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RESUMO

Nos dultimos anos a prevaléncia de doencas fungicas aumentou em pacientes
imunodeficientes e também que permaneceram hospitalizados por um longo periodo de
tempo. Este fato se deve principalmente ao uso de medicamentos imunossupressores,
antibioticos, antineoplasicos, préteses e procedimentos cirdrgicos invasivos.
Atualmente, a terapia antifungica convencional € o tratamento de escolha para a
maioria das doencgas fungicas. No entanto, quando se refere a infec¢es sistémicas, a
terapia € considerada uma problematica, por que além da possibilidade de selecionar
micro-organismos resistentes, existem poucas opc¢des de medicamentos disponiveis no
mercado, que por sua vez sdo caros, pouco efetivos para o tratamento de pacientes
imunossuprimidos além de apresentar diversos efeitos colaterais. Por isso, ha a
necessidade de novas opc¢des terapéuticas, e neste contexto as vacinas antifungicas
sdo alvo crescente de estudo para o tratamento destas infec¢des. A idéia consiste em
associar a vacina antifingica a quimioterapia habitual e consequentemente estimular a
resposta imune celular e/ou humoral do hospedeiro. Atualmente, estudos envolvendo
adesinas tém demontrado avancos no desenvolvimento de vacinas contra Candida
albicans, Cryptococcus neoformans e Paracoccidioides brasiliensis. No entanto, testes
complementares ainda sao necessarios para que seja possivel avaliar a formulacéo
mais segura e consequentemente a resposta imune mais eficiente e precisa. Os dados
até agora encontrados sugerem que a vacinacdo diminuiu a quantidade de fungos
envolvidos na doenca em modelos experimentais e consequentemente obteve-se uma
reducdo na agressdo ao hospedeiro, sendo entdo considerada uma opcao terapéutica

promissora.

Palavras chave: vacinas antifiUngicas; gp43; P10; mananas; Candida albicans;

Paracoccidioides brasiliensis; Cryptococcus neoformans.



ABSTRACT

In recent years the increased prevalence of fungal diseases in immunocompromised
patients and also to remain hospitalized for a long period of time. This fact is mainly due
to the use of immunosuppressive drugs, antibiotics, anticancer drugs, prosthetics and
invasive surgical procedures. Currently, conventional antifungal therapy is the treatment
of choice for most fungal diseases. However, when referring to systemic infections,
therapy is considered a problem, why besides the possibility of selecting resistant
microorganisms, there are few options for medications available in the market, which in
turn are expensive, ineffective for the treatment immunocompromised patients besides
having many side effects. Therefore, there is a need for new treatment options, and in
this context antifungal vaccines are increasingly the target of study for the treatment of
these infections. The idea is to engage the usual antifungal chemotherapy vaccine and
hence stimulate cellular immune response and / or humoral host. Currently, studies
involving adhesins have demontrado advances in vaccine development against Candida
albicans, Cryptococcus neoformans and Paracoccidioides brasiliensis. However, further
tests are needed to be able to evaluate the safest design and consequently the immune
response more efficiently and accurately. The data found so far suggest that
immunization reduced the amount of yeast involved in the disease in experimental
models and consequently obtained a reduction in aggression against the host, then

being considered a promising therapeutic option.



1. INTRODUCAO

Qualquer infeccdo de origem fungica € chamada de micose. As micoses sao em
geral infeccdes de longa duracéo, porque os fungos crescem lentamente. As micoses
sao classificadas de acordo com o grau de envolvimento no tecido e modo de entrada
no hospedeiro: sistémica, subcutaneas, cutaneas, superficial ou oportunista
(TORTORA, 2005). Estudos realizados em pacientes hospitalizados mostraram que as
infeccdes fangicas estdo entre as primeiras cinco causas de infec¢des, com taxa de
incidéncia absoluta superior a 1% (CASSONE, 2008). Dentre os agentes causadores
das infec¢des fungicas, Paracoccidiodes brasiliensis, Candida albicans e Cryptococcus
neoformans sao frequentes patdégenos associados a infec¢cdes fungicas de grande
relevancia clinica (MARQUES, 2008; SPELLBERG et al., 2005).

A paracoccidioidomicose (PCM) é considerada uma micose sistémica que tém
como agente etioldgico o fungo Paracoccidioides brasiliensis. Este fungo caracteriza-se
como termicamente dimorfico, apresenta-se sob a forma de levedura quando incubado
a 37°C e sob a forma de micélio quando incubado a 25°C (TABORDA et al., 2004;
PUCCIA & TRAVASSOS, 1991; MARQUES et al.,, 2008; PUCCIA, 1986). O habitat
natural do P. brasiliensis ndo este bem elucidado, mas acredita-se que o fungo viva
saprofiicamente na natureza (SIDRIM & ROCHA, 2004). A infeccdo ocorre
predominante no Brasil e outros paises da América Latina e acomete comumente
trabalhadores rurais (TABORDA et al., 2004; MARQUES et al., 2008). Uma estimativa
sobre a incidéncia de PCM na Ameérica Latina mostra que cerca de 10 milhdes de
pessoas podem ser infectados e 2% delas podem desenvolver a doenca e que a
incidéncia pode aumentar em areas de desmatamento recente, praticas que envolvam
a agitacdo do solo alem de individuos imunocomprometidos (MARQUES et al., 2008;
TABORDA et al., 2004). As duas formas clinicas descritas consistem na forma aguda,
que € caracterizada por imunidade celular comprometida, reaces de hipersensibilidade
tardia ausente, aumento da proliferacdo sistémica do fungo e alta taxa de mortalidade e
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a forma crbnica, que pode variar de doenca leve a crbnica grave, com exacerbada
resposta imune celular do hospedeiro e formacdo de granulomas contendo células
fungicas, podendo evoluir para desenvolvimento de sequelas, incluindo fibrose e
comprometimento da funcao pulmonar (TABORDA et al., 2004; BRAGA et al., 2009).

Candida albicans é comensal em seres humanos e podem ser encontrada na
microbiota normal da pele, boca, vagina e intestino (DEEP, 1997; CASADEVALL et al.,
2002). Considerado um importante patdégeno porque causa desde doencas superficias
da pele (formas leves) a enfermidades graves e disseminadas (DEEPE, 1997). Este
patdgeno é o quarto microrganismo mais frequentemente isolado de infeccfes na
corrente sanguinea, causando uma mortalidade de 40 a 50% durante a doenca
disseminada mesmo com a terapia antifingica (SPELLBERG et al., 2005; HIBRAHIM et
al., 2005).

As infeccbes por Candida albicans sdo normalmente consideradas infecgdes
oportunistas, ou seja, € frequente infeccbes em pacientes com quadro de
Imunossupressao, seja por uso de medicamentos ou por doengas imunossupressoras.
Nos ultimos anos, este fungo tornou-se uma grande causa de morbidade entre os
pacientes infectados com o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e também de
mortalidade entre pacientes internados em unidades de terapia intensiva ou submetidos
a quimioterapia para doencas malignas ou individuos transplantados, sobretudo os que
sofreram transplante hepatico, uma vez que estes individuos estdo mais susceptiveis
devido a imunossupresséo (DEEP, 1997; CASADEVALL et al., 2002). As manifestagdes
clinicas das candidiases apresentam grande diversidade de quadros: a candidiase
cutaneo-mucosa; candidiase sistémica ou visceral e candidiase alérgica (DEEPE,
1997).



O Cryptococcus neoformans é fungo cosmopolita e tém sido relatados casos de
criptococose em todas as regides do mundo. S&o encontrados habitando solos e fezes
de aves domeésticas como pombos, galinhas e perus. A presenca de capsula
polissacaridica € uma caracteristica distintiva em relagdo a outras leveduras de
importancia meédica (BLANCO & GARCIA, 2008). Sua importancia clinica tem
aumentado significativamente, em virtude da incidéncia da AIDS (Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida). A doenca é caracterizada por um primeiro estagio, onde a
infeccdo fica delimitada ao sistema respiratorio, podendo assumir as formas aguda,
subaguda ou crbnica. Pