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RESUMO 

Tuberculose é uma doença infecto-contagiosa causada principalmente pelo 

Mycobacterium tuberculosis. A única forma de prevenção é a vacina BCG. Entretanto, 

essa vacina tem eficácia variável em diferentes populações e não protege indivíduos 

adultos. O objetivo desse trabalho foi desenvolver novas formulações vacinais de 

subunidade proteica testando um novo adjuvante: Advax e duas proteínas de fusão 

recombinante: CMX e ECMX. Foram utilizados três adjuvantes: Advax3, Advax4 e 

CpG-DNA. Primeiro foram testadas formulações vacinais contendo CMX. 

Camundongos BALB/c foram separados em grupos que receberam 3 doses de vacinas 

de subunidade proteica, além dos grupos controles (Salina, BCG, CMX, Advax3 e 

Advax4). Foram avaliadas as lesões induzidas no local da inoculação e os linfonodos 

drenantes. As vacinas estimularam aumento da celularidade no local da inoculação e 

conseguiram ativar células endoteliais vasculares e linfáticas nos linfonodos drenantes. 

Após a primeira dose, os camundongos vacinados com Advax3 + CMX, Advax4 + 

CMX e CpG-DNA + CMX geraram resposta imune humoral do tipo IgG2a. Após a 

segunda dose, os camundongos vacinados com as formulações citadas também 

induziram resposta do tipo IgG1. As vacinas BCG, Advax3 + CMX, Advax4 + CMX 

e CpG-DNA + CMX induziram respostas do tipo Th1 específicas tanto no baço quanto 

no pulmão. Entretanto, a resposta celular do tipo Th17 não foi observada. Nos cortes 

histológicos, foi possível observar que a formulação Advax4+CMX conseguiu reduzir 

o infiltrado inflamatório e manter a arquitetura tecidual. As formulações Advax3 + 

CMX e Advax4 + CMX conseguiram prolongar a sobrevida dos animais, mas 

nenhuma das vacinas, exceto a BCG, conseguiu reduzir a carga bacilar nos pulmões 

dos camundongos infectados. Utilizando Advax4 + ECMX observou-se o mesmo tipo 

de resposta imune celular e humoral que culminou com redução da carga bacilar do 

Mycobacterium tuberculosis. As formulações vacinais desenvolvidas são 

imunogênicas e a formulação vacinal contendo Advax4 + ECMX apresentou melhor 

eficácia e poderá ser testada como um candidato a vacina contra tuberculose. 
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ABSTRACT 

Tuberculosis is an infectious disease caused mainly by the bacteria 

Mycobacterium tuberculosis. The only way to prevent is to vaccinate with BCG, an 

attenuated Mycobacterium bovis strain. However, the vaccine has variable efficacy in 

different people and it does not protect adults. The aim of this study was to develop 

new subunit vaccine formulations, evaluating a new adjuvant: Advax and two 

recombinant fusion proteins: CMX and ECMX. To formulate the subunit vaccines 

three adjuvants were used: the Advax3, Advax4 and CpG-DNA. First we addressed 

the CMX protein. BALB/c mice were separated in experimental groups that received 

3 doses of the vaccines, besides the control groups (Saline, BCG, CMX, Advax3 and 

Advax4). The vaccines induced increase the local inflammatory response and they 

were able to activate blood and lymphatic endothelial cells on draining lymph nodes. 

After the first dose, the mice vaccinated with Advax3 + CMX, Advax4 + CMX and 

CpG-DNA + CMX generate IgG2a humoral immune response. After the second dose, 

the vaccinated mice also induced an IgG1 response. After challenging with M. 

tuberculosis and after 45 days, the vaccines BCG, Advax3 + CMX, Advax4 + CMX 

and CpG-DNA + CMX showed specific Th1 responses. However, the Th17 cellular 

response was not observed. Evaluating the lung lesions induced by the infection, 

Advax4 + CMX group presented reduced inflammatory cell infiltrate and maintenance 

on the pulmonary architecture. The vaccines Advax3 + CMX e Advax4 + CMX were 

able to extend the animals life, but none, except the BCG, were able to reduce the 

bacillary load on the lungs of infected mice, forty five or ninety days after the 

challenge. To improve the vaccine, ECMX was tested with Advax4. This vaccine 

showed similar humoral and cellular responses and reduced M. tuberculosis bacillary 

load. The vaccine formulations developed were immunogenic and the formulations 

containing Advax4 + ECMX were more effective and may be tested as vaccine against 

tuberculosis.  
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1 INTRODUÇÃO / REVISÃO DA LITERATURA 

1.1 Doença 

 

A Tuberculose (TB) é uma doença infecto-contagiosa causada principalmente pelo 

Mycobacterium tuberculosis (Mtb) em humanos. Noventa por cento da população 

infectada por Mtb não apresenta a doença ativa, mantendo o bacilo em granulomas em um 

estado não replicativo ou de baixa proliferação, conhecido por estado de latência. Esse 

estado permite uma exposição contínua aos antígenos do Mtb, responsável pela 

manutenção de resposta imunológica efetora frente ao Mtb (ANDERSEN; 

WOODWORTH, 2014). 

A infecção por Mtb é iniciada seguindo a inalação de aerossóis contendo um baixo 

número de bacilos. Uma vez no pulmão, a bactéria é internalizada por macrófagos 

alveolares. Entretanto, apenas 10% dos pacientes infectados desenvolvem a doença ativa, 

e nos indivíduos cujo sistema imune é considerado saudável, a resposta imune é suficiente 

para manter o Mtb em um estado não replicativo (WHO, 2016). Pacientes co-infectados 

com Mtb e o vírus da imunodeficiência humana (HIV) apresentam riscos maiores de 

desenvolver a doença ativa. Por exemplo, ao eliminar células T CD4+, o HIV promove a 

quebra da barreira que impede o espalhamento do bacilo, denominado granuloma, e a 

infecção em indivíduos com TB latente tende a se reativar (PAWLOWSKI et al., 2012). 

As manifestações clínicas são variadas, chamando atenção a febre moderada por 

mais de 15 dias, tosse, perda de peso e sudorese noturna. A hemoptise atualmente é rara. 

A suspeita de TB, vem de casos de pneumonia que não são tratados com antibióticos para 

gram positivos e negativos (TUBERCULOSE, 2004). O diagnóstico radiográfico que é 

sugestivo de TB são adenomegalias hilares, paratraqueais e pneumonia de evolução lenta 

(SANT´ANNA, 2006). 
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1.2 Epidemiologia 

 

As taxas estimadas pela Organização Mundial da Saúde (OMS), 10,4 milhões de 

novos casos de TB em 2015, e 1,4 milhão de mortes ocorreram ao redor do mundo. Em 

2015 foram estimados 1,2 milhão de novos casos de TB em pacientes HIV-positivos (12% 

do total de casos de TB). Na África encontravam-se 75% dos pacientes com TB e HIV-

positivos. Na Europa a taxa de incidência é de 20 casos/100.000 pacientes e de 356 

casos/100.000 habitantes a cada ano (WHO, 2016).  Pacientes com Diabete melito têm 

duas vezes mais chances que pacientes saudáveis de adquirir TB, associação que aumenta 

em sujeitos HIV-positivos (FAURHOLT-JEPSEN et al., 2011). 

De acordo com Bergonzoli et al. (2016), atualmente existe mais TB no mundo do 

que em qualquer outro tempo. Em 1993, quando eram estimados 7-8 milhões de casos e 

1,3 – 1,6 milhão de mortes ocorrendo anualmente, a OMS declarou que a TB é uma 

epidemia de impacto global. Em 2010, os números foram maiores, com uma estimativa 

8,5-9,2 milhões de casos e 1,2-1,5 milhões de morte anualmente, incluindo aqueles 

coinfectados HIV. A mortalidade da TB caiu 47% desde 1990 até 2014 (WHO, 2015), 

sendo que as medidas aplicadas nos países em desenvolvimento para prevenção e 

tratamento da doença salvaram 43 milhões de vidas entre 2000 a 2014. Apesar das 

melhorias, algumas populações humanas são mais vulneráveis à doença como os indígenas 

nos países da América Latina, que inclusive apresentam número elevado de casos de TB 

causada por bacilo multidrogarresistente (MDR) (BERGONZOLI et al., 2016). 

No Brasil, foram registrados 68.000 novos casos de TB em 2015. A taxa de 

incidência foi de 33,6 para cada 100 mil habitantes para todas as formas de TB. Dos casos 

novos, 10,1% eram coinfectados TB-HIV. Foram diagnosticados 503 casos novos de TB 

MDR no mesmo ano (SINAN/SES, 2016). Na região centro-oeste, os maiores coeficientes 

de mortalidade por TB estão registrados no Mato-Grosso e Mato-Grosso do Sul, entre 1990 

e 2015. Goiás e o Distrito Federal estão logo abaixo. Em 2015 foram registrados 950 novos 

casos de TB em Goiás, ficando atrás apenas do Mato Grosso, com 1175 casos novos da 

doença (SINAN/SES, 2016). O coeficiente de mortalidade em Goiás foi de 1,1, o Distrito 

Federal 0,5, o Mato Grosso 2,2 e o Mato Grosso do Sul 1,9, respectivamente. 
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1.3 Mycobacterium tuberculosis 

 

O bacilo Mtb é um patógeno cuja existência é mais longa que a do ser humano, 

sendo datado a mais de 70.000 anos (COMAS et al., 2013). Sua composição inclui uma 

camada mais interna de membrana plasmática, comum a maioria das bactérias. Logo 

abaixo, tem uma camada massiva de parede celular composta por peptídeoglicano 

covalentemente ligado à um heteropolissacarídeo arabinogalactano (AG) finalizados em 

cadeias de ácido micólico (HOFFMANN et al., 2008). O peptídeoglicano está situado fora 

da membrana plasmática, com uma estrutura semelhante a uma malha, o que confere sua 

rigidez. A rigidez da parede permite manter integridade celular frente a alta pressão 

osmótica. O peptideoglicano micobacteriano forma uma camada basal do complexo 

micolil-arabinogalactana-peptideoglicano e é composto por unidades de N-

acetilglucosaminas alternantes e resíduos de ácido murâmico modificados, ligado em 

configuração β(1→4) (ALDERWICK et al., 2015). 

Os lipídeos da parede celular constituem aproximadamente 40% da massa seca 

celular, apesar dessa porcentagem poder variar dependendo da espécie ou isolado, além 

das condições de crescimento. Diversos componentes lipídicos de Mtb (ex: lipídeos 

isoprenoides, glicerofosfolipídeos, lipoarabinomanana, ácidos micólicos, fosfatidilinositol 

manosídeos e micolatos trealose) são produzidos por todas as espécies de micobactérias. 

Lipídeos de cadeia longa, como ácidos graxos de ramo polimetil, não são essenciais para 

o crescimento mas são únicos em micobactérias e tem sido envolvidos em sua patogênese 

(JACKSON, 2014). Cerca de 99 genes de lipoproteínas estão presentes no genoma de Mtb. 

Elas estão presentes na membrana plasmática ou na membrana externa, com funções como 

transporte de nutrientes, exportação de drogas, homeostasia da parede celular e adesão à 

células do hospedeiro (BECKER; SANDER, 2016). 

Fitiocerol dimicocerosados (PDIMs) são lipídeos localizados na membrana externa 

de Mtb e que tem papel na virulência do bacilo, ao impedir a acidificação do fagossoma, 

ao alterar as propriedades físico-químicas do citosol dos macrófagos (ASTARIE-

DEQUEKER et al., 2009). Estes lipídeos são responsáveis por mascarar padrões 

moleculares associados a patógenos (PAMPs) ativadores de TLR em Mtb, impedindo o 

recrutamento de macrófagos ativados para o local e possível destruição do patógeno 

(CAMBIER et al., 2014). 

Uma hipótese para as modificações N-glicolil é de que esses resíduos adicionais 

têm o potencial para adicionar pontes de hidrogênio, tornando mais forte a estrutura 
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semelhante a malha da camada de peptídeoglicano, além de proteger a bactéria contra a 

ação dos lisossomos (ALDERWICK et al., 2015). Os resíduos de ácido murâmico atuam 

como domínios de ligação para domínios de arabinogalactana, onde o 6-OH de alguns 

resíduos de ácido murâmico formam uma ligação fosfodiéster e são ligados à α-L-

ramnopiranosa-(1→3)-α-D-GlcNAc (1 → P)  da arabinogalactana (McNEIL; DAFFE; 

BRENNAN, 1990). 

Intercalado dentro deste meio lipídico, estão os lipídeos “livres” e lipoglicanos que 

tem intrigado pesquisadores por mais de oito décadas: os fosfatidilinositol manosídeos, 

ftiocerol dicomicocerosatos, glicolipídeos fenólicos, acetiltrealoses, lipoarabinomananas. 

Esses componentes formam a chamada “micomembrana”, uma bicamada altamente 

impermeável e assimétrica (HOFFMANN et al., 2008). Estudo realizado por Meroueh et 

al. (2006) utilizando ressonância magnética, mostraram que o peptideoglicano está em uma 

conformação ortogonal ao plano da membrana, diferente daquela sugerida por Brennan e 

Nikaido (1995), onde a fração de peptídeoglicana e galactana estariam paralelas à 

membrana plasmática. 

 

1.4 Aspectos imunopatológicos da Tuberculose 

 

Mtb co-evoluiu para sobreviver e se adaptar às defesas do ser humano, sendo hoje 

um patógeno intracelular obrigatório. Entre os mecanismos desenvolvidos para sobreviver 

no interior das células eucarióticas ressalta-se o retardamento na geração de células T 

específicas ao Mtb. O tardiamento da resposta começa ao impedir que os macrófagos 

alveolares, primeiras células que entram em contato com o patógeno, morram e, assim, os 

bacilos conseguem persistir nessas células por até sete dias (BEHAR, DIVANHAHI, 

REMOLD, 2010). Entre os mecanismos de patogenicidade ressalta-se o impedimento da 

maturação do fagossomo e de sua fusão com os lisossomos (VERGNE et al., 2004) e 

consequentemente prevenção da apresentação de antígenos, presença de componentes em 

sua parede celular que mascaram seus peptídeos antigênicos (STENGER; NIAZI; 

MODLIN, 1998); e pela modulação das vias de morte das células em que se instala 

(SRINIVASAN; AHLBRAND; BRIKEN, 2014). 

Neutrófilos, células dendríticas (BLOMGRAN, 2012), monócitos (SAMSTEIN, 

2013), células T γδ e NK (KANG et al., 2011) migram para o local de infecção atraídos 

pela quimiocina CXCL5, expressa pelo epitélio pulmonar, quando o bacilo Mtb estimula a 

expressão de TLR2 pelas células locais. Os leucócitos atraídos pela CXCL5 passam a 
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expressar CXCR2 até chegar ao local da infecção, e assim fagocitam e transportam o 

patógeno para linfonodos drenantes pulmonares (ABADIE et al, 2005). Os leucócitos 

expressando CCR7 chegam aos linfonodos, que expressam CCL19 e CCL21, e o patógeno 

é transferido para células dendríticas locais não infectadas (SRIVASTAVA; ERNST, 

2014). A transferência de Mtb das células migrantes para as células locais permite a 

geração de uma resposta específica eficiente, uma vez que as células migratórias não 

conseguem induzir boas respostas (SRIVASTAVA; ERNST, 2014). 

No linfonodo, esses bacilos conseguem evitar a geração de células efetoras pela 

indução de citocinas anti-inflamatórias, como IL-10 (REDFORD; MURRAY; O’GARRA, 

2011), TGF-β (TOOSSI; ELLNER, 1998) e mediadores lipídicos como a lipoxina A4 

(BAFICA et al., 2005). Esses fatores culminam na diferenciação de células T reguladoras 

induzidas (Tregi), 15 dias após a instalação inicial da infecção, que favorecem a replicação 

do Mtb, pois controlam a formação de linfócitos T efetores (URDAHL, 2014). Na quarta 

semana após o contato inicial com o patógeno, há uma redução da população de células 

Tregi e começa então a ser formada resposta de células T CD4+ produtoras de IFN-γ. Essas 

células aumentam a expressão de CXCR3 e CCR5 e adentram no parênquima pulmonar, 

formando os chamados folículos linfóides, compostos principalmente de células T CCR5+ 

(PITZALIS et al., 2014) que são atraídas pela CXCL13 produzida pelas células estromais 

do pulmão em contato com o Mtb. 

O bacilo Mtb pode se disseminar para qualquer órgão através do sistema linfático 

e é comumente encontrado nos linfonodos. Lerner et al. (2016) observaram que as células 

endoteliais linfáticas (LECs), gp38+CD31+, são um nicho para o crescimento do Mtb em 

humanos, e que seu crescimento ocorre em grandes agregados nessas células. Esse 

crescimento é dependente da não ativação das LECs, uma vez que essas células ativadas 

inibem o crescimento bacteriano. LECs, por outro lado, demonstraram capacidade de 

armazenar antígenos virais e estimular células T, potencial alvo de estímulo vacinal 

(TAMBURINI; BURCHILL; KEDL, 2014). 

No parênquima pulmonar, os linfócitos T CCR5+ são T-bet intermediários, IFN-

γlow (Th1), apresentam alta capacidade proliferativa e vida longa, no entanto, têm pouca 

capacidade de impedir o controle de Mtb. No processo inflamatório desenvolvido em 

resposta ao Mtb, os linfócitos T perivasculares são T-bet+, IFN-γhi, se proliferam muito 

pouco e têm vida curta (SAKAI et al.; 2014, REILEY et al.; 2010). Sabe-se que essas 

células devido à localização e a incapacidade de adentrar o parênquima pulmonar não 

apresentam efeito direto sobre Mtb (URDAHL, 2014). Este fato, contribui para a 
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incapacidade de controlar a infecção, que culminará com a formação de um granuloma 

(ZUMLA et al., 2013). Entretanto, as células Th1 parênquimais apresentam ação direta 

contra o Mtb, enquanto as células Th1 vasculares, incapazes de adentrar no parênquima, 

não apresentam ação direta nos bacilos, mesmo com maior capacidade de produzir IFN-γ.  

Macrófagos reconhecem Mtb por meio do TLR2. Este receptor de reconhecimento 

de padrões de patógenos (PRR) reconhece as seguintes estruturas de Mtb: proteína de 

choque térmico 65 e 70, lipoproteínas (LpqH, LprA, LprG, PhoS1), lipoarabinomanana, 

lipomanana, manosídeos fosfatidil-mio-inositol e trealose dimicolato (TDM) (KORB; 

CHUTUTGOON; MOODLEY, 2016). Um estímulo baixo do TLR2 confere ativação da 

resposta inata e adaptativa, entretanto um estímulo prolongado promove o recrutamento de 

células Treg e aumento da produção de IL-10. 

A formação do granuloma no pulmão em humanos contém um centro de 

macrófagos infectados pelos bacilos circundados por macrófagos com diferentes 

morfologias (células gigantes multi-nucleadas, células epitelioides, macrófagos 

xantomatosos ricos em gotas lipídicas), granulócitos e outros fagócitos mononucleares. 

Nas fases iniciais da formação do granuloma, ocorre uma neovascularização, precedida do 

recrutamento de linfócitos, DCs e macrófagos. Com a maturação do granuloma, forma-se 

uma camada fibrosa de colágeno ao redor do centro de macrófagos (KORB; 

CHUTUTGOON; MOODLEY, 2016). 

Camundongos não conseguem formar a estrutura granulomatosa como observado 

em humanos (SILVA MIRANDA et al., 2012). Camundongos C3HeB/FeJ (HARPER et 

al., 2012) e camundongos nocaute Nos 2-/- (REECE et al., 2010) são os únicos reportados 

que formam estruturas semelhantes ao granuloma humano.  Entretanto, devido a facilidade 

do estudo e de obtenção, modelos de camundongos BALB/c são utilizados em diversos 

estudos de fisiopatologia do Mtb (DA COSTA et al., 2014; JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 

2013). Dormans et al. (2004), ao estudar a patologia do Mtb em camundongos BALB/c, 

23 dias após infecção com a cepa Beijing-2, observou a presença no pulmão de alveolite, 

perivasculite e peribronqueolite, com a presença de linfócitos e histiócitos, além da 

formação de estruturas semelhantes a granulomas. A cepa H37Rv só foi capaz de causar 

lesão pulmonar após 4 semanas de infecção. 

Os macrófagos espumosos, células que fagocitam e retêm lipídios, são agravantes 

da infecção por Mtb e consequentemente, do estímulo bacteriano persistente. A presença 

dessas células está ligada à cavitação pulmonar e transmissão dos bacilos (RUSSELL et 

al., 2009). Esses macrófagos produzem altos níveis de TGF-β, que pode culminar com a 
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apoptose das células efetoras imunes, e NO, que suprimem as células T em infecção por 

Mtb em murinos (NABESHIMA et al., 1999). A formação dessas células está diretamente 

ligada à desregulação dos níveis de LDL nos macrófagos. Os componentes triacilglicerol 

e os fosfolipídeos são metabolizados (RUSSEL et al., 2009; KORB; CHUTUTGOON; 

MOODLEY, 2016). Entretanto, o colesterol é transportado para o citosol e é sequestrado 

para os corpos lipídicos. A associação entre os macrófagos espumosos e a necrose caseosa 

são os achados histológicos relevantes associados à presença de triacilglicerol e colesterol 

nas regiões de necrose (RUSSEL et al., 2009). Peyron et al. (2008) demonstrou que a 

formação de macrófagos espumosos está ligada a liberação de formas oxigenadas de ácidos 

micólicos liberados por micobactérias virulentas internalizadas. 

 

1.5 BCG 

 

O Bacille Calmette-Guérin (BCG) é a única vacina atualmente licenciada e 

utilizada mundialmente contra TB (ZWERLING et al. 2011). Foi produzida inicialmente 

por Albert Calmette e Camille Guérin, a partir de uma cepa virulenta de Mycobacterium 

bovis, entre 1908 e 1919 (CALMETTE et al., 1927). Os bacilos foram atenuados após treze 

anos de passagem in vitro, somando mais de 200 passagens em meio de bile-batata 

glicerinado. Os bacilos atenuados foram utilizados pela primeira vez como vacina para 

humanos em 1921 (LIENHARDT & ZUMLA, 2005; BASTOS et al., 2009). As passagens 

in vitro forçaram as micobactérias a passar por processos de mutação que levaram a perda 

de 17 regiões de diferenciação genômicas (RD-1 a RD-16 mais nRD-18) codificantes de 

antígenos relevantes na virulência dessas bactérias (DA COSTA et al., 2014; ANDERSEN 

& WOODEWORTH, 2014). A OMS recomendou o seu uso a partir do ano 1950 

(ANDERSEN & DOHERTY, 2005). Entretanto, sua eficácia em crianças varia de 0 a 80% 

em países subdesenvolvidos, não sendo capaz de proteger indivíduos adultos (FINE, 1995). 

Com isso surge a necessidade de novos métodos de prevenção contra a TB. 

Apesar dos problemas de indução de memória imunológica e variação na proteção 

de crianças, a BCG consegue induzir níveis de células T produtoras de IFN-γ e reduzir em 

escala logarítmica a carga bacteriana em modelos murinos. Faz-se necessário entender em 

quais aspectos a BCG consegue gerar proteção e o que seria necessário para prover uma 

imunidade duradoura (ANDERSEN; WOODWORTH, 2014). Sabe-se que os níveis de 

IFN-γ induzidos pela BCG são devidos a indução de células T efetoras terminalmente 

diferenciadas (LINDENSTROM et al., 2013), que pode ser um reflexo da incapacidade de 
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gerar células T centrais de memória de vida longa (ORME, 2010). Nem a BCG nem a 

infecção prévia por Mtb promovem resposta imune suficiente para prevenir reativação ou 

reinfecção com Mtb na vida adulta. 

A esperança de uma nova vacina contra TB gira em torno de uma vacina que 

permita a geração de células específicas de vida longa contra Mtb e que residam nas vias 

aéreas ou nos linfonodos pulmonares, para que possam atuar assim que o bacilo se instalar; 

que consiga impedir a geração de células Treg durante a fase inicial da infecção, para evitar 

a multiplicação do patógeno. As vacinas em fase clínica atuais conseguem induzir células 

produtoras de IFN-γ que são capazes de reconhecer epítopos imunodominantes de Mtb 

(EVANS et al., 2013). Além do mais, as melhoras em potenciais vacinas contra TB estão 

voltadas para a geração de vacinas indutoras de células Th1 intermediárias, presentes no 

parênquima do pulmão, do que aquelas que induzem células Th1 diferencialmente 

terminadas, presentes apenas na circulação sanguínea pulmonar (SAKAI et al., 2014). 

Junqueira-Kipnis et al. (2013) e Monin et al. (2015) ressaltam a importância de uma vacina 

contra TB em gerar células Th1 e Th17 para proteção contra o Mtb. Portanto, vários 

critérios devem ser levados em consideração para o desenvolvimento de formulação 

vacinais novas contra Mtb. 

 

1.6 Vacinas em Estudo Clínico 

 

São 13 vacinas em teste clínico, atualmente, de acordo com a instituição Aeras 

(AERAS, 2017).  

Em fase I temos as vacinas: MTBVAC, Ad5 Ag85a, ChAdOx1.85A/MVA85A, 

MVA85A/ MVA85A e TB/FLU-04L. MTBVAC é uma cepa atenuada de Mtb com os 

genes phoP e fadD26 desenvolvido por TBVI, na Universidade de Zaragoza, Países baixos 

e Biofabri, Espanha. A vacina apresenta segurança e biodistribuição similares à BCG e 

confere proteção superior em estudos pré-clínicos (AHSAN, 2015). Ad5 Ag85a é o 

sorotipo 5 do adenovírus recombinante deficiente em replicação, desenvolvido pela 

McMaster University no Canadá em colaboração na companhia CanSinoo, que expressa o 

Ag85a de Mtb (China) (SMAILL; XING, 2014). Vacinação com Ad5 Ag85a demonstrou 

proteção maior do que a BCG em modelos animais. Os estudos de fase I demonstraram 

segurança e imunogenicidade. MVA85A, um vetor viral, é uma cepa recombinante de 

Vaccínia expressando os antígeno 85A (MCSHANE et al., 2005). Estudos de fase I 

demonstraram efeito imunogênico e foram bem toleradas em adultos com HIV no Senegal 
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apresentando poucos efeitos adversos locais e sistêmicos. Em um estudo em primatas não-

humanos, MVA85A mostrou efeito imunogênico quando utilizada por via aerossol 

(WHITE et al., 2013). Estudos de fase IIb em 2797 crianças mostrou ser bem tolerada e 

imunogênica mas a proteção contra TB foi fraca. 

Na fase IIa estão: RUTI, H1/H56:IC31, H4/IC31, ID93 + GLA-SE. RUTI é uma 

vacina terapêutica produzida a partir de fragmentos de Mtb encapsulados em lipossoma, 

com a capacidade de estimular células Th1, Th2, Th3, T CD8+ e induzir forte resposta 

imune humoral (CARDONA, 2006). A vacina H1/IC31 é constituída de uma proteína de 

fusão entre o Ag85B e o ESAT-6 (H1), formulada em conjunto com o adjuvante IC31. Em 

um estudo de fase II, demonstrou-se segura e bem tolerada em pacientes HIV-positivos, 

além de induzir uma resposta Th1 específica e duradoura (REITHER et al., 2004). 

H56/IC31 contêm a proteína de fusão H56, que contém um terceiro antígeno ao H1, o 

antígeno de latência Rv2660c (RUHWALD et al., 2014). H4:IC31 é uma vacina que 

contém uma proteína de fusão com os antígenos imunodominantes TB10.4 e Ag85b, junto 

com o adjuvante IC31. Essa vacina se mostrou segura em adultos da África do Sul, e capaz 

de induzir células IFN-γ+ TNF-α+ IL-2+ ou TNF-α+ IL-2+ (GELDENHUYS et al., 2015). 

Em fase IIb estão: DAR-901, VPM 1002 e M72 + AS01E. DAR901 é uma cepa de 

M. obuense inativada por calor. Ela foi capaz de induzir a geração de células Th1 em 

camundongos, e aumentou a quantidade dessas células quando utilizada como reforço à 

BCG, além de induzir anticorpos específicos (LAHEY et al., 2016). A VPM 1002 é uma 

BCG recombinante expressando listeriolisina e deficiente em urease (KAUFMANN et al., 

2014). Ela foi produzida para secretar listeriolisina, afim de perfurar a membrana 

fagossomal, permitindo o transporte de antígenos para o citosol e sua apresentação por via 

de MHC de classe I (GRODE et al., 2005). Essa vacina conseguiu induzir células T CD8+, 

Th1 e Th17 (FARINACCI; WEBER; KAUFMANN, 2012). M72+AS01E é uma vacina de 

subunidade contendo proteínas de fusão 32A e 39A em adjuvante. Estudos de fase II 

demonstraram que essa vacina induz células T CD4+ e respostas imunes humorais. 

M72/AS01 tem um perfil de segurança aceitável clinicamente e alta imunogenicidade em 

adultos saudáveis e infectados com Mtb (DAY et al., 2013). 

A única vacina em fase III é a M. vaccae. M. vaccae é um agente imunoterapêutico 

morto por calor em TB desenvolvido pela Anhui Zhifei Longcom, China. Apresentou-se 

segura e imunogênica em adultos que eram HIV positivos e induziu células T CD4+ 

expressando IFN-γ e IL-10 (YANG et al., 2010). 
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1.7 CMX 

 

CMX é uma proteína de fusão que contém os epítopos imunodominantes Ag85c, 

MPT51 e toda a proteína HspX, expressos em diferentes etapas da infecção por Mtb. A 

proteína já foi utilizada como parte de outras formulações vacinais do grupo. MPT51 e 

Ag85c são expressos durante a fase ativa da doença, enquanto o HspX é altamente expresso 

durante a latência (DE SOUSA et al., 2012; KASHYAP et al., 2013). 

O complexo Ag85 é uma família de três proteínas (Ag85a, Ag85b e Ag85c) que 

têm atividade micoliltransferase, por ligar o ácido micólico à arabinogalactana da parede 

celular, e também são responsáveis pela formação da trealose dimicolato, lipídio virulento 

do Mtb (HUYGEN, 2014). Estudo realizado por Kumar et al. (2008) demonstrou o papel 

de antígenos secretados e constituintes da parede celular no diagnóstico de Mtb e o Ag85c 

teve sensibilidade de 89,77% e especificidade de 92%, quando utilizado em ELISA para 

diagnosticar indivíduos doentes. O soro de infantes também reagiu com o Ag85c. Ag85a e 

Ag85b são secretados, mas o Ag85c é parte integrante da parede celular. Jain et al. (2008) 

expressaram o Ag85c em uma BCG recombinante, e observaram redução na carga bacilar 

em cobaias, associado a baixos níveis de citocinas como IL-12, IFN-γ e TNF-α. As 

proteínas do complexo Ag85 têm grande potencial como antígenos de vacina, aliado a 

imunogenicidade comprovada do Ag85c. 

MPT51, secretado na fase ativa da doença, tem uma similaridade de 40% na 

estrutura primária aos componentes da família Ag85 e os anticorpos que se ligam ao 

MPT51 tem reação cruzada com os membros dessa família (WANG et al., 2010). O papel 

do MPT51 na micobactéria é o de ligação da fibronectina, mas não possui a atividade de 

micoliltransferase (WILSON et al., 2004). A importância desse antígeno é ressaltada por 

ser um marcador precoce de TB em indivíduos com HIV (RAMALINGAM; UMA DEVI; 

RAJA, 2003) e distinguir pacientes com a doença ativa de saudáveis (ACHKAR et al., 

2006; SILVA et al., 2014). Nosso grupo demonstrou que o MPT51, quando usado como 

vacina com o adjuvante CpG-DNA, aumentou os níveis de células Th1 em camundongos 

BALB/c e reduziu a carga bacilar de Mtb em camundongos, demonstrando-se um ótimo 

candidato vacinal (SILVA et al., 2009). 

HspX é um antígeno encontrado em algumas micobactérias que é altamente 

expresso por Mtb durante a fase de latência. É responsável por uma resposta imune humoral 

e celular específica. A latência é induzida por condições de estresse quando o 

microrganismo encontra-se dentro do macrófago, tais como a presença de óxido nítrico, 
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baixa concentração de nutrientes e de oxigênio. Foram constatados 48 genes que são 

superexpressos durante a fase de latência, sendo a proteína HspX de 16 kDa, a mais 

superexpressa. O perfil de resposta imune encontrado para o HspX envolve os linfócitos 

B, células CD4+ Th1 e CD8+ CTL, além de ser responsável por gerar células CD8+ de 

memória (SIDDIQUI; AMIR; AGREWALA, 2011; REIS et al., 2011). 

Com relação a proteína de fusão CMX, nosso grupo demonstrou que a mesma 

poderia ser útil para fins diagnósticos, identificando portadores da doença em qualquer fase 

(DE SOUSA et al., 2012). Essa proteína foi utilizada em formulação vacinal com 

lipossomos em camundongos e mostrou-se indutora de citocinas do perfil Th1 pelos 

esplenócitos e de anticorpos IgG1 e IgG2a, característicos de respostas CD4+ Th1 e Th2.  

ESAT-6 é uma molécula do Mtb, codificada pelo gene Rv3875, que auxilia o 

patógeno à reduzir as taxas de apoptose dos macrófagos nos quais estão instalados (GUO 

et al., 2012). Além do mais, o complexo ESAT6/CFP10 inibe macrófagos de produzir 

TNF-α e IL-12, alterando a resposta imune inata (PATHAK et al., 2007). Devido a 

importância dessa molécula ao Mtb, sua utilização em uma vacina, a fim de bloquea-la no 

patógeno é vital para o mesmo. Pensando nisso, nosso grupo adicionou o gene do ESAT6 

ao plasmídeo contendo a sequência da CMX e foi criado uma nova proteína recombinante, 

a ECMX. Sua eficácia vacinal não foi previamente testada. 

Quando a CMX foi expressa em um vector vivo, a mc2-CMX, induziu respostas 

IgG1 e IgG2a específicas ao CMX, além de respostas Th1 e Th17. Após desafio com Mtb, 

a mc2-CMX demonstrou proteção superior à BCG. Uma alteração no vetor, gerou a IKE-

CMX induziu uma proteção superior mc2-CMX (JUNQUEIRA-KIPNIS et al., 2013). A 

variabilidade na proteção da BCG e em induzir células de memória de vida longa, levou 

pesquisadores não somente a procurar novas vacinas, como também melhorar a eficácia da 

BCG, uma vez que ela protege contra as formas severas de TB em crianças, a TB miliar e 

a TB meníngea (FINE, 1995). Nosso grupo produziu uma BCG recombinante que expressa 

a CMX, desenvolvendo a vacina rBCG-CMX. Essa vacina induziu respostas maiores de 

células Th1 e Th17 do que em camundongos vacinados com BCG, ambas específicas para 

a proteína CMX (DA COSTA et al., 2014). Apesar dos esforços conseguidos até o 

momento, as vacinas desenvolvidas pelo grupo ainda não podem ser testadas em primatas 

não humanos pois necessitam de testes em animais deficientes. Além do mais, este fato, 

motivou o grupo, a desenvolver novas formulações vacinais utilizando proteínas e um 

adjuvante aprovado para uso em humanos, evitando a necessidade de testes de segurança 

em camundongos imunodeficientes.  
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1.8 Adjuvantes 

 

Antígenos proteicos são fracamente imunogênicos. Para ter efeito como vacina, 

esses peptídeos precisam ser inoculados juntamente com adjuvantes, substâncias que 

aumentam a resposta imune contra os antígenos. Adjuvantes podem aumentar a 

imunogenicidade de antígenos, reduzir o esquema vacinal em crianças e idosos, e pode 

atuar como um sistema de entrega de antígenos em mucosas (PETROVSKY & AGUILAR, 

2004). Glenny et al. (1926) notaram que o toxoide de difteria, quando inoculado com 

alumínio, culminava com maior recrutamento celular do que quando inoculado puro. 

Algum tempo depois, quando estudos tornaram o método de adição de alúminio 

padronizado, ele passou a ser utilizado como adjuvante em vacinas (LINDBLAD, 2004). 

Hoje sabe-se que adjuvantes de alumínios são estimuladores de células Th2, exceto quando 

os esquemas vacinais são preparados com IL-12 e IL-18 exógeno, que leva a um perfil Th1 

(KENNEY et al. 1999). 

O “immunologists dirty little secret”, como os adjuvantes foram primariamente 

chamados, podem atuar de diversas maneiras. Quando liberam o antígeno de forma lenta e 

contínua no local da inoculação, são conhecidos por “efeito de depósito”. Adjuvantes que 

agem dessa forma estimulam continuamente o sistema imune e geram altos níveis de 

anticorpos. São exemplos, alúmen (GLENNY et al., 1926), emulsões água em óleo, micro 

e nanopartículas.  

O alúmen adsorve o antígeno e a forte interação eletrostática entre eles, permite a 

união, que resulta em uma alta fagocitose do antígeno por polimorfonucleares (PMN) e 

aumento da apresentação para APCs (BURREL et al., 2000; AWATE; BABIUK; 

MUTWIRI, 2013). O alúmen atrai monócitos para os linfonodos drenantes pela liberação 

de ácido úrico (KOOL et al., 2008). Células dendríticas ao fagocitarem o alúmen, liberam 

IL-1β (LI; NOOKALA; RE, 2007) pela ativação do inflamassoma NLRP3 ao entregar o 

ácido úrico ao citosol (FRANCHI; NÚÑEZ, 2008). CAF01 é conhecido por seu efeito de 

depósito duradouro e é componente de uma vacina em fase clínica (HENRIKSEN-LACEY 

et al., 2010). 

Alguns adjuvantes são classificados pela sua capacidade de aumentar os níveis de 

citocinas e recrutamento celular. O alúmen estimula a produção de CCL2, CXCL1 e 

CCL11 (KOOL et al., 2008) que culmina com o recrutamento de neutrófilos, eosinófilos, 

monócitos, DCs, células assassinas naturais (NK) e assassinas naturais T (NKT) (MCKEE 
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et al., 2009). É classicamente um indutor de células Th2 (GRUN; MAURER, 1989; 

AWATE; BABIUK; MUTWIRI, 2013), devido ao estímulo de eosinófilos Gr1+ produtores 

de IL-4 (JORDAN et al., 2004). As células Th2 atuam estimulando a proliferação de células 

B e em uma alta produção de anticorpos, como IgM (WANG; WELLER, 2008). 

MF59 suprarregula a expressão de CCR2, que recruta monócitos para o local de 

inoculação. Outras células, como células B e neutrófilos, também são recrutadas 

(CALABRO et al., 2011) e engolfam tanto o antígeno quanto o adjuvante, para serem 

levados para linfonodos drenantes. O AS03 junto com o antígeno ativa CFS3 e IL-6, além 

das quimiocinas recrutadoras de leucócitos, CCL2, CCL3 e CCL5, sendo responsáveis pelo 

influxo de neutrófilos, eosinófilos e monócitos (MOREL et al., 2011). 

CpG-DNA são oligonucleotídeos imunomodulatórios encontrados em bactérias e 

vírus; moléculas agonistas específicos de TLR-9. Este ativa uma resposta protetora que 

aumenta a eliminação de patógenos (SHIROTA & KLINMAN, 2014). Quando 

oligonucleotídeos contendo motivos CpG são reconhecidos por TLR9 presente nas 

membranas de vesículas de APC, estas são ativadas e produzem citocinas que favorecem 

resposta imune específica com perfil Th1 (KLINMAN, 2004). A localização intracelular 

do TLR contribui para que ocorra o encontro com o DNA patogênico, que geralmente se 

encontram encapsulados e protegido de DNAses.  

A ligação do CpG-DNA ao TLR9 induz clivagem proteolítica do receptor. Depois 

de sair do retículo endoplasmático, o ectodomínio TLR9 é clivado pela asparagina 

endopeptidase e/ou catepsinas. Esta forma truncada recruta MyD88, IRAK, TRAF6, e 

envolve a ativação de diversos MAPK e fatores de transcrição (como NF-κB e AP-1) 

culminando na transcrição de citocinas e quimiocinas pró-inflamatórias, IL-1, IL-6, IL-12, 

IL-18, TNF-α (AKIRA & TAKEDA, 2004; KLASCHICK; TROSS; KLINMAN, 2009; 

SHIROTA & KLINMAN, 2014). Mais de cem vacinas utilizando CpG DNA foram 

utilizadas em testes clínicos. A vacina atual contra hepatite B falha em induzir soroproteção 

em 5-10% de indivíduos imunocompetentes. A vacina com inclusão de CpG DNA em fase 

III, HEPLISAV, aumentou a indução de resposta imune humoral e respostas mediadas por 

células contra o HBV (COOPER & MACKIE, 2011). 

Advax™ é um adjuvante pertencente à uma nova classe, por sua composição 

polissacarídica e por seu mecanismo de ação. É um adjuvante derivado do polímero inulina 

(polifrutanosil-D-glicose), uma estrutura de poli-frutose que termina com uma cadeia única 

de glicose (PETROVSKY; COOPER, 2015). As formas solúveis da inulina (cadeias α e β) 

não têm atividade imune, mas as formas cristalinas (cadeias δ e γ) conseguem ativar a via 
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alternativa do complemento, o que lhes conferem capacidade adjuvante (KEREKES et al., 

2001). Kerekes et al. (2001) conseguiram demonstrar que a capacidade adjuvante da γ-

inulina é através da alta deposição de C3 na superfície de macrófagos, que culmina no 

aumento da ativação de células T.  

Entretanto, a isoforma δ-inulina é insolúvel até 40°C e apresenta melhor atividade 

no organismo humano. Além do mais, a δ-inulina ativa reguladores do complemento, como 

clusterina, que bloqueia a produção de anafilotoxinas e MAC (do inglês “membrane cell 

attack”) (PETROVSKY; COOPER, 2015). Assim a δ-inulina tornou-se o princípio do 

Advax, que conhecidamente consegue ativar a imunidade inata e não induz inflamação, 

por não ser capaz de ativar NF-κB. Hayashi et al., (2017) demonstraram que a ação do 

Advax é dependente de macrófagos MARCO+ e independente de células dendríticas. 

O coronavírus responsável pela Síndrome Respiratória Aguda Severa (SARS-CoV) 

é responsável por uma doença respiratória marcada por infiltrado celular inflamatório com 

dano alveolar difuso (NICHOLLS et al., 2003). Quando o vírus foi inativado e utilizado 

como vacina, demonstrou uma pequena proteção (DARNELL et al., 2007). Em associação 

com o alúmen, a vacina agravou o quadro respiratório, cursando com patologia pulmonar 

eosinofílica grave (BOLLES et al., 2011). Afim de gerar uma vacina com maior proteção 

e que não gerasse as complicações citadas, Honda-Okubo et al. (2015), utilizaram uma 

proteína recombinante do SARS-CoV, rSP, em conjunto com os adjuvantes Advax1 e 

Advax2. Duas semanas após a imunização, a vacina utilizando Advax2 como adjuvante, 

gerou resposta Th1 nos camundongos e um perfil IgG1 e IgG2a específicos até um ano 

depois da vacinação. O adjuvante Advax1 gerou apenas resposta Th1 fraca, duas semanas 

após a imunização, mas que estava elevada um ano depois.  

Na tentativa de reverter o quadro patológico induzido por vacinas contendo alúmen, 

devido a resposta predominante do tipo Th2, os adjuvantes Advax1 e Advax2 foram 

utilizados em conjunto com o Vírus Sincicial Respiratório (RSV), (DE SWART et al., 

2002). O estudo de Wong et al. (2016), utilizando essas formulações, demonstrou que após 

seis semanas da imunização com Advax2 + RSV, os níveis de IgG2a foram superiores aos 

níveis de IgG1, perfil correspondente a resposta Th1. Quando utilizado Advax1 os níveis 

de ambas classes de anticorpos foram semelhantes.  

Em um teste recente em humanos, o Advax foi adicionado ao vírus Influenza 

inativado, como uma forma de reduzir os custos da vacinação contra o vírus sazonal 

Influenza. Os níveis de IgM e IgG observados foram similares àqueles encontrados com a 
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vacina inativada inteira que necessitava de altas concentrações virais. Além do mais, a 

formulação se mostrou segura e eficaz (GORDON et al., 2016). 

A adição de CpG-DNA ao Advax, AdvaxCpG, e sua formulação com proteínas da 

plataforma MultiTEP, foi testada como vacina para doença de Alzheimer em murinos. 

Nestes animais, a formulação vacinal conseguiu induzir níveis maiores de IgG2a do que 

outros adjuvantes, como alúmen e o próprio Advax, além de uma resposta Th1 e Th2 

equilibrada, oito vezes maior que as induzidas com outros adjuvantes já testados 

(DAVTYAN et al., 2016). Advax4 é uma nova composição do Advax, contendo CpG-

DNA, que pode potenciar as respostas do Advax como vacina contra microrganismos 

intracelulares, como bactérias, e o próprio Mtb. Assim, nos perguntamos se o Advax4 junto 

às proteínas do grupo, CMX e ECMX seriam capazes de estimular respostas imunes 

específicas aos antígenos e culminar com proteção contra TB. 
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2 JUSTIFICATIVA 

A TB é uma doença re-emergente que permanece como um dos maiores problemas 

de saúde pública mundial, agravado depois de 1980 pelo surgimento de casos de infecção 

com HIV 1/2 e o aumento da multi-droga resistência (MDR). São notificados 

aproximadamente 10 milhões e 400 mil de novos casos e 1 milhão e 900 mil de mortes por 

ano, sendo que 98% destes casos se encontram nos países em desenvolvimento. O Brasil 

encontra-se em 18º lugar no “ranking” dos 22 países com maior índice de prevalência de 

TB.  

A BCG é a única vacina licenciada pela OMS para o combate da TB. Entretanto 

sua eficácia é variável (0 a 80%) e não atinge adultos. A BCG também não pode ser 

utilizada em indivíduos imunossuprimidos, como pacientes HIV-positivos, por se tratar de 

um microrganismo vivo atenuado, podendo causar BCGite. A OMS tem como objetivo 

reduzir a incidência da TB em 80% e reduzir as mortes por TB em 90% até o ano de 2030. 

Este trabalho se justifica pela necessidade do desenvolvimento de novas formulações 

vacinais contra a TB, uma vez que aquelas em estudo clínico não se mostraram melhores 

do que a BCG na capacidade de proteção. 

Vacinas de subunidade proteica quando utilizadas com adjuvantes seguros, 

permitem a sua utilização na maioria dos indivíduos. Portanto, nesse trabalho pretendeu-

se desenvolver formulações vacinais contendo duas proteínas de fusão recombinante nunca 

testadas antes contra Mtb (vacina de subunidade proteica) associadas ao Advax um 

adjuvante seguro para uso em humanos. 
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3 OBJETIVOS 

3.1 Objetivo Geral 

Avaliar diferentes formulações do adjuvante Advax na formulação de vacinas de 

subunidade proteica contendo CMX e ECMX contra Mycobacterium tuberculosis. 

 

 

3.2 Objetivos Específicos 

-  Avaliar a inflamação local no músculo quadríceps (sítio de inoculação das 

vacinas). 

 - Verificar as células endoteliais linfáticas e células endoteliais sanguíneas e a 

ativação dos macrófagos nos linfonodos drenantes após vacinação.  

- Avaliar a resposta imune humoral contra CMX e ECMX no soro dos 

camundongos vacinados. 

 - Analisar a indução de linfócitos T efetores específicos para CMX e ECMX: Th1 

e Th17. 

 - Avaliar as alterações histopatológicas dos pulmões dos camundongos vacinados 

e posteriormente infectados. 

- Calcular a carga bacilar dos pulmões dos camundongos vacinados e infectados 

com Mtb. 

- Determinar a sobrevida dos camundongos imunizados com as formulações 

contendo CMX. 
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4 MÉTODOS 

4.1 Ética 

 Os protocolos utilizados neste estudo foram aprovados pelo comitê de ética 0153/10 

(anexo I). Todo o manuseio animal foi realizado sob orientação de médico veterinário, 

responsável pelo treinamento. 

 

4.2 Animais 

 Para este estudo, foram utilizados 93 animais BALB/c fêmeas provenientes do 

Biotério da Unicamp (Universidade de Campinas – São Paulo), de 6 - 8 semanas, que foram 

climatizados e isolados em cabines no biotério do IPTSP com dieta ad libitium. 

Camundongos receberam cilindros de papel para reduzir as condições de estresse e 

ocasionalmente receberam alimentação com suplemento de sementes de girassol. A 

umidade foi controlada em torno de 40 à 70% e o ciclo de luz/escuridão de 12 horas. 

Temperatura foi mantida em 24ºC. 

 

4.3 Construção da CMX e da ECMX 

De Sousa et al. (2012) descreveram a construção do plasmídeo pET23a/CMX. Para 

a construção do gene de fusão ECMX, o gene da ESAT-6 foi amplificado do DNA do Mtb, 

cepa H37Rv e clonado em um plasmídeo pGEM-T easy (Promega) com a criação dos sítios 

de restrição enzimática para as enzimas NdeI e BamHI nas regiões aminoterminal e 

carboxiterminal do gene. O gene ESAT-6 foi removido do pGEM-T-ESAT-6 por digestão 

com as enzimas referidas e inserção no plasmídeo pET23a/CMX previamente digerido 

com as mesmas enzimas. O plasmídeo recombinante nomeado pET23a/ECMX foi 

confirmado pelos perfis de restrição das enzimas bem como pelo sequenciamento da 

construção completa. Esta construção apresenta patente depositada: BR 10 2014 032352 

0. 

 

4.4 Produção da CMX e da ECMX 

Para produção da proteína recombinante CMX e ECMX em larga escala, dois 

microlitros do plasmídeo pet23a foram transferidos para 50 μL de E. coli e eletroporados 

para transformação das bactérias. Após uma hora de incubação em meio SOC, as células 

foram plaqueadas com os antibióticos cloranfenicol e ampicilina em meio LB ágar por 12 
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horas. Foram selecionadas 10 colônias, que foram adicionadas em duas placas com réguas, 

uma com IPTG e outra sem o indutor. Após 12 horas, as colônias maiores da placa com 

IPTG foram selecionadas e retiradas da placa sem IPTG para crescimento em meio LB 

líquido. As colônias foram cultivadas em meio líquido e 10% de IPTG foi adicionado, afim 

de estimular a produção da CMX, primeiro em pequena escala, e após confirmação da 

produção, em grande escala. As induções foram centrifugadas por 10 minutos a 5000 rpm, 

4°C. A purificação foi feita em condição desnaturante. Foi adicionado 10 mL do tampão 

de lise, que agiu por 2 horas. O lisado foi centrifugado por 45 minutos, 10.000g a 22°C. A 

proteína, presente no sobrenadante, foi transferida para uma coluna de purificação (His-

Tag Protein Purification Ni-NTA - QIAGEN), separada de outros constituintes por um 

tampão de lavagem e isolada em um tampão de eluição, para posterior utilização da 

proteína. 

 

4.5 Preparação Vacinal 

Os adjuvantes Advax3 e Advax4 foram fornecidos pela empresa Vaxine PTY LTD, 

em soluções polissacarídicas à 50 mg/mL, armazenadas à 2-8 °C. As formulações vacinais 

contendo CMX/ECMX incluíram 20 ug da proteína e 1 mg dos adjuvantes citados. As 

vacinas contendo CpG-DNA foram utilizadas contendo 20 μg do adjuvante e 20 ug da 

proteína recombinante, por camundongo. Os controles vacinais continham grupos 

contendo: BCG (107 CFU/camundongo), CMX sem adjuvante (20 μg/cdg), Advax3 sem 

proteína (1 mg/camundongo) e Advax4 sem proteína (20 μg/cdg). As formulações vacinais 

foram preparadas no momento da inoculação para correta homogeneização. 

 

4.6 Vacinação 

 As vacinas CpG-DNA + CMX, Advax3 + CMX, Advax4 + CMX e Advax4 + 

ECMX foram administradas em três doses, por via intramuscular, com intervalos de 30 

dias cada, além dos grupos controles Salina, BCG, CMX, Advax3 e Advax4. Os grupos 

controle receberam uma única dose subcutânea das formulações (Figura 1). 
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Figura 1 – Desenho experimental. Os animais foram vacinados com intervalos de 30 dias. 

A: Dois dias após a vacinação um grupo de animais (n=6) foi eutanasiado para avaliação 

dos linfonodos drenantes e local de vacinação (quadríceps). Entre as três vacinações, o 

sangue foi coletado de todos os animais para obtenção de soro e análise da 

imunogenicidade. Os animais foram desafiados com Mtb trinta dias após a última 

vacinação. B: Quarenta e cinco dias depois, os orgãos (pulmões e baços) foram 

processamento para determinação da UFC e avaliação das células por citometria de fluxo. 

 

 

4.7 Análise dos Linfonodos 

Para avaliar as LECs e BECs e macrófagos, os linfonodos inguinal e poplíteo de 

camundongos BALB/c foram coletados dois dias após a primeira vacinação no músculo 

quadríceps. As células foram processadas e incubadas com anticorpos anti-gp38-FITC 

(clone: 8.1.1 - Novus Biologicals), anti-CD31-PE-Cy7 (clone: 390 BD Pharmigen), anti-

F4/80-FITC (clone: BM8 - Novus Biologicals) e anti-CD11b-PE (clone: M1-70 – 

eBioscience). As células foram adquiridas com o BD Biosciences FACSVerse citômetro 

de fluxo (Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública – Comodato - UFG) e os dados 

foram analisados usando o software FlowJo 8,7. 
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4.8 Coleta de Sangue 

Para dosar os níveis de anticorpos e avaliar a resposta imune humoral induzida 

pelas vacinas, foi coletado sangue do plexo retro-orbital dos camundongos 30 dias após 

cada imunização. As amostras foram incubadas por 1 h a 37°C, centrifugadas à 1200g a 

4°C por 15 min para separar o soro, e estocadas a -20°C. Os grupos controles foram 

imunizados apenas no dia experimental 1 e tiveram o soro coletado após 30, 60 e 90 dias, 

como parâmetro para os grupos CpG-DNA + CMX, Advax3 + CMX, Advax4 + CMX e 

Advax4 + ECMX.  

 

4.9 Dosagem de anticorpos 

Afim de avaliar os níveis de anticorpos IgG2a e IgG1, a técnica de ELISA  descrita 

por De Sousa et al, (2012) com pequenas modificações foi utilizada. Placas de 96 poços 

foram incubadas com 10 µg/mL de rCMX (para soro de animais imunizados com CpG-

DNA + CMX, Advax3 + CMX, Advax4 + CMX) ou 10 µg/mL de rECMX (para soro de 

animais imunizados com Advax4 + ECMX) diluído em 0,05M em tampão 

carbonato/bicarbonato, e incubado a 4°C por 16 hs. Os poços foram bloqueadas com salina 

contendo 1% de leite desnatado. As amostras de soro foram diluídas à 1:200, adicionados 

aos poços, e incubados por 2 hs a 37°C. Anticorpos conjugados a biotina (anti-IgG1 ou 

anti-IgG2a; Pharmingen®) diluídos 1:5000 foram adicionadas as placas, que foram então 

incubados por 1 h a 37°C. Depois da incubação com a solução substrato, a absorbância a 

492 nm foi lida no espectofotômetro de placas (Labsystems Multiskan Thermo ®). 

 

4.10 Desafio  

Para avaliar a eficácia das diferentes formulações vacinais, os camundongos foram 

desafiados com Mtb 30 dias após o último esquema vacinal. A cepa de Mtb utilizada foi a 

H37Rv, mantida em freezer -80°C. Uma alíquota foi retirada e diluída para uma 

concentração de 106 CFU/mL diluindo com PBS contendo 0,05% de Tween 80. Noventa 

dias após a primeira imunização dos animais, eles foram desafiados com 100 µL do 

inóculo, por via intravenosa, injetado no plexo retro orbital. A carga bacteriana foi 

determinada pelo plaqueamento dos homogenatos pulmonares de um camundongo de cada 

grupo no dia seguinte à infecção em ágar 7H11 suplementado com OADC.  

Quarenta e cinco e noventa dias após o desafio, os camundongos foram 

eutanasiados e os órgãos foram retirados para análise. Os lóbulos anterior e mediastinal 
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direito pulmonares foram coletados, homogeneizados, e plaqueados em ágar 7H11 

suplementado com OADC. Após 21 dias de cultura, as unidades formadoras de colônia 

(UFC) foram contadas e de acordo com a diluição foi determinado a carga bacteriana por 

mL. 

 

4.11 Resposta Imune Específica contra rCMX/rECMX no Pulmão e no Baço 

Os lobos pulmonares anterior e posterior esquerdos e o baço dos animais 

eutanasiados aos 45 e 90 dias após o desafio com Mtb (H37Rv), três animais de cada grupo 

foram utilizados. As células foram separadas com um homogeneizador de tecidos Plotter 

(Corning, USA). As hemácias foram lisadas com tampão de lise (0,15M NH4Cl, 10mM 

KHCO3) e as células remanescentes foram ajustadas para 1x106 células/mL e plaqueadas 

na placa de 96 poços. O esplenócitos e células pulmonares foram estimuladas com ConA 

(10 µg/mL) ou CMX (10 µg/mL) ou ECMX (10 μg/mL) ou não estimulados (meio). Depois 

de incubar em estufa a 5% de CO2 a 37°C por 2 h, uma solução de Monenzina (3 μM; BD 

Pharmingen) foi adicionada às células, e novamente incubadas por quatro horas. As células 

foram marcadas com anticorpos anti-CD4+FITC (clone: RM4-5 - eBioscience) por 20 

minutos. A marcação intracelular foi feita com tampão Perm Wash (BD Cytofix/Cytoperm 

Kit) usando anti-IFN-γPE (clone: XMG1.2 eBioscience) e anti-IL-17PERCP(clone: TC11-

18H10 - BD Pharmigen). As células foram adquiridas com o BD Biosciences FACSVerse 

citômetro de fluxo (Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública – Comodato - UFG) e 

os dados foram analisados usando o software FlowJo 8,7. 

 

4.12 Histopatologia 

Foram separados para avaliação histológica os músculos quadríceps dos animais 

vacinados com Salina, CMX, Advax3, Advax4, Advax3 + CMX e Advax4 + CMX e o 

lóbulo caudal direito dos animais desafiados com Mtb após 45 e 90 dias (n=3/grupo). Os 

pulmões foram perfundidos com heparina 0,05% através da inoculação no ventrículo 

direito do coração. O lóbulo pulmonar e o tecido muscular foram fixados em formaldeído 

tamponado a 10%. Os tecidos foram processados posteriormente e corados com 

hematoxilina e eosina (HE) para análise microscópica (Axio scope.A1 – Carl Zeiss).  

 

4.13 Análise Estatística 

Os dados foram analisados usando os softwares Microsoft Office Excel 2013 e 

GraphPad Prism version 6.0. Os resultados representam a média e o desvio padrão para 
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cada grupo experimental. Os grupos experimentais foram comparados usando One-Way 

ANOVA seguido de pós teste não-paramétrico de Kruskal Wallis. Valores de p<0,05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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5 RESULTADOS 

Formulações vacinais contendo Advax3 e Advax4 não causam inflamação 

  

 A formulação de novas vacinas deve levar em consideração: forma de entrega, 

segurança, eficácia, resposta imune gerada e proteção. Para avaliar a reatogenicidade dos 

adjuvantes Advax3 e Advax4, os mesmos foram inoculados com ou sem a proteína rCMX, 

e dois dias depois avaliou-se o sítio de inoculação (quadríceps direito de cada camundongo) 

(Figura 2). É possível perceber que o grupo que recebeu salina (Figura 2A), Advax3 

(Figura 2C), Advax4 (Figura 2D) e Advax3 + CMX (Figura 2E) não sofreram alteração da 

estrutura morfológica do músculo esquelético. A rCMX não revelou alterações 

morfológicas importantes, mas observou-se um aumento sutil no número de células 

inflamatórias, não mostrando diferenças visíveis em relação ao grupo desafiado com salina 

(Figura 2B, seta). Entretanto, o grupo imunizado com Advax4 + CMX (Figura 2F, seta) 

apresentou aumento do infiltrado mononuclear, mas sem caracterizar um infiltrado 

inflamatório (HONDA-OKUBO; SAADE; PETROVSKY, 2012). Não foram observadas 

lesões macroscópicas. 
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Figura 2 – As formulações contendo Advax não induzem inflamação local. 
Fotomicrografias (A – Salina, B – CMX, C – Advax3, D – Advax4, E – Advax3 + CMX, 

F – Advax4 + CMX) representativas de cortes histológicos do músculo quadríceps do local 

da inoculação, corado em HE. Barras representam 100 μm. 
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Formulações vacinais contendo Advax3 e Advax4 estimulam células endoteliais 

linfáticas e macrófagos  

 

 Uma vez que a vacina Advax4 + CMX não causou inflamação, mas foi capaz de 

recrutar células mononucleares para o local de inoculação, foi questionado se as 

formulações vacinais seriam capazes de serem drenadas para os linfonodos locais. Para 

responder essa pergunta, foram coletados os linfonodos inguinal e poplíteo direito de cada 

camundongos e foi avaliado as células endoteliais linfáticas (LECs; CD31+gp38+), células 

endoteliais sanguíneas (BECs; CD31+gp38-) e de macrófagos (F4/80+CD11b+). Foi 

possível observar um aumento do número total de LECs (Figura 3A e B), BECs (Figura 

3C e D) e de macrófagos ativados (Figura 3E), quando os animais foram vacinados com as 

vacinas Advax3 + CMX e Advax4 + CMX, comparando-se com o grupo salina. Com isso 

podemos concluir que o conteúdo vacinal de Advax3 + CMX e Advax4 + CMX foi 

carreado por células mononucleares (Figura 2) e induziu a proliferação de células nos 

linfonodos drenantes, as BECs, LECs e macrófagos (Figura 3). 
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Figura 3 – As formulações Advax3 e Advax4 contendo CMX são capazes de ativar 

células endoteliais nos linfonodos drenantes. Camundongos BALB/c de 8 semanas 

foram imunizados com CMX, os adjuvantes sozinhos (Advax3 e Advax4) e as adjuvantes 

combinados à proteína CMX (Advax3 e Advax4 + CMX). Dois dias após a imunização os 

camundongos foram eutanaziados e os linfonodos inguinal e poplíteo foram coletados para 

avaliação das células estimuladas. Em A, as células endoteliais sanguíneas (BEC) foram 

avaliadas em porcentagem. Em B, as BEC estão apresentadas em número absoluto. Em C, 

as células endoteliais linfáticas (LEC) induzidas pelas diferentes formulações estão 

representadas em porcentagem. Em D, as LEC apresentadas em número absoluto. Em E, 

estão representados os macrófagos ativados. As diferenças estatísticas significativas 

comparadas ao grupo salina pelo teste de ANOVA, com p < 0.001.  
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Resposta imune humoral é altamente induzida pelas formulações vacinais  

 

As formulações vacinais ativaram células locais no sítio de injeção e células dos 

linfonodos locais, podendo dar início à uma resposta imune específica à proteína rCMX. 

Para avaliar se as vacinas são imunogênicas, as mesmas foram inoculadas 3 vezes num 

intervalo de três dias, e o soro de cada camundongo foi coletado 30 dias depois, para 

detecção de anticorpos específicos. A Figura 4 demonstra que as formulações vacinais 

Advax3 + CMX, Advax4 + CMX e CpG-DNA + CMX induziram níveis elevados de IgG1 

a partir da segunda imunização (dia 60). Não houve diferença entre os níveis induzidos 

entre as três formulações. Quanto aos níveis de IgG2a, os níveis de anticorpos induzidos 

já estavam aumentados nos trinta primeiros dias e permaneceram altos durante as três 

imunizações (Figura 5). Esses resultados comprovam a imunogenicidade das formulações 

vacinais. 
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Figura 4 – Resposta Imune Humoral (IgG1) anti-CMX induzida por formulações 

vacinais contendo CMX. Camundongos BALB/c fêmeas de oito semanas foram 

vacinados com os adjuvantes Advax3, Advax4 e CpG-DNA em combinação com a 

proteína de CMX. Foram realizadas três imunizações em cada grupo vacinal, com um 

intervalo de trinta dias. Trinta dias após cada imunização, sangue foi coletado do plexo 

retro orbital de cada camundongo para separação do soro e detecção dos níveis de 

anticorpos por ELISA (A) A vacina Advax3 contendo CMX tem seus níveis de IgG1 

comparados aos grupos controles: não imunizado (Salina), imunizados com BCG Moreau 

(107 cfu/animal), com a proteína CMX sem adjuvante (20 μg/animal), o adjuvante Advax3 

sem proteínas adicionais. Advax3 + CMX consegue induzir níveis mais altos de IgG1 a 

partir de 60 dias. (B) Níveis de IgG1 induzidos pela vacina Advax4 contendo CMX quando 

comparado aos grupos controles (Salina, BCG, CMX, Advax4). (C) CpG-DNA contendo 

CMX apresentou maiores níveis de IgG1 após a segunda e a terceira imunização quando 

comparado aos grupos controles (Saline, BCG e CMX). (D) Comparação entre os níveis 

de IgG1 induzidos pelas vacinas CpG-DNA + CMX, Advax3 + CMX e Advax4 + CMX 

trinta dias após a primeira, segunda e terceira imunizações. Não é possível observar 

diferenças entre os grupos vacinais. *(p<0.0001) 
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Figura 5 – Resposta Imune Humoral (IgG2a) anti-CMX induzida por formulações 

vacinais contendo CMX. Camundongos BALB/c fêmeas de oito semanas foram 

vacinados com os adjuvantes Advax3, Advax4 e CpG-DNA em combinação com a 

proteína de CMX. Foram realizadas três imunizações em cada grupo vacinal, com um 

intervalo de trinta dias. Trinta dias após cada imunização, sangue foi coletado do plexo 

retro orbital de cada camundongo para separação do soro e detecção dos níveis de 

anticorpos por ELISA (A) A vacina Advax3 contendo CMX tem seus níveis de IgG2a 

comparados aos grupos controles: não imunizado (Salina), imunizados com BCG Moreau 

(107 cfu/animal), com a proteína CMX sem adjuvante (20 μg/animal), o adjuvante Advax3 

sem proteínas adicionais. (B) Níveis de IgG2a induzidos pela vacina Advax4 contendo 

CMX quando comparado aos grupos controles (Salina, BCG, CMX, Advax4). É possível 

observar um aumento dos níveis de IgG2a a partir do 30 dias após a primeira vacinação, 

que se mantém após a segunda e terceira imunizações. (C) CpG-DNA contendo CMX 

apresentou maiores níveis de IgG2a após todas as imunizações quando comparado aos 

grupos controles (Salina, BCG e CMX). (D) Comparação entre os níveis de IgG1 induzidos 

pelas vacinas CpG-DNA + CMX, Advax3 + CMX e Advax4 + CMX trinta dias após a 

primeira, segunda e terceira imunizações. Não é possível observar diferenças entre os 

grupos vacinais. *(p<0.0001) 

 

  



 31 

 

Para analisar qual perfil de anticorpo foi predominante, IgG2a ou IgG1, a proporção 

entre os anticorpos foi calculada utilizando a leitura da OD (Figura 6). A vacina BCG 

induziu maior proporção de anticorpos da classe IgG2a após a vacinação, durante todo o 

período estudado. No entanto, as vacinas compostas por CpG-DNA + CMX, Advax3 + 

CMX e Advax 4 + CMX apresentaram maiores proporções de IgG2a que IgG1, apenas 

durante a primeira vacinação. As taxas entre os dois tipos de anticorpos foram similares 

durante as vacinações consecutivas.  

 

 

 
Figura 6 – Razão entre os níveis de IgG2a e IgG1 após cada uma das vacinações. As 

médias das densidades óticas obtidas na dosagem de IgG2a para cada um dos diferentes 

grupos foram divididas pelas médias das densidades óticas de IgG1 em cada um dos 

tempos experimentais. 

 

 

As formulações vacinais CpG-DNA + CMX e o BCG induzem altos níveis de linfócitos 

T CD4+IFN-γ+ tanto no baço quanto no pulmão 

 

Como as formulações vacinais contendo rCMX demonstraram ser imunogênicas, 

os camundongos foram então desafiados com 105 UFC (unidades formadoras de colônia) 

da cepa de M. tuberculosis H37Rv, para verificar se a resposta imune induzida pelas 

vacinas era protetora. Para verificar homogeneidade da infecção, um dia após o desafio, 

um camundongo de cada grupo vacinal foi eutanasiado e as UFC foram contadas 



 32 

manualmente. Os animais apresentaram 5,75 x 104 ± 1,35 x104 UFC/mL, um dia após a 

infecção.  

Para verificar a resposta celular imune específica anti-rCMX induzida pelas 

vacinas, os camundongos foram eutanasiados 45 dias e 90 dias após o desafio. O baço e o 

pulmão foram coletados e as células foram reestimuladas com rCMX. Aos 45 dias após o 

desafio, a vacinação com BCG, rCMX, CpG-DNA + CMX e Advax3 + CMX induziram 

altos níveis de células T CD4+IFN-γ+ no baço, quando comparado ao grupo salina (Figura 

7A). Os níveis de linfócitos T CD4+IFN-γ+ pulmonares foram maiores nos grupos 

vacinados com BCG, CpG-DNA + CMX e Advax4 + CMX (Figura 7B). Entretanto, os 

níveis não foram diferentes do grupo infecção (controle), o que pode sugerir que os níveis 

de células CD4+IFN-γ+ observados podem ter sido estimulados pelo Mtb. 
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Figura 7 – Resposta imune específica celular induzida pelas formulações vacinais 45 

dias após o desafio. Trinta dias após o terceiro esquema vacinal, os camundongos foram 

desafiados com H37Rv (105 UFC), exceto o grupo Salina. Quarenta e cinco dias depois, 

três animais de cada grupo foram eutanasiados e tiveram o baço e o pulmão coletados. As 

células foram cultivadas ex-vivo e reestimuladas com r-CMX. Células marcadas com 

anticorpos anti-CD4 e anti-IFN-γ foram avaliadas por citometria de fluxo. (A) 

Porcentagem de linfócitos CD4+ IFN-γ+ específicos para a proteína rCMX encontradas no 

baço. (B) Porcentagem de linfócitos CD4+ IFN-γ+ específicos para a proteínas rCMX 

presente no pulmão dos camundongos. Diferença estatística avaliada por One way 

ANOVA e pós teste Kruskal Wallis. *(p<0.001) 
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Questionou-se se as formulações vacinais seriam capazes de induzir células T 

CD4+IL-17+, que são importantes na proteção contra TB (MONIN et al., 2015). Quando as 

células T CD4+ produtoras de IL-17 anti-CMX foram avaliadas aos quarenta e cinco dias 

após o desafio, não foi observada resposta específica para a proteína recombinante CMX 

(Figura 7), sendo as formulações vacinais fracas indutoras de células T CD4+IL-17+ 

específicas.  
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Figura 8 – Células CD4+ IL-17+ induzidas por estimulação ex vivo com rCMX. Baço 

e pulmão dos camundongos foram coletados 45 dias após desafio com H37Rv. Os órgãos 

foram processados e as células cultivadas e reestimuladas com rCMX. Posteriormente, as 

células foram marcadas com anticorpos anti-CD4 e anti-IL-17 e analisadas por citometria 

de fluxo. A imagem apresenta os plots de células CD4+ com a linha horizontal delimitando 

as células CD4+IL17+. Não é possível observar uma resposta específica desse perfil celular 

anti-CMX. 
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Para avaliar a resposta de células T CD4+IFN-γ+ no estágio crônico da infecção, 

noventa dias após o desafio, a quantidade de células T CD4+IFN-γ+ especificas para CMX 

foi avaliada. As formulações vacinais reduziram a níveis basais a quantidade de células 

Th1 e apenas os grupos infecção (controle) e vacinado com BCG induziram altos níveis de 

células T CD4+IFN-γ+ no baço (Figura 9A). No pulmão, somente o grupo vacinado com 

BCG conseguiu continuar estimulando células Th1 (Figura 9B).  
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Figura 9 – Resposta imune específica celular induzida pelas formulações vacinais 90 

dias após o desafio com Mtb. Três animais de cada grupo foram eutanasiados noventa 

dias após o desafio com H37Rv e tiveram o baço e o pulmão coletados. As células foram 

cultivadas ex-vivo e reestimuladas com r-CMX. As células foram marcadas com anticorpos 

anti-CD4 e anti-IFN-γ e avaliadas por citometria de fluxo. (A) Porcentagem de linfócitos 

CD4+ IFN-γ+ específicos para a proteína rCMX encontradas no baço. (B) Porcentagem de 

linfócitos CD4+ IFN-γ+ específicos para a proteínas rCMX presente no pulmão dos 

camundongos. Foram avaliados 6 animais por grupo. Diferença estatística avaliada por 

One way ANOVA e pós teste Kruskal Wallis. *(p<0.001) 



 38 

 

Redução Parcial no Infiltrado Inflamatório Pulmonar 

 

Para avaliar o comprometimento pulmonar causado pela infecção pelo Mtb, o 

lóbulo caudal direito de cada camundongo foi preparado para corte histológico e avaliado 

por HE. No primeiro ponto experimental (45 dias após o desafio), a análise do tecido 

pulmonar dos animais do grupo salina, 45 dias após o desafio, foi confirmado a preservação 

das estruturas do tecido funcional do pulmão, alvéolos, brônquios, bronquíolos, mostrando 

que o grupo não apresenta sinais de infecção (Figura 10A). O grupo infecção apresentou a 

parede dos septos alveolares espessas, parede das arteríolas espessas e presença de 

infiltrado inflamatório com predominância de células mononucleares e pequenos focos 

hemorrágicos (Figura 10B). O grupo CMX apresentou preservação da arquitetura 

pulmonar; leve infiltrado inflamatório moderado com predominância de células 

mononucleares e pequenos acúmulos de macrófagos com aspecto xantomatoso (Figura 

10D). O grupo Advax3 apresentou focos de alteração da estrutura pulmonar devido à 

infiltração de células inflamatórias mononucleares, alguns pontos de colapso dos septos 

alveolares, presença de focos esparsos de hemorragia intra-alveolar e vasos congestos. 

(Figura 10E). O grupo Advax4 apresentou focos inflamatórios mais dispersos do que no 

grupo Advax3; espessamento dos septos alveolares e alguns pontos de colapso das 

estruturas alveolares, acúmulo discreto de macrófagos xantomatosos dispersos e vasos 

sanguíneos congestos. (Figura 10F).  

O grupo CpG-DNA + CMX apresentou vasos sanguíneos congestos e regiões de 

hemorragia intra-alveolar; infiltrado inflamatório intenso com predomínio de células 

mononucleares e alguns focos de macrófagos com aspecto xantomatoso (Figura 10G). O 

grupo Advax3 + CMX apresentou regiões de colapso das estruturas alveolares com 

comprometimento funcional de algumas regiões dos lóbulos; infiltrado inflamatório 

intenso em algumas áreas e disperso em outras, com presença de alguns focos de 

macrófagos com aspecto xantomatoso; espessamento da parede de algumas arteríolas e 

vasos sanguíneos congestos (Figura 10H) e Advax4 + CMX (Figura 10I) apresentou focos 

de infiltrado inflamatório, mas em menor quantidade em comparação aos outros grupos; 

sem comprometimento da arquitetura do pulmão e regiões não afetadas; raros macrófagos 

com aspecto xantomatoso; presença de vasos sanguíneos congestos e regiões de 

hemorragia intra-alveolar. A vacina BCG foi a única que conseguiu reduzir 

significativamente o infiltrado inflamatório (Figura 10C) apresentou discretos focos 
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inflamatórios com predominância de células mononucleares, preservação das paredes dos 

septos alveolares, brônquios, bronquíolos, espessamento de arteríolas. 
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Figura 10 – Histopatológico representativo do pulmão de camundongos BALB/c 45 

dias após o desafio com Mtb. Camundongos vacinados com as três doses vacinais foram 

desafiados com 105 UFC e quarenta e cinco dias após, animais de cada grupo experimental 

foram eutanasiados e tiveram um lóbulo do pulmão coletado. Foram avaliados 6 animais 

por grupo. Os tecidos foram corados com HE e as imagens (A a I) apresentam aumento de 

10X. Barras representam 100μm. Seta branca indica macrófagos xantomatosos 
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O grupo salina teve preservação das estruturas do tecido funcional do pulmão, 

alvéolos, brônquios e bronquíolos, mostrando que o grupo não apresenta infecção (Figura 

11A); ao contrário, o tecido pulmonar dos animais desafiados com Mtb (Figura 11B) 

apresentou sinais claros de infecção, apresentando colapso dos espaços alveolares devido 

à intensa aglomeração de células inflamatórias dispersas no tecido, com predomínio de 

células mononucleares. Além disso, observou-se grande acúmulo de macrófagos com 

aspecto xantomatoso. 

A avaliação do tecido pulmonar dos animais vacinados com BCG (Figura 11C) 

mostrou espessamento das paredes dos septos alveolares e dos brônquios, acúmulo discreto 

de macrófagos xantomatosos, além de intensa infiltração de células inflamatórias 

mononucleares dispersas no tecido, entretanto em menor quantidade quando comparado ao 

grupo infectado. Na avaliação do grupo imunizados com CMX (Figura 11D), observou-se 

um o espessamento das paredes dos septos alveolares e dos brônquios, acúmulo moderados 

de macrófagos com aspecto xantomatoso, além de intenso infiltrado inflamatório, com 

predominância de células mononucleares. 

A avaliação histológica do tecido pulmonar dos animais que foram inoculados 

apenas com o adjuvante Advax3 (Figura 11E) mostrou espessamento das paredes dos 

septos alveolares e dos brônquios, com colapso dos espaços alveolares devido ao intenso 

acúmulo de macrófagos com aspecto xantomatoso, além de intensa infiltração de células 

inflamatórias no tecido, maior do que os níveis observados no grupo infecção e no grupo 

CMX. Na avaliação do grupo inoculado com o adjuvante Advax4 (Figura 11F) observou-

se a presença de pequenos focos de hemorragia intra-alveolar, espessamento das paredes 

dos septos alveolares e dos brônquios, acúmulo discreto de macrófagos xantomatosos, 

além da presença de infiltrado inflamatório moderado, com predomínio de células 

mononucleares, entretanto em menor intensidade que o observado nos grupos infecção 

(Figura 11B), CMX (Figura 11D) e Advax3 (Figura 11E). 

Na avaliação histológica do tecido pulmonar dos animais submetidos à imunização 

com CpG-DNA + CMX (Figura 11G), observou-se o espessamento das paredes dos septos 

alveolares e dos brônquios, alguns vasos sanguíneos septais congestos e acúmulo 

moderado de macrófagos com aspecto xantomatoso dispersos no tecido, além da presença 

de infiltrado inflamatório moderado, com predomínio de células mononucleares, 

semelhante ao observado nos grupos CMX e Advax3. A avaliação do tecido pulmonar dos 

animais imunizados com Advax3 + CMX (Figura 11H) mostrou espessamento das paredes 
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dos septos alveolares e dos brônquios, acúmulo discreto de macrófagos com aspecto 

xantomatoso dispersos no tecido e presença de infiltrado inflamatório moderado, com 

predomínio de células mononucleares, quando comparado ao grupo Advax3. A avaliação 

do tecido pulmonar de camundongos imunizados com Advax4 + CMX permitiu observar 

a o espessamento das paredes dos septos alveolares, com preservação da arquitetura do 

órgão e infiltrado inflamatório reduzido, quando comparado aos grupo infecção, CMX, 

Advax3, Advax4 e Advax3 + CMX. 
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Figura 11 – Histopatológico representativo do pulmão de camundongos BALB/c 90 

dias após o desafio com Mtb. Camundongos vacinados com as três doses vacinais foram 

desafiados com 105 UFC e noventa dias após, animais de cada grupo experimental foram 

eutanasiados e tiveram um lóbulo do pulmão coletado. Foram avaliados 6 animais por 

grupo. Os tecidos foram corados com HE e as imagens (A a I) apresentam aumento de 

10X. Barras representam 100μm. Seta brancas indicam macrófagos xantomatosos.  

