo comprova que, a protecdo auferida pela
vacinacdo é superior em relacdo aos individuos ndo expostos as micobactérias nédo

tuberculosas. [20]

As evidéncias do envolvimento micobacteriano ambiental, na imunidade natural
contra a tuberculose, em particular nos paises tropicais, pode estar em desacordo com o
fato de que a tuberculose é agora mais prevalente nas areas onde essa imunidade natural
deveria ser mais difundida [20, 29]. A evidéncia anterior podera relacionar-se com fato
dos individuos estarem inseridos em populac@es de elevada prevaléncia de TB e sujeitos
a um grande nimero de contatos com portadores da doenca. [6]

A influéncia sobre a epidemiologia da tuberculose depende de fatores
socioecondmicos, estado nutricional, prevaléncia do VIH ou outras doencas infeciosas.
Em suma, apds a meta-analise de Mangtani et al. [29], 0o BCG tem uma maior eficacia em
hospedeiros sem qualquer influéncia imunoldgica das micobactérias ambientais. Na

tabela 3 sdo sumarizados os fatores que poderdo influenciar a eficacia vacinal.

Mediadores de imunidade induzidos pela vacinacao

O BCG induz citocinas pro-inflamatdérias como o INF-y e o Tumor Necrosis
Factor alpha (TNF-a) que s3o conhecidas pela ativagao de macrofagos infetados pelo
Mtb e restricdo do crescimento do patogeno; e Interleucina-2 (IL-2) que promove a
estimulagdo de linfdcitos T-helper tipo 1 (Th1) e linfocitos CD8+. [20, 23]
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Mais recentemente descobriu-se que a IL-17 é igualmente induzida pela
vacinagdo, sugerindo uma resposta imune Thl7 que é independente da imunidade
mediada pelo interferdo [37]. Sabe-se que a IL-17 encontra-se relacionada com processos
de doencas autoimunes, contudo, foi demonstrado o seu papel na infecdo Mtb, levando a
uma regulacdo positiva de quimiocinas que aumentam o recrutamento de células Thl.
[37]

Os efeitos protetores ndo se esgotam nos mediadores de imunidade, parecendo a
haver, igualmente, inducdo de mudancas epigenéticas, via modificacbes das histonas do
ADN das células de imunidade inata. [23]

As alteracdes do perfil inflamatorio e epigenético podem ser passiveis de provocar
alteracdes no metabolismo dos macrofagos, com aumento da glicolise e regulacédo
positiva do metabolismo da glutamina e fosforilacdo oxidativa. Este processo de
"imunidade treinada" € associado com reprogramacao epigenética de mondcitos ao nivel
de trimetilacéo da histona H3K4 [21, 23].

A persisténcia dos tipos celulares enunciados anteriormente, e formacéao de células
de memoria pela vacinagdo promovem um mecanismo de defesa contra as diversas
formas TB. [26,41]

EFICACIA DA VACINACAO NA PROTECAO CONTRA
TUBERCULOSE

O BCG ¢ a Unica vacina capaz de prevenir a disseminacao hematogénea de Mtb e
consequentes formas severas da doenca, como a meningite tuberculosa na infancia. A
vacina ndao previne a infecdo primaria com o patégeno nem reativacdo de infecdo
pulmonar latente [1, 11].

Segundo a meta-analise de Abdukar, et al. [6], 0 BCG protege contra ambas as
formas da doenca pelo menos até 10 anos, contudo os estudos ndo tém um tempo de
follow-up suficiente para admitir um tempo de protecdo superior, uma vez que poucos

estudos foram prolongados até aos 15 anos de seguimento.
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BCG Eficacia na Tuberculose Pulmonar

Apesar da variabilidade nos resultados de eficacia da vacinacdo contra a TB
pulmonar, estima-se que esteja entre os 50 a 80 % nos adolescentes, mas com uma eficacia
ndo completamente demonstrada nos adultos [3, 8]. Um estudo retrospetivo noruegués
admite que a efetividade neste pais é de 40% entre 20 a 40 anos, representando uma
diminuigédo de metade o risco de adquirir a doenga [4].

Apesar dos primeiros estudos de eficacia sugerirem diminuicdo de mortalidade e
morbilidade associadas a TB, estudos recentes sugerem que este efeito diminui na
adolescéncia [3].

Em suma, existe a evidéncia que a BCG reduz o risco de ocorréncia de TB
pulmonar, quando administrada na infancia e na idade escolar, tendo maior eficacia nos

paises mais distantes do equador. [6, 29]

BCG Eficacia na tuberculose disseminada e meningite tuberculosa

Segundo uma meta-anélise realizada em 2014 por Mangtani et al. [29], a protecdo
proporcionada pela vacinacgdo na idade infantil é superior a auferida contra TB pulmonar,
quer seja no nascimento ou na idade escolar.

A vacinacdo tem uma eficacia de 73% na meningite tuberculosa e 77% na forma
miliar. Desta forma das 100 milhdes de doses de BCG administradas, por ano, existe a
prevencédo de 40,000 casos das formas extrapulmonares da doenga. [12]
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Duracdo da protecdo: diferengas na protegdo nas diferentes formas de

Tuberculose

A duracdo da protecdo é variavel entre os diferentes estudos, postulando-se a
hipGtese da protecdo auferida pelo BCG diminui aos longo dos anos, muito pela
incapacidade de gerar um pool de células de memoria suficientemente robusto e
duradouro [6]. De forma a testar esta hipdtese, o0 Medical Research Council realizou um
estudo entre 1950 e 1970, incluindo 54,239 participantes, com idades entre 14 e 15 anos,
para avaliar a eficacia da vacina BCG [70]. A incidéncia média anual correspondia a
98/100,000 habitantes entre individuos ndo-vacinados, e 23/100,000 habitantes nos
vacinados. Contudo, a anélise realizada a cada cinco anos revelou que a prote¢&o diminuiu
de 84%, nos primeiros cinco anos para, 59% entre os 10 e 15 anos. Comparando os dados
anteriores, com a resposta imunologica, um estudo realizado em 2008 [26], que testou a
resposta INF-y aos PPD do Mtb em criangas vacinas, aos um, trés ¢ doze meses; € a um
e quatorze anos apos a vacina¢do neonatal verificou que a memdria imunoldgica esta
presente, e € mensuravel por pelo menos 14 anos na maioria dos vacinados, embora a
magnitude da resposta diminua de trés meses para 12 meses e de 12 meses para trés anos

apos a vacinagéo.

Em relacdo as diferentes formas de apresentacdo da doenca, a meningite
tuberculosa, destaca-se por ser a forma de localizacdo extrapulmonar mais frequente nas
criangas. A protegdo dura pelo menos, dez anos sendo superior nos primeiros trés anos de
vida, altura em que existe um maior risco de doenca disseminada [6]. Um caso-controlo
realizado no Brasil, estima um risco 12 vezes superior dos ndo vacinados em contrair a
doenca comparativamente com as criancas vacinadas. [72]

Relacionando os dados anteriores pode-se extrapolar a hipétese que a protecdo
auferida pelo BCG € superior pelo menos até aos trés anos de idade.

A protecédo contra a forma pulmonar, estima-se que dure até a adolescéncia, mas
pouco se sabe sobre o risco de infecdo pulmonar e a sua transmissdo. A grande
discrepancia entre os resultados de eficacia da vacinagdo contra TB pulmonar ndo permite
afirmar que a sua protecdo dure até a idade adulta, altura em que h4 um maior risco de

contrair a doenca. [4]
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PERSPETIVA FUTURA — NOVA VACINAS

Nas Ultimas duas décadas, ocorreu um progresso significativo no
desenvolvimento de novas vacinas. Até a presente data, encontram-se 13 possiveis
candidatos em estudo, tanto para a prevencao da doenca como, para o tratamento da TB
latente. [18, 19]

Estas vacinas séo classificadas em: (1) vacinas preventivas, que sao administradas
tipicamente a recém-nascidos e sdo designadas por vacinas vivas atenuadas; (2) vacinas
preventivas pds-exposicdo, que sdo dirigidas a adolescentes e adultos com TB latente e
imunizacdo com BCG prévia, chamadas vacinas adjuvantes; (3) vacinas terapéuticas,

que devem ser administradas em associa¢do com o tratamento da TB.

Vacinas vivas atenuadas

As vacinas vivas atenuadas apresentam 0 mesmo mecanismo imunoldgico do que
avacinacao em uso. O objetivo das mesmas € a substituicdo do BCG, sendo administradas
preferencialmente aos recém-nascidos. Atualmente existem duas vacinas em estudo: BCG
VPM1002 e MTBVAC (tabela 4).

VPM1002 é uma vacina que expressa BCG recombinante (rBCG) pela delecédo de
listeriolisina e urease. O VPM demonstrou seguranca e imunogenicidade em ensaios
clinicos randomizados de fase I, em comparacdo com o BCG em individuos saudaveis na
Africa do Sul. Além disso, um estudo de fase |1, para avaliar vacina em lactentes na Africa
do Sul, mostrou-se segura e bem tolerada [30]. Atualmente encontra-se a ser avaliada em

recém-nascidos expostos ao VIH.

MTBVAC é uma estirpe atenuada de Mtb com dois delecdo de genes [31, 33]. Este
mostrou protecdo e seguranca significativa em uma avaliacdo pré-clinica [39]. O

candidato ja completou um ensaio clinico de fase I.
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Tabela 4 — Vacinas vivas atenuadas. A VPM1002 esta a ser desenvolvida pelo Instituto Max
Plank de Biologia de Infeccdo em colaboracdo com Vakzine Projekt Management (VPM) na
Alemanha. MTBVAC esté a ser desenvolvida pelo Tuberculosis Vaccine Initiative (TBVI) na
Holanda em colaboracdo com a Universidade de Zaragoza, e Biofabri na Espanha. (adaptado de

S.H.E. Kaufmann et al.— International Journal of Infectious Diseases 56 (2017) pag. 265)

Nome Vacina Modificacdo genética

VPM1002 rBCG Integracdo cromossémica do
gene codificador da
listeriolisina (perfuracdo da
membrana fagosomal);
Delecédo do gene da urease
(acidificacéo do fagosoma)

MTBVAC Mycobacterium A eliminacéo dos genes PhoP
tuberculosis (factor de transcricéo) e de
fadD 26.

Vacinas Adjuvantes

O objetivo principal destas vacinas é aumentar a imunogenicidade do BCG. Estes
candidatos sdo divididos em duas estratégias: proteinas adjuvantes (tabela 5) e sistemas
de vetores virais (tabela 6). E importante relembrar que, segundo as novas politicas
vacinais, estes tipos de adjuvantes ndo terdo qualquer impacto, visto que sé tém

efetividade nas populacdes que tenham sido vacinadas com BCG.

Proteinas adjuvantes

A proteina de fusdo Hybrid 1 (H1) corresponde aos antigénios imunodominantes,
Ag85B e ESAT-6 [42]. Este hibrido H1 foi adjuvado com o Intercell (IC) 31 [43]. IC31
é uma combinacao de peptideo antimicrobiano e um oligodesoxinucle6tido, recetor TLR-
9 [44]. Um ensaio clinico de fase | mostrou, que esta vacina, induz respostas imunes
significativas com excelente seguranca [45, 46]. Mais recentemente, um ensaio clinico de
fase I, comprovou a seguranca e imunogenicidade em pacientes com tuberculose e
infecéo por VIH [48].
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H4 é uma e subunidade proteica que contém o antigénio Ag85B fundido com o
antigénio TB10.4, que é expresso por BCG e formulado no adjuvante 1C31 [49]. H4/IC31
melhorou a resposta imune induzida por BCG, causando uma protecédo reforcada contra
Mtb [50].

M72, poliproteina de 72 kDa, apresenta uma proteina de fusdo dos antigénios de
Mtb 32A e 39A. Reed et al. [51] mostraram que este candidato induz, a longo prazo,
protecao contra a tuberculose em um modelo de primatas ndo-humanos.

Os estudos de fase 11 de M72/AS01 sdo clinicamente seguros e induziram respostas
imunitérias significativas [52]. Mais recentemente, ldoko et al. [53] relataram seguranca
e imunogenicidade, quando administrada como um reforco ao BCG em criancgas
gambianas. Os ensaios de fase Il, em adultos com doentes infetados com VIH, estdo em

Curso.

Tabela 5 — Proteinas Ajuvantes. M72 foi desenvolvido pela Glaxo Smith Kline (GSK), Reino
Unido. H1 foi desenvolvido pelo Statens Serum Institut (SSI) na Dinamarca, em colaboragéo com
TBVI, Intercell e European & Developing Countries Clinical Trials Partnership. ID93 foi
desenvolvido pelo Infectious Disease Research Institut, EUA, em colaboragdo com a Aeras.
(adaptado de S.H.E. Kaufmann et al.— International Journal of Infectious Diseases 56 (2017)
pag. 265)

Proteinas Adjuvante Vacina Composigao

M72 ASO1E Lipossoma / TLR4 agonista

H1, H4, H56 IC31 Péptido cationico / TLR9
agonista

ID93 GLA-SE Emulséo de 6leo em &gua /

TLR4 agonista

Vetores Virais

Vetores virais, tais como 0s adenovirus, sdo uma estratégia importante para a o
transporte de antigénios imunodominantes de micobactérias. Uma vantagem importante,

é que podem ser administrados através das mucosas [54, 45].

Joana Capelo Freitas 18



Vacinagdo contra a Tuberculose — Serd o fim do BCG na Europa?

AdAg85A, uma vacina recombinante de adenovirus, que expressa Ag85A
micobateriano. Vérios estudos demonstraram protecdo segura e significativa contra Mtb
em modelos animais [56, 57]. Um estudo mais recente, relatou que AdAg85A melhora a
protecdo BCG-induzida em modelos animais, contra a infecdo TB pulmonar [58].

Atualmente, esta vacina esta num ensaio clinico de fase I.

Crucell Ad35 / AERAS-402 ¢ um adenovirus 35 com defice de replicacdo, que
expressa uma proteina de fusdo de antigénios micobacterianos 85A, 85B e TB10.4. Esta
candidata induz células T CD4 + polifuncionais, bem como uma resposta significativa de
células T CD8 +; e potencia a sua acumulagdo. [59]

Estudos de fase | foram concluidos, em adultos saudaveis BCG-vacinados, em uma
regido na Africa do Sul [60]. Até a data, o Crucell Ad35/AERAS-402 encontra-se num
ensaio de fase 11 em adultos vacinados com BCG e infetados pelo HIV na Africa do Sul.

MVAB85A, um virus modificado Ankara que expressa o antigeno de Mtb 85A, foi 0
primeiro ensaio clinico da vacina candidata TB desde o BCG [61, 62]. Varios estudos
mostraram protecéo e seguranca significativa contra a TB em modelos animais [63, 64].

No entanto, em um estudo de Fase Il com 2797 criancas BCG-vacinadas,

MVAB85A nao mostrou nenhuma evidéncia de protecao contra TB. [65]

Tabela 6 — Vetores virais e antigénios adjuvantes. Ad5Ag85A foi desenvolvido pelo McMaster
University, Canada, em colaboracdo com a CanSino (China). Crucell Ad35 / AERAS-402 foi
desenvolvido pela Crucell, Holanda, Aeras e Oxford no Reino Unido. MVAB5A (adaptado de

S.H.E. Kaufmann et al.— International Journal of Infectious Diseases 56 (2017) pag. 265).

Vacina Vetor Antigénio
Ad5Ag85A Adenovirus 5 Antigénio 85A
Ad35 Adenovirus 35 Antigénio 85A, 85B e
TB10.4
MVAS85A Viruis vaccinia Ankara Antigénio 85A
modificado
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Vacinas terapéuticas

Atualmente, existem 3 vacinas terapéuticas em estudo: M.vaccae, M.indicus
pranii e RUTI®, estas tém como alvo a Tuberculose Multirresistente (TB-MDR) e os
doente portadores da VIH. A importancia desta abordagem prende-se com a necessidade
de obtencdo do maior beneficio, com o menor nimero de opcdes farmacoterapéuticas.
[22, 27, 28]

M.vaccae concluiu o estudo clinico de fase Ill, incluindo pacientes com MDR-TB
e individuos co-infetados com HIV. Esta vacina mostrou-se segura, imunogénica e bem
tolerada em adultos com HIV sofrendo de TB miliar. Também esta sendo estudada para
aprevencao da TB, apds ja ter sido aprovado para o tratamento adjuvante da TB, na China
[68].

A primeira vacina a ser estudada, MVA85A, inicialmente demonstrava-se como
uma revolugdo no novo panorama vacinal, contudo mostrou-se incapaz em mostrar
superioridade em relacdo ao BCG. [65]

Neste momento a vacina com a melhor perspetiva de disseminacéo pelos cuidados
de saude é a M.vaccae, pela sua acdo como vacina terapéutica, aguardando-se a sua
capacidade de prevencdo da doenca seja comprovada nos proximos estudos. Na figura 3

sdo resumidas as principais vacinas em estudo. [68]
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Estadio Fase | Fase lla Fase Iib Fase 11l
Pré-clinico
) Vaccae =
M72ASO1E .

DAR-901

rBCGAureC::hly/VPM1002/MPIIB/VPM/SII
RUTI

H1:1C-31 ] O
H56:1C-31 R
H4:1C-31 j i

ID93:GLA-SE — B
Adsagssa D

MTBVAC. B
MVABSA-MVABSA/UOXF D>
Ad35+MVABSA D

Figura 3 — Principais vacinas em estudo atualmente. As barras amarelas representam as vacinas
terapéuticas, as barras verdes, as vacinas vivas atenuadas; as barras azuis, as proteinas adjuvantes;
e as barras vermelhas, os vetores virais. (adaptado de S.H.E. Kaufmann et al.— International
Journal of Infectious Diseases 56 (2017) pag. 264)

CONCLUSAO

A vacinacdo prové a protecdo contra as varias formas da doenca tuberculosa,
contudo a efetividade do BCG varia consideravelmente entre as populacdes a uma
extensdo que nao pode ser atribuida apenas a um fator. [6, 11]

O BCG apresenta eficacia quando administrado a individuos sem qualquer tipo de
exposicao prévia, quer ao patdégeno, quer a micobactérias ndo tuberculosas do meio. A
protecdo diminui com o tempo e ndo existem evidéncias que seja superior a 15 anos, uma
vez que ndo se consegue comprovar a permanéncia do pool celular de memoria,
necessario para a montagem de uma resposta imune eficaz. [6]

O mecanismo imunoldgico adjacente a vacinagdo, apenas apresenta bons
resultados nas formas graves de TB, pois impede a disseminacdo hematogénea do bacilo
através da sua sequestracdo pelos macrofagos e ativacdo da fagocitose pelo INF-y,
citocina pro-inflamatdria mais importante na patogénese da TB e da imunidade auferida
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pelo BCG. No caso da meningite tuberculosa, existe uma boa cobertura sugerindo-se que
a protecdo possa ser eficaz pelo menos até aos trés de idade [72], contudo s&o necessarios

mais estudos para comprovar esta hipotese.

Os estudos epidemioldgicos em paises europeus, com semelhangas ao nosso
territério, consideram a mudanca para o novo plano vacinal custo-efetivo. Portugal
apresenta incidéncia dentro do limiar considerado viavel a passagem para a abordagem
apenas de grupos de risco. Contudo estes dados tém que ser trabalhados, visto que as
zonas de grande concentracdo urbana e populagéo estrangeira representam um flagelo
importante na taxa de incidéncia, estando acima do que é considerado aceitavel para a
mudanca do paradigma vacinal. Um exemplo desta situacéo corresponde ao concelho da
Amadora que apresentou uma incidéncia de 41,8/100.000 e 45,4/100.000 habitantes nos
anos de 2011 e 2012, respetivamente. Estes dados correspondem a aumento da incidéncia
em 3,6%, em relagdo ao ano de 2010, no mesmo concelho. [71]

Esta revisao sugere um estudo pormenorizado de cada uma destas areas, com o
apoio da Saude Publica e Administracdes Regionais de Saude, de forma a caraterizar as
populagdes e os seus contatos com portadores de doenca ativa; identificando-se de forma
mais precisa 0S grupos que necessitam da vacinagdo na infancia e os que necessitam de

um diagndstico correto e tratamento eficaz da doenca tuberculosa.

Os avancos conseguidos, a nivel da producdo de novas vacinas sao significativos,
mas néo suficientes para a existéncia de alternativas ao BCG; havendo apenas uma vacina
que completou os estudos de fase I11, estando a sua eficacia ainda em estudo. Tendo em
conta a duracdo limitada da protecdo do BCG, o investimento nas vacinas adjuvantes
pode demonstrar-se como uma possivel solucdo, contudo em paises que permanecam a

realizar a vacinagdo universal.
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