 

 

 

 



 44 

 

As formulações Advax3 + CMX e Advax4 + CMX não conferem proteção 

 

Para avaliar a proteção conferida pelas vacinas, foi determinada a carga bacilar 

presente nos pulmões (Figura 12). Quarenta e cinco dias após o desafio, apenas o grupo 

vacinado com BCG conseguiu reduzir a carga bacteriana no pulmão, em três escalas 

logarítmicas, que se manteve aos noventa dias após o desafio. Nenhuma das formulações 

vacinais conseguiu reduzir a carga bacteriana e não conferiu, assim, proteção. Deste modo, 

apesar das vacinas serem imunogênicas (Figura 4 e 5), a resposta imune humoral e  a celular 

gerada (Figura 7 e 9) foi insuficiente para combater o Mtb no pulmão dos camundongos. 
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Figura 12 – Carga bacilar em camundongos BALB/c previamente vacinados e 

desafiados com H37Rv. Camundongos foram desafiados com H37Rv e quarenta e cinco 

(A) e noventa (B) dias após a infecção, três animais de cada grupo foram eutanasiados e 

tiveram um lóbulo destinado a contagem da carga bacilar. O pulmão foi diluído 10-3 vezes 

e o homogenato plaqueado em meio 7H11. Diferença estatística avaliada por One way 

ANOVA e pós teste Kruskal Wallis. *(p<0.001). 
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Como o intuito do trabalho era avaliar a proteção vacinal das novas formulações 

vacinais, Advax3 + CMX e Advax4 + CMX, e portanto a sobrevida dos animais após a 

infecção foi acompanhada. Um grupo de animais vacinados e desafiados com Mtb foram 

avaliados durante 200 dias após o desafio. Os grupos vacinados com Advax3 + CMX e 

Advax4 + CMX foram aqueles que apresentaram maior porcentagem de sobrevivência 

quando comparados ao grupo vacinado GPG-DNA+ CMX e o grupo infecção (controle) 

(Figura 13). Portanto, apesar de não terem causado a redução da carga bacilar dos animais, 

as formulações vacinais aumentaram a sua sobrevida. 

 

 

 
Figura 13 – Curva de Mortalidade. Os animais desafiados com Mtb imunizados com as 

três formulações vacinais foram observados até 200 dias após a infecção. O gráfico 

demonstra a porcentagem de sobrevivência. 

 

 

Ensaios vacinais com a proteína rECMX 

 

Como as formulações Advax3 + CMX e Advax4 + CMX não foram capazes de 

proteger camundongos infectados com Mtb, nosso grupo questionou se o problema poderia 

ser a proteína em estudo, a rCMX. Para retirar essa dúvida, foi escolhida outra proteína de 

fusão, a rECMX, que contêm o gene da CMX fundido com o gene do ESAT6, supondo 

que aumentando os epítopos imunodominantes do antígeno poderíamos amplificar a 

resposta imune gerada. Como o ensaio com Advax4 demonstrou melhor resposta, levando 
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em consideração a redução do infiltrado inflamatório pulmonar e o aumento da sobrevida, 

a nova formulação foi composta de Advax4 + ECMX.  

Para avaliar a capacidade da vacina Advax4 + ECMX em estimular células do 

sistema imune adaptativo de modo específico à rECMX, foi dosado os níveis de anticorpos 

anti-ECMX no soro dos camundongos, trinta dias após cada imunização. Foram 

observados altos níveis de anticorpos IgG2a e IgG1 anti-ECMX após a segunda vacinação, 

quando comparado com o grupo salina (Figura 14), e quando comparado com os níveis de 

anticorpos gerados após a primeira imunização, evidenciou-se a necessidade do esquema 

triplo de vacinação para manter os altos níveis de anticorpos observados. 
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Figura 14 – Resposta imune humoral (IgG2a e IgG1) anti-ECMX induzida durante a 

vacinação. Camundongos BALB/c fêmeas de oito semanas foram vacinados com o 

adjuvante Advax4 em combinação com a proteína de ECMX. Foram realizadas três 

imunizações em cada grupo vacinal, com um intervalo de trinta dias. Trinta dias após cada 

imunização, sangue foi coletado do plexo retro orbital de cada camundongo para separação 

do soro e detecção dos níveis de anticorpos por ELISA (A) A vacina Advax4 contendo 

ECMX tem altos níveis de anticorpos IgG2a induzidos a partir da segunda imunização. (B) 

A vacina Advax4 + ECMX induz altos níveis de anticorpos IgG1 após a segunda 

imunização. # Diferença estatística entre as OD dos animais vacinados e as ODs do grupo 

salina; * Diferença entre a DO obtida 30 dias após a primeira imunização e as Dos obtidas 

aos 60 e 90 dias após a vacinação (p<0.005) 
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Para avaliar a resposta Th1 gerada nos grupos vacinados com Advax4 + ECMX 

após a infecção por Mtb, os camundongos foram desafiados 30 dias após a terceira 

vacinação. A formulação Advax4 + ECMX foi a formulação que induziu maiores níveis 

de células T CD4+IFN-γ+ no pulmão, após 45 dias de desafio, maior inclusive que o grupo 

infecção (controle) (Figura 15A). No baço, os níveis de células T CD4+IFN-γ+ foram 

residuais, abaixo do grupo salina (Figura 15B). 
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Figura 15 - Resposta imune específica celular induzida por Advax4 + ECMX 45 dias 

após o desafio. Três animais de cada grupo foram eutanasiados quarenta dias após o 

desafio com H37Rv e tiveram o baço e o pulmão coletados. As células foram cultivadas 

ex-vivo e reestimuladas com r-CMX. As células foram marcadas com anticorpos anti-CD4 

e anti-IFN-γ e avaliadas por citometria de fluxo. (A) Porcentagem de linfócitos CD4+ IFN-

γ+ específicos para a proteína rCMX encontradas no pulmão. (B) Porcentagem de linfócitos 

CD4+ IFN-γ+ específicos para a proteínas rCMX presente no baço dos camundongos. 

Diferença estatística avaliada por One way ANOVA e pós teste Kruskal Wallis. *(p<0.001) 
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Para avaliar se a formulação vacinal Advax4 + ECMX foi capaz de reduzir a 

inflamação causada por Mtb, o lóbulo caudal pulmonar foi coletado de cada camundongo 

para histologia. Após o desafio com Mtb, os camundongos vacinados com Advax4 + 

ECMX reduziram a inflamação pulmonar (Figura 16), apresentando apenas alguns focos 

de infiltração mononuclear. Estes resultados demonstram uma melhor eficácia da 

formulação Advax4 + ECMX. 
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Figura 16 – Histopatológico representativo de pulmão de camundongos BALB/c 45 

dias após a infecção. (A) Grupo infecção controle (B) Grupo infectado vacinado com 

Advax4 + ECMX. Os tecidos foram corados com HE e as imagens (A a I) apresentam 

aumento de 10X. Barras representam 100μm. 
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 Por fim, para avaliar a capacidade da formulação Advax4 + ECMX em induzir 

proteção aos camundongos desafiados com Mtb, a carga bacilar pulmonar foi calculada 

(Figura 17). A vacina Advax4 + ECMX induziu redução de 1 Log na carga bacilar 

pulmonar. Esse resultado permite concluir que a formulação Advax4 + ECMX foi capaz 

de proteger contra Mtb. 

 

 

 
Figura 17 – Carga bacilar em camundongos BALB/c 45 dias após o desafio com Mtb. 
Camundongos foram desafiados com Mtb H37Rv e quarenta e cinco dias após a infecção, 

três animais de cada grupo foram eutanasiados e tiveram um lóbulo destinado a contagem 

da carga bacilar. O pulmão foi diluído 10-3 vezes e o homogenato plaqueado em meio 7H9. 

Diferença estatística avaliada por One way ANOVA e pós teste Kruskal Wallis. 

*(p<0.001). 

 

  

Para resumir e comparar os resultados, o quadro 1 foi construindo utilizando as 

diferentes formulações vacinais e os critérios de resposta imune gerada, carga bacilar 

avaliada e redução da inflamação pulmonar (Quadro 1). 

 

 

Quadro 1 – Resumo dos resultados 

 Resposta 

IgG1 

Resposta 

IgG2a 

Resposta 

Th1 

Carga 

Bacilar 

Redução da 

inflamação 

pulmonar 

CpG-DNA + CMX + + + + - 

Advax3 + CMX + + + + - 

Advax4 + CMX + + + + + 

Advax4 + ECMX + + ++ - ++ 

Quadro 1 – Principais resultados observados com as diferentes formulações vacinais. 

O símbolo + representa presença do fator avaliado na coluna correspondente e o símbolo 

– representa ausência. A presença de dois símbolos + representa maior intensidade do fator 

observado.   
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6 DISCUSSÃO 

Neste estudo, realizamos ensaios de imunogenicidade utilizando novas 

formulações vacinais. Para tal, camundongos BALB/c receberam 3 doses de vacinas de 

subunidade proteica, com a proteína recombinante CMX e diferentes adjuvantes, Advax3, 

Advax4 e CpG-DNA. As vacinas estimularam aumento da celularidade no local da 

inoculação e conseguiram ativar células endoteliais vasculares e linfáticas nos linfonodos 

drenantes. Após a primeira dose, os camundongos vacinados com Advax3 + CMX, Advax4 

+ CMX e CpG-DNA + CMX geraram resposta imune humoral do tipo IgG2a. Após a 

segunda dose, os camundongos vacinados com as vacinas citadas induziram resposta do 

tipo IgG1. Os altos níveis de anticorpos IgG2a e IgG1 se mantiveram até a terceira 

vacinação. Os camundongos foram desafiados com Mtb e a análise após 45 dias, as vacinas 

BCG, Advax3 + CMX, Advax4 + CMX e CpG-DNA + CMX mostraram respostas do tipo 

Th1 específicas. Entretanto, a resposta celular do tipo Th17 não foi observada. Num 

segundo ponto experimental, noventa dias após o desafio, a resposta celular Th1, observada 

previamente no baço e no pulmão, reduziu e apenas a BCG conseguiu manter altos níveis 

de células T CD4+ IFN-γ+. Nos cortes histológicos, foi possível observar que apesar da 

queda nos níveis de Th1, a formulação Advax4+CMX conseguiu reduzir o infiltrado 

inflamatório e manter a arquitetura tecidual. As formulações Advax3 + CMX e Advax4 + 

CMX conseguiram prolongar a sobrevida dos animais, mas nenhuma das vacinas, exceto 

a BCG, conseguiu reduzir a carga bacilar nos pulmões dos camundongos infectados. Para 

testar a capacidade do Advax4 como potencial adjuvante na TB, outra proteína foi 

escolhida, a ECMX, que conseguiu induzir altos de níveis de anticorpos IgG2a e IgG1, 

aumentar a resposta de células Th1, reduzir o dano inflamatório no pulmão dos 

camundongos e reduzir a carga bacilar. Novos estudos podem melhorar a formulação 

Advax4 + ECMX, como potencial vacina contra TB. 

O sistema linfático apresenta importante papel ao trazer células, antígenos e outras 

substâncias do tecido periférico para os linfonodos drenantes. Nestes locais, o linfócito 

cognato ao antígeno o reconhece e respostas imunes específicas são geradas afim de 

combater um possível patógeno (DIETERICH; SEIDEL; DETMAR, 2014). Assim, se uma 

vacina (adjuvante e antígeno) são suficientemente pequenos para serem carreados para o 

linfonodo drenante, não há a necessidade de induzir inflamação no sítio de inoculação 

(SWARTZ; HUBBELL; REDDY, 2008). Advax3 + CMX foi capaz de aumentar o número 
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total de BECs, enquanto tanto Advax3+CMX e Advax4 + CMX foram capazes de 

aumentar o número total e a porcentagem de LECs, dois dias após a inoculação. LECs 

expressam TLR2 e TLR4 (KUROSHIMA et al., 2004), assim a proliferação dessas células 

pode estar ligada a ativação por componentes do Advax™, permitindo um maior influxo 

de DCs carreando as vacinas. As LECs têm a capacidade de guardar antígenos viral e 

continuar estimulando células T CD8+ de memória (TAMBURINI; BURCHILL; KEDL, 

2014). Assim, elas podem atuar diretamente com células T e estar ligada à eficácia de uma 

vacina. Portanto, as formulações Advax3+CMX e Advax4+CMX não induzem inflamação 

no local da inoculação (Figura 2K e 2J), mas são carreadas para os linfonodos drenantes e 

são capazes de ativar BEC, LEC e macrófagos locais.  

Voluntários vacinados com BCG tiveram aumentos sucessivos nos níveis de 

anticorpos da classe IgG anti-LAM (DE VALLIÈRE, 2005), podendo a resposta humoral 

ter um papel na proteção contra a TB. Tendo isso em mente, avaliamos os níveis de IgG2a 

e IgG1 nos camundongos após cada imunização, e as formulações CpG-DNA + CMX, 

Advax3 + CMX, Advax4 + CMX e Advax4 + ECMX foram capazes de induzir altos níveis 

de ambas as classes, a partir da primeira ou da segunda vacinação (Figuras 3, 4 e 14). 

Castañon-Arreola et al. (2005) conseguiu relacionar proteção em camundongos vacinados 

com uma rBCG e anticorpos IgG2a. Entretanto, nossas formulações vacinais também 

induziram altos níveis de IgG1 (resposta Th2), podendo contrabalancear o papel protetor 

de IgG2a (DWIVEDI et al., 2012). Anticorpos podem agir por meio da opsonização do 

Mtb, sinalização através de receptores Fc, ativação do complemento e modulação da 

resposta inflamatória (CASADEVALL; PIROFSKI, 2006; ACHKAR; CHAN; 

CASADEVALL, 2015).  

Os animais vacinados com BCG, CpG-DNA + CMX, Advax4 + CMX e Advax4 + 

ECMX conseguiram elevar os níveis de células Th1 no pulmão frente ao desafio com Mtb. 

Células T CD4+ apresentam um papel importante durante a infecção por Mtb, por mediar 

a proteção, contribuir com a inflamação e regular a resposta imune (LYADOVA; 

PANTELEEV, 2015). A necessidade de células T CD4+ foi comprovada por Saunders et 

al., (2002) ao infectar camundongos CD4+KO com Mtb, com um aumento exacerbado da 

carga bacteriana. A importância das células Th1 está na liberação de IFN-γ e ativação dos 

macrófagos, para combate direto ao microrganismo, pela maturação dos fagolisossomos e 

formação dos reativos de oxigênio e nitrogênio (WEISS; SCHAIBLE, 2015). Na TB, esses 

reativos de nitrogênio podem impedir a proliferação direta do Mtb e culminar com a sua 

destruição (LYADOVA; PANTELEEV, 2015). 
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As lesões pulmonares avaliadas em dois pontos experimentais (45 e 90 dias após o 

desafio com Mtb) permitiram observar o agravamento da condição pulmonar nos 

camundongos doentes. No primeiro ponto, os camundongos conseguiam, seja pela vacina 

ou pela própria capacidade de resistir ao patógeno, conter os bacilos de Mtb em alguns 

focos inflamatórios espalhados. De modo geral, a inflamação se agravou em todos os 

grupos infectados aos 90 dias apos a infecção, com espessamento da parede dos septos 

alveolares, focos hemorrágicos e intenso infiltrado inflamatório mononuclear, com regiões 

de folículos linfóides. Advax4 + CMX e Advax4 + ECMX conseguiram reduzir os danos 

causados pela inflamação no pulmão. Esse efeito pode estar diretamente ligado à resposta 

Th1, que ativa macrófagos a liberar NO (macrófagos M1) que modula endotelina-1 e causa 

vasoconstrição nos vasos sanguíneos locais, impedindo o recrutamento de células 

mononucleares para o pulmão (BOURQUE; DAVIGDE; ADAMS, 2011). 

Advax4 + ECMX foi a única formulação vacinal capaz de gerar proteção. Esse 

evento pode estar diretamente ligado à presença da ESAT-6 na ECMX. O Mtb depende do 

ESAT-6 para sobreviver. Quando esta molécula é usada em vacina, pode culminar no 

reconhecimento direto de células T e anticorpos específicos ao ESAT-6 e culminar em sua 

inibição ou talvez bloqueio. Por exemplo, o Mtb estaria impedido de, juntamente ao CFP-

10, inibir a sua apresentação por APCs à células imunes adaptativas (SREEJIT et al., 2014). 

A ausência de proteção pelas outras formulações vacinais pode estar ligada a diminuição 

dos níveis de IFN-γ secretados pelas células Th1 após 90 dias de infecção. Mittrücker et 

al. (2007) também desenvolveu uma vacina que gerou a indução de células produtoras de 

IFN-γ frente ao Mtb, mas não foi o suficiente para conferir uma proteção. Outros estudos 

sugerem que a proteção vacinal pode não estar associada apenas ao IFN-γ (SAKAI et al., 

2016). Outra possibilidade é a incapacidade de gerar células de memória (HENAO-

TAMAYO; ORDWAY; ORME, 2014). As formulações vacinais podem não ter sido 

capazes de gerar um estímulo forte o suficiente para que as células CD4+IFN-γ+ tenham se 

diferenciado em células de memória.  

O Advax, como foi observado nos cortes histológicos no local da inflamação, não 

é inflamatório, mas consegue recrutar células o suficiente para carrear a vacina e ativar os 

linfonodos drenantes. Além do mais, conseguiu induzir respostas imunes humoral e celular. 

Para a TB, a adição de IL-17/IL-23 à formulação Advax4 + ECMX pode ser o ponto chave 

na melhora dessa formulação como vacina. Fatores estimuladores de neutrófilos também 

podem aumentar os níveis de IL-17, importante na proteção contra TB (TRENTINI et al., 

2016). 
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7 CONCLUSÕES 

A formulações vacinais contendo Advax3 + CMX e Advax4 + CMX foram capazes 

de ativar células linfonodais, assim como induzir anticorpos da classe IgG2a e IgG1 e 

linfócitos Th1. No entanto, não reduziram a carga bacilar induzida pela infecção com Mtb. 

A presença de Advax4 na formulação gerou redução das lesões pulmonares induzidas pela 

infecção por Mtb, que não foi observado quando Advax3 foi utilizado. Modificando a 

proteína recombinante CMX pela adição da proteína ESAT-6, a formulação vacinal 

contendo Advax4 + ECMX além de ser imunogênica foi capaz de proteger os animais 

desafiados com M. tuberculosis.  
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Abstract 

 

Tuberculosis (TB) is still a main concern of public health and 10.4 million new cases 

around the world occurred in 2015. BCG is the only approved vaccine against TB, but 

has variable efficacy and new vaccines are in clinical trial. However, these studies still 

have not shown adequate safety and full protection. We developed two new formulations 

containing a new adjuvant, Advax4, and the recombinant fusion proteins, CMX and 

ECMX. Balb/c mice were vaccinated three times. Advax4 + CMX and Advax4 + ECMX 

induced high levels of IgG1 and IgG2a antibodies against CMX and ECMX, 

respectively. Vaccinated mice challenged with Mycobacterium tuberculosis (Mtb) 

increased Th1 specific responses. The vaccines also reduced lung damage caused by Mtb, 

but only Advax4 + ECMX reduced bacterial load. Our study evaluates a new vaccine 

formulation against TB, which demonstrates potential to further tests.   
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The Global Report from World Health Organization (WHO), estimated 10.4 million new 

cases of tuberculosis (TB) worldwide that culminated with 1.8 million of deaths in 2015 

(WHO, 2016). Of these deaths, 0.4 million resulted from co-infection with HIV. It is 

estimated that one third of the world population is infected with Mtb in its latency state of 

which, 10% will develop the active disease (Manabe; Bishai, 2000). The unique vaccine 

against TB, BCG, was created over 80 years ago and has variable effect in children and 

also do not protect adults (Fletcher; Schrager, 2016). Although several vaccines have 

been developed and some of them are in clinical tests, none of them proved to contribute 

to TB elimination (Dockrell, 2016). For this, new studies are trying to understand the 

complex mycobacteria-host interaction to reach a new effective vaccine. 

 

Subunit protein vaccine have the advantages of being safer than live vector vaccines and 

are generated targeting specific immune responses (Agger, 2016). rBCG expressing 

Ag85c increased BCG protection against Mtb and induced the important IL-12, TNF-α 

and IFN-γ cytokines (Jain et al., 2008) for TB control. MPT51, in association with CpG-

DNA, was capable to increase Th1 cells and protect BALB/C mice (Silva et al., 2008). 

HspX purified from cell lysates protected against Mtb and improved BCG efficacy 

(Taylor et al., 2012). CMX is a fusion protein composed of the immunodominant 

epitopes from Mycobacterium tuberculosis (Mtb) proteins Ag85c and MPT51, that are 

recognized during active TB disease, and the whole HspX protein sequence, highly 

expressed during latency (De Sousa et al., 2012).  

CMX was shown to be immunogenic when used in combination with liposome, when 

expressed by Mycobacterium smegmatis or BCG live vectors (De Sousa et al., 2012; 

Junqueira-Kipnis et al., 2013, da Costa et al., 2014). Those vaccine formulations also 

resulted in protection against Mtb.  

 

ESAT-6 is another latency-associated antigen. This feature can be incorporated for the 

improvement of a TB vaccine. A vaccine containing the fusion protein Ag85B-ESAT-6, 

showed protection in mice (You et al., 2012), non-human primates (Langermans et al., 

2005), and currently is in phase II clinical trial, named H1:IC31 (van Dissel et al., 2011). 

Chatterjee et al. (2011) observed that ESAT-6 promotes the generation of Th17 responses 

correlated with protection against Mtb.  

 

Adjuvants play a central role in the development of an immune response towards a 

vaccine, particularly for subunit protein vaccines. Advax is an adjuvant derived from 

delta inulin, a polysaccharide isomer found in the roots of Compositae (Cooper; 

Petrovsky, 2011). The Advax was used in different formulations and compositions 

(Advax1, Advax2 and Advax3) in previous works, being able to induce Th1 and Th2 

cellular and humoral immune responses (Wong et al., 2016). Advax has already been 

tested as vaccine against respiratory syncytial virus (Wong et al., 2016), West Nile 

Japanese encephalitis (Petrovsky et al., 2013), Influenza (Honda-Okubo; Ong; Petrovsky, 

2015; Li et al., 2015; Honda-Okubo et al., 2014), severe acute respiratory syndrome 

coronavirus (McPherson et al., 2016), Listeria (Rodriguez-Del Rio et al., 2015) and 

others with promising results. Thus, Advax seems to have good immunogenicity that 

prompted us to test it in a subunit vaccine against TB. 

 

Therefore, our group hypothesized that the formulation Advax4 in combination with 

CMX or the new recombinant protein composed of CMX associated to ESAT-6 (ECMX) 

could induce cellular and humoral immune responses against Mtb, being two new 

vaccine possibilities against TB. 
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2. Material and Methods 

 

2.1 Ethics 

 

The experiments using animals were performed in accordance with the guidelines of the 

Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal (CONCEA- Ministério da 

Ciência e Tecnologia-Brazil). The protocols used in this study were approved by the 

Ethical Committee in the use of animal (CEUA) from Federal University of Goiás 

protocol number: 0153/10. Animals were kept in animal-housing facilities located at 

Instituto de Patologia Tropical e Saúde Pública. Animal handling were done under 

veterinarian supervision.  

 

2.2 Animals 

 

For this study, we used 86 specific pathogen free female mice (BALB/c) provided by 

Unicamp – (Campinas University – São Paulo) animal-housing facilities. They were 

maintained in micro-isolators containing HEPA filters. Mice were fed with sterilized 

water and chow diet ad libitium. Paper cylinders were used to reduce stress and 

occasionally the animals were supplemented with sunflower seeds. Room humidity 

controlled from 40 to 70% and light/dark cycles of 12 hours. Temperature was 

maintained at 24ºC. 

 

2.3 rCMX and rECMX Construction 

 

De Sousa et al. (2012) described pET23a/CMX plasmid construction. For the 

construction of the ECMX fusion gene, the ESAT-6 gene was amplified from Mtb, 

H37Rv strain and cloned in a pGEM-T easy (Promega) plasmid with concomitant of 

creation of the restriction enzyme sites for NdeI and BamHI enzymes at the amino anc 

carboxyl region of the gene. The ESAT-6 gene was removed from the recombinant 

pGEM-T easy construction by digestion with the above enzymes and insertion in the 

pET23a/CMX previously digested with the same enzymes. The resulting recombinant 

plasmid named pET23a/ECMX was confirmed by enzyme-restricted profiles as well as 

sequencing of the entire construction. 

  

2.4 rCMX and rECMX Production 

 

Large-scale recombinant CMX (rCMX) or rECMX protein production was achieved by 

culturing E. coli BL21(DE3) pLysS transformed with each recombinant plasmid 

separately in liquid LB medium (containing chloramphenicol and ampicillin) for 4-6 

hours until OD600 reached 0.6. At this point recombinant protein expression was induced 

by the addition of isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) to a final concentration 

of 1 mM and cultures were further incubated for additional 4-5 hours. Protein purification 

was done under denaturing conditions according to His-Tag Protein Purification Ni-NTA 

purification kit (Qiagen) instructions. After addition of lysis buffer (100 mM NaH2PO4, 

10 mM Tris-HCl, 8 M urea, pH 8), the suspension was centrifuged for 45 minutes, 

10,000 xg, at 22ºC. The supernatant was transferred to a purification column and 

separated according to the kit instructions.  

 

2.5 Vaccine formulation 
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The vaccines were formulated immediately before the vaccination as following: 1: 

Advax4 + CMX contained Advax4 (10mg/ml) plus the rCMX fusion protein (200 

μg/ml); 2: Advax4 + rECMX contained Advax4 (10mg/ml) with the rECMX fusion 

protein (200 μg/ml); 3: CpG-DNA + CMX consisted of CpG-DNA (200 μg/ml) with the 

rCMX fusion protein (200 μg/ml). As vaccine controls, the adjuvant and the recombinant 

proteins were formulated alone at the same concentration used in the vaccine 

formulations. All vaccines were prepared immediately before the animal inoculation 

followed by strong homogenization. Also, as vaccine control, a group of animals was 

vaccinated with BCG Moreau strain (106 CFU/100 μL). 

 

2.6 Experimental Design 

 

Six groups of 6-7 adults (8-10 weeks old) female BALB/c were used in this study. The 

animals from groups CpG-DNA + rCMX, Advax4 (adjuvant control), Advax4 + rCMX, 

rCMX alone, Advax4 + rECMX, and rECMX alone were injected three times 

intramuscularly with 100μL of each vaccine with a 30 days interval. One day before each 

vaccination, blood was collected to obtain serum for analysis. Thirty days after the last 

immunization, all animals were challenged with M. tuberculosis. The animals from BCG 

group were subcutaneously vaccinated once and 90 days after the immunization, were 

challenged with Mtb. Infection control groups were composed of animals vaccinated 

intramuscularly with saline challenged (n=6) or not with M. tuberculosis (n=7). In order 

to evaluate the immune response elicited by the vaccine and the bacterial load, three 

animals from each group were euthanized by cervical dislocation at 45 days and 90 days 

post M. tuberculosis infection (Figure 1). 

 

2.7 Blood collection and indirect ELISA for rCMX and rECMX 

 

Blood from the caudal vein was obtained and the samples were incubated for 1 h at 37°C, 

centrifuged at 800 x g and the serum obtained were frozen at -20°C. 96 wells ELISA 

plates were overnight incubated with rCMX or rECMX (10 µg/mL) in carbonate-

bicarbonate buffer 0.05M pH 9,6. After discarding the previous solution, saline 2% skim 

milk were added and the plate were incubated for 2 h at 37°C. 100 μL of each serum 

sample diluted to 1:200 (rCMX) or 1:800 (rECMX) in saline 1% skim milk were added 

to each well. Following 2 h of incubation at 37°C and exhaustive washing the secondary 

antibody (anti-IgG1 or anti-IgG2a; Pharmingen) conjugated to peroxidase was added and 

the plates were further incubated for 1 h at 37°C. The reaction was revealed using citrate 

buffer pH 5.0 containing OPD and H2O2. The plates were read in an ELISA plate 

(Labsystems Multiskan Thermo) reader using a 492nm absorbance.  

 

2.8 Mycobacterium tuberculosis infection 

 

To determine protective efficacy, previously quantified and stocked at -80°C freezer, M. 

tuberculosis H37RV strain was unfrozen and diluted to 106 CFU/mL in saline 0.05% 

Tween 80. The animals were injected intravenously with 100µL of the M. tuberculosis 

suspension by the caudal vein. The inoculum was plated in 7H11 supplemented with 

OADC in order to check the challenge dose. Also, one day after the M. tuberculosis 

challenge, one animal from each group was euthanized by cervical dislocation and the 

lungs were collected, homogenized, and plated onto 7H11 supplemented with OADC in 

order to obtain the initial bacterial load. 
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2.9 Specific immune response to rCMX/rECMX 

 

Forty-five and 90 days post M. tuberculosis infection, three animals from each group 

were euthanized and the lungs and spleens were used to evaluate the specific immune 

response induced by the vaccination and infection. Lung and spleen cells were collected 

from the animals and homogenized as described by Da Costa et al. (2014). After red 

blood cells lysis, the cell suspension were adjusted to 1x106 cell/mL and distributed in a 

96 well plate. The cells were then stimulated with ConA (10 µg/mL), rCMX (10 µg/mL) 

or rECMX (10 µg/mL). Non stimulated cells from all animals were used as control. After 

2h at 37°C in a CO2 incubator, Monensin (3 µM; BD Pharmingen) was added to cells 

that were further incubated for 4 h. After this period, the plates were centrifuged at 800 x 

g and the cells were resuspended with saline sodium azide and incubated at room 

temperature for 20 min. Using buffer containing 5% paraformaldehyde, the cells were 

incubated with anti-CD4-FITC (clone: RM4-5 - eBioscience) for 20 minutes. The 

intracellular staining was performed after incubating the cells with Perm Wash buffer 

(BD Cytofix/Cytoperm Kit) using anti- IFN-γ-PE (clone: XMG1.2 eBioscience) and anti-

IL-17-PERCP(clone: TC11-18H10 - BD Pharmigen). To evaluate lymph node cells, 

draining lymph nodes (popliteal and inguinal) from vaccinated BALB/c mice were 

collected two days post vaccination. The cells were obtained after pressing the organs 

using a 70μM cell strainer. Cells were then fixed and treated with anti-gp38-FITC (clone: 

8.1.1 - Novus Biologicals), anti-CD31-Pe-Cy7(clone: 390 - BD Pharmigen), anti-F4/80-

FITC (clone: BM8 - Novus Biologicals) and anti-CD11b-PE (clone: M1-70 – 

eBioscience). Lymphocyte gate were excluded from lymph nodes analyzes and results 

are expressed in total cells percentages. Cell phenotypes were acquired using a 

FACSVerse (BD Biosciences) leased to the Instituto de Patologia Tropical e Saúde 

Pública/Universidade Federal de Goiás. At least 50,000 lymphocytes were acquired per 

sample. The lymphocytes were evaluated by size and granularity using a FlowJo 

Software 8.7.  

 

2.10 Bacterial Load Evaluation 

 

To evaluate bacillary load after vaccination, it was collected the apical and medium right 

lung lobes from each mouse, 45 and 90 days after infection. Lung lobes were 

homogenized from each mouse, diluted and cultured on 7H11 agar medium, 

supplemented with OADC. Plaques were incubated in a CO2 incubator at 37ºC. CFU 

counting was done manually 28 days later.  

 

2.11 Statistical analysis  

 

The data were digitalized using Microsoft Office Excel 2013 and GraphPad Prism 

version 6.0. The average and standard deviation were calculated for each experimental 

group. Variances among the groups were determined by One-Way ANOVA. Using 

Dunnet test as a post test, the differences between the groups were defined using a 95% 

confidence interval. 

 

3. Results 

 

3.1 Vaccine formulations containing Advax4 do not induce local inflammation 
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To evaluate the reactogenicity of the Advax4, the vaccines were inoculated on the 

quadriceps muscle and the tissue was collected after 2 days (Figure 2). There was no 

difference in the striated muscle tissue morphology in the saline group (Figure 2A) and 

Advax4 alone (Figure 2C). The mice inoculated only with rCMX had a small increase in 

the mononuclear cells profile (Figure 2B). However, the formulation Advax4 + rCMX 

(Figure 2D) showed vascular congestion and increase in the mononuclear cells 

inflammatory infiltrate. These results show the capacity of the vaccine formulation to 

stimulate the recruitment of mononuclear cells without causing an inflammatory injury. 

 

3.2 Advax4 + rCMX stimulate lymph node lymphatic endothelial cells 

 

To access if the formulations containing Advax and rCMX could stimulate cells from 

local lymph nodes (inguinal and popliteal), nodes were collected and processed to 

analyze cellular profile (Figure 3). After 2 days of vaccination with Advax4 + rCMX the 

percentages of blood endothelial cells (BECs) were similar to the nodes from control 

mice (Figure 3A). However, the vaccination with Advax4 + rCMX increased the 

percentage of lymphatic endothelial cells (LECs) and activated macrophages 

(F480/CD11b+) (Figures 3B and 3C). These findings suggest that the vaccine formulation 

composed of Advax4 might be drained to the local nodes and activate LECs.  

 

3.3 Advax4 + rCMX and Advax4 + rECMX are antigenic and immunogenic formulations 

 

To check the immunogenicity of CpG-DNA + rCMX, Advax4 + rCMX, Advax4 + 

rECMX and control groups (Saline, BCG, CMX, Advax4 and CpG-DNA+CMX), the 

sera from immunized mice were analyzed. IgG1 levels induced by the vaccines increased 

after the second vaccination (Figure 4A, C and E). They also were able to generate IgG2a 

that was highly induced since the first immunization (Figure 4B, D and F). There was no 

difference between the IgG1 and IgG2a levels induced by Advax4 + rCMX, Advax4 + 

rECMX and CpG-DNA + rCMX. The ratio of IgG2a/IgG1 is indicated in figure 4G. The 

vaccines BCG and CpG-DNA+CMX induced the highest levels of IgG2a. In summary 

the vaccine formulations were able to induce specific humoral immune responses.  

 

3.4 Only Advax4 + rCMX induces specific cellular Th1 response in lungs and spleen 

 

In order to evaluate if the vaccine was able to induce specific Th1 responses, after 

challenging with Mtb the lungs and spleens were evaluated. The mice had their lungs and 

spleen collected after 45 days of challenge. Only animals vaccinated with Advax4 + 

rCMX and CpG-DNA + rCMX presented specific Th1 responses to rCMX at similar 

levels as infected animals in the lungs (Figure 5A). Contrasting, mice vaccinated with 

Advax4 + rECMX and infected with Mtb presented levels of CD4+IFN-γ+ cells anti-

ECMX lower than mice only infected (Figure 5B). Evaluating the splenocyte responses, 

the same pattern of response was obtained but at lower levels.  

 

3.5 Advax4 formulation reduce the lung inflammatory injure caused by Mycobacterium 

tuberculosis challenge 

 

After 45 days of infection, the normal alveolar architecture found in lungs (Figure 6A) is 

extremely altered with the inflammatory process caused by Mtb infection (Figure 6B). 

BCG vaccination (Figure 6C) partially reduced the damage, but the presence of 

mononuclear cells at periarteriolar inflammatory areas can be observed. Notable, the 
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vaccine formulations Advax4 + rCMX and Advax4 + rECMX reduced significantly the 

inflammatory process (Figure 6E and F). Previous vaccination with Advax4 + rCMX and 

Advax4 + rECMX avoided the thickness of alveolar walls when compared to the infected 

animals, although there was the presence of mononuclear cells (Figure 6E and 6F). 

 

3.6 Addition of ESAT-6 to CMX protein, in formulation with Advax4, was the only 

formulation capable of reducing the lungs bacillary load 

 

To evaluate the protection induced by the vaccines formulations, superior and middle 

lung lobes were collected after 45 days of infection.  CpG-DNA+CMX and 

Advax4+CMX were not capable to protect infected mice, keeping bacteria levels at 

similar levels as infected mice. In contrast, Advax4+ECMX reduced significantly the 

lung bacterial load when compared to infected animals (Figure 7). As expected, BCG 

vaccinated animals presented reduced bacillary load. 

 

 

4. Discussion 

 

In this study, we aimed to see the efficacy and protection of Advax4 adjuvant with two 

different recombinant fusion proteins: CMX and ECMX. The formulations increased 

cellular recruiting at the site of injection without creating an inflammatory damage. In 

draining lymph nodes, the vaccine increased LECs proliferation, exhibiting ability to 

stimulate macrophages, enhancing its vaccine potential. Both formulations showed to be 

immunogenic, once they induced high antibody levels against CMX or ECMX, after 

second and third immunization. After Mtb challenge, mice vaccinated with 

Advax4+CMX and Advax4+ECMX increased the Th1 cells induced by infection. 

Vaccination with Advax4+ECMX reduced significantly the pulmonary inflammatory 

damages as well reduced the bacillary load. We propose that Advax4+ECMX is an 

optimistic advance against TB. 

 

Advax has been previously showed not being able of provoking inflammation (Honda-

Okubo; Saade; Petrovsky, 2012). However, may exert its adjuvant function through 

another ways. To do so, it is necessary activate local cells and induce presenting cells to 

migrate to draining lymph nodes. Histology images of the inoculation site showed the 

increase of mononuclear cells when Advax4 was used in the vaccine formulation (Figure 

2D). Even though, the increase was not high and could not be characterized as an 

inflammation process, this event could represent the Advax action. It has been shown 

before that Advax deposit in resident macrophages increasing complement activation 

(Petrovsky; Cooper, 2015). It is possible that the increasing on the mononuclear cells is 

due to the complement activation and the activation of the resident macrophages 

culminated to the increased migration to the region without a vascular inflammation. It is 

important to notice that the mononuclear cells increase was not observed when Advax 

was used alone. In this regard we believed that the protein alone could activate 

macrophages as shown by Hetland and Wiker (1994) that Ag85c activates monocytes 

through CR3. Additionally others and we have shown that proteins from Mtb (including 

CMX) activate macrophages through a TLR-4 signaling inducing IL-6, IL-1α and TGF-β, 

emphasizing the importance of the recombinant protein and its composition in activating 

local cells and the response that will be generated (Choi et al., 2016).  
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Advax is a polysaccharide derived from microparticles of polyfructofuranosyl-d-glucose, 

named delta inulin. Advax has been used in numerous tests in animal models and has 

already been approved as an adjuvant in humans (Gordon et al., 2014). Its shaped 

immune response has been recently studied, and it seems to increase the antigen immune 

cellular response. In other words, if the vaccine formula generates Th1 responses, Advax 

potentiates this Th1 response, but if the vaccine formula induces Th2 responses, Advax 

potentiates this kind of response. Advax mechanism of action in dependent on 

macrophage uptake of its microparticles by MARCO receptor, TNF-α release and DC 

proliferation (Hayashi et al., 2017). CpG-DNA is a TLR-9 agonist that induces a Th1 

cellular profile, by stimulating NK cells to produce IL-12, IL-18 and IFN-γ (Chu et al., 

1997). Hsieh et al. (2004) used a protein of Mtb, CFP, with CpG-DNA and observed that 

this formulation failed as vaccine, demonstrating transient results. However, Silva et al. 

(2009) used CpG-DNA as adjuvant with MPT-51, as vaccine in BALB/c mice and it was 

able to protect mice and induce higher Th1 cells levels. Advax4 is a new formula of 

Advax™, containing CpG-DNA, in aim to potentiate it response against intracellular 

microrganisms. 

 

Intramuscular vaccines injected in the quadriceps muscle in mice was shown to be 

drained to lymph nodes, inguinal fat and sciatic nerve (Tegenge et al., 2016). In the 

present work we showed activation/increase of BECs and LECs population after 

Advax4+CMX vaccination. Tamburini, Burchill, Kedl (2014) showed that LEC could be 

involved in the activation of specific cells to induce protection against influenza because 

these cells captured viral antigens and maintained these antigens for a long period of 

time, that was directly associated to T cells memory production. This way, LECs act like 

packages in lymph nodes and probably transfer antigens from themselves to local APCs. 

It is possible that the formulations containing Advax4 could be activating LECs and 

therefore their proliferation and also inducing macrophages activation (Figure 3). 

 

Since CMX showed to be a promising vaccine candidate, to improve its capacity as 

vaccine, another antigen was added to it, the ESAT-6, which has shown to be safe and to 

induce long lived cells in a clinical trial vaccine (IC31; van Dissel et al., 2011), 

generating the ECMX recombinant protein. Both proteins, CMX and ECMX, were 

formulated separately with Advax4 and evaluated for their immunogenicity. High levels 

of IgG2a and IgG1 were generated after the second immunization. IgG2a is correlated 

with a Th1 response and IgG1 with a Th2 response (Millan et al., 1998). In the present 

work, there was a balance in its induction that could indicate a broad adaptive specific 

stimulation involving several Th cells subpopulation. Addressing the ratio of IgG2a/IgG1 

and the levels of Th1 generated after Mtb challenge, we could argue that such correlation 

was not observed once only mice vaccinated with CpG-DNA+CMX and Advax4+ECMX 

induced higher levels of specific Th1 responses than the infected mice (Figure 4).  

 

It has been shown before that IgG1 antibodies against lipoarabinomannan (LAM) were 

able to protect mice infected with Mtb (Hamasur et al., (2004), while Liu et al., 2017 

showed that a higher IgG2a(c)/IgG1 ratio was correlated with protection. Here, we 

couldn’t make such correlation because all vaccines formulations induced antibodies 

against the recombinant proteins but with a different protection outcome. Even though, 

Mtb does not produce CMX or ECMX proteins, antibody generated against CMX was 

able to recognize one of the antigens, the HspX (De Sousa et al., 2012). HspX is an 

antigen expressed during Mtb stressing conditions (Chang et al., 1996). Maybe the 

antibodies generated against CMX did not exert its biological function as was seen before 
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for anti-LAM antibodies because here the Mtb infection is active and therefore express 

lower levels of HspX (Hamasur et al., 2004). 

 

Advax 4+CMX and Advax4+ECMX induced higher levels of specific Th1 cells that 

could be correlated to the activation of LEC cells. Advax4+ECMX was not evaluated, but 

could present similar activation. In addition, both vaccines were able to reduce lung 

inflammation and alveolar collapse caused by Mtb that culminated with better protection 

(Figure 7). IFN-γ produced by Th1 cells has a major role in Mtb combat. This cytokine 

acts on macrophage activation and the release of reactive nitrogen intermediates, like 

NO, capable of killing mycobacteria (Flynn et al., 1993). Increasing lung levels of NO 

could have induced the increasing of endothelin that associated with the bacterial killing 

could culminate with endothelia constriction resulting in the Advax4+ECMX reduction 

of the inflammatory reactions.  

 

BCG induced higher protection levels. Differences between BCG and our vaccine 

formulation include vaccine type (attenuated vector x subunit protein) and the induced 

response. BCG induces Th1 and lower Th17 cellular responses, as seen before in BCG 

vaccinated BALB/c mice that culminated with protection (Garcia-Pelayo et al, 2015). 

Unfortunately, Advax formulations were not able to induce Th17 responses (data not 

shown).  

 

The challenge is to create a vaccine able to act right in the beginning of the infection with 

enough strength to overcome the Mtb ability to escape and survive within immune 

system metabolites. In addition, a vaccine should be able to prolong the BCG memory 

response or have enough memory to protect adults. Next step to this vaccine should be 

improve its protection and evaluate its memory cellular capability. The first step could be 

using Advax4+ECMX as a boost of BCG vaccinated mice. Da Costa et al. (2014) when 

vaccinated mice with a BCG recombinant vaccine expressing CMX and boosted with the 

CMX protein with CpG-DNA observed a greater reduction in the bacterial load. Since 

Advax4 contains CpG-DNA in its components, known to induce Th1 cellular responses, 

an improvement could be addition of IL-17/IL-23 in its composition, or elements that 

stimulates neutrophils. Trentini et al. (2016) has proved the importance of neutrophils in 

generating Th17 cells against TB. Th17 has been shown to have a major role in 

protection against Mtb (Monin et al., 2015), and the absence of these cells on the studied 

vaccine formulation may be one of the reasons for better improvement of 

Advax4+ECMX. 

 

Clearly, the main difference is the presence of ESAT-6 on the recombinant protein. 

Recently, Liu et al. (2017) observed that a BCG recombinant vaccine expressing 

Ag85B/ESAT-6 enhanced long lasting Th1 response in mice. Also, in adolescents, 

H1:IC31 (Ag85b-ESAT-6 fusion protein + IC31 adjuvant) induced long-lived TNF-α/IL-

2+ CD4 T cells (Reither et al., 2014). As a host mechanism of defense, during Mtb 

infection in vitro, CD11c+ cells can direct ESAT-6 particles to its cytosol, where they 

activate NLRP3 complex and caspase-1 to break the pro-IL-18 into IL-18 cytokine. IL-18 

is a pro-inflammatory cytokine, which activates NK cells and CD8+ T cells to produce 

IFN-γ, controlling mycobacterial growth (Kupz et al., 2016). However, as a 

mycobacterial mechanism of defense, ESAT-6, in complex with CFP-10, can inhibit the 

class I-mediated (MHC-I) antigen presentation, by interacting with β2M of the host cell 

(Sreejit et al., 2014). ESAT-6 also induces an increase in macrophage glucose uptake and 

deregulation of enzymes involved in triglyceride formation, which benefits mycobacterial 
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nutrition and survival (Singh et al., 2015). Therefore, ESAT-6 in a vaccine formulation, 

could inhibit the expression of MHC-I by Mtb and therefore support the cells 

mechanisms for Mtb elimination, besides of inhibition of Mtb nutrition. These outcomes 

demonstrate a possible role of ESAT-6 in a vaccine immunogenicity and protection 

against Mtb. 

 

Our results demonstrate for the first time the efficacy of a fusion recombinant protein, 

ECMX, as a vaccine formulation against TB and evaluate the Advax4 as a potential 

adjuvant in new subunit vaccines against TB. 
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Legends 

Fig. 1. Representative schematic time line of vaccinations. Mice were vaccinated three 

times with 30 days intervals. Blood samples were collected 30 days after each 

vaccination and before another procedure. Two days after the first vaccination, mice were 

euthanized to collect right quadriceps muscle and draining lymph nodes. Thirty days after 

the last vaccination, mice were infected with Mtb. Forty-five days after Mtb challenge, 

mice were euthanized to lung and spleen collection and analysis.  

 

 

Fig. 2. Representative histopathological images of quadriceps muscle tissues of 

vaccinated mice. BALB/c mice were vaccinated with the different formulations on the 

quadriceps muscle and euthanized after two days to morphological analysis. Saline group 

(A), recombinant protein alone (B), adjuvant alone (C), adjuvant formulated with 

recombinant protein (D). H&E staining, x100 magnification. In (D) is possible to observe 

leukocytes increase, even though it cannot be characterized as an inflammatory process. 

The results shown are representative of two independent experiments (N = 6, *p<0.05). 

Arrows indicate increase of mononuclear cells. 

 

Fig. 3. Levels of specific CMX cells present in the draining lymph nodes after injection. 

BALB/c mice inoculated with Saline, CMX, Advax3, Advax4, Advax3 + rCMX, Advax4 

+ rCMX were euthanized after 2 days, and the draining lymph nodes were collected. 

Cells were stained with gp38, CD31, F4/80, CD11C. (A) Absolute values of blood 

endothelial cells (BEC). (B) Absolute values of lymphatic endothelial cells (LEC). (C) 

Absolute values of activated macrophages (F4/80+/CD11b). The results shown are 

representative of two independent experiments (N = 6, *p<0.05). 

 

Fig. 4. Humoral Immune Response anti-CMX. Animals were bleed thirty days after the 

first, second and third vaccination. Antibody levels were measured after sera separation. 

(A) IgG1 levels induced by CpG-DNA+CMX and controls. (B) IgG2a levels induced by 

CpG-DNA+CMX and controls. (C) IgG1 levels induced by Advax4+CMX and controls. 

(D) IgG2a levels induced by Advax4+CMX. (E) IgG1 levels induced by 

Advax4+ECMX. (F) IgG2a levels induced by Advax4+ECMX. (G) IgG2a/IgG1 ratio of 

all vaccine formulations. All vaccines induced high antibody levels since 30 days after 

the first vaccination. The results shown are representative of two different experiments 

(N = 6, *p<0.05). # Statistic difference with the saline. * Statistic difference with the 

analyzed group and the same group in the first vaccination. 

 

Fig. 5. Cellular specific immune response anti-CMX generated 45 and 90 days after 

challenge. Thirty after three vaccination, BALB/c mice were challenged with Mtb (105 

CFU per mice) and euthanized after 45 days or 90 days to evaluate the cellular response. 

(A) CD4+IFN-γ+ lung cells anti-CMX or anti-ECMX 45 days after challenge. (B) 

CD4+IFN-γ+ splenocytes anti-CMX or anti-ECMX 45 days after challenge. The results 
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shown are representative of two different experiments (N = 3, *p<0.05). # Statistic 

difference with the saline. * Statistic difference with the analyzed group and the BCG 

group. 

 

Fig. 6. Representative histopathological images of lungs. After 45 days of challenge (A) 

Saline, (B) control of infection, (C) BCG, (D) Advax4, (E) Advax4+CMX, (F) 

Advax4+ECMX. H&E staining, x100 magnification. Inflammatory injury reduction 

observed 90 days after challenge in the Advax4+CMX group. 

 

Fig. 7. Bacillary load of mice infected with Mtb. After 45 days of infection, the 

vaccinated mice were euthanized and the superior left lobe of lung mice collected. Mtb 

grew in 7H11 media (N = 3, *p<0.05). 
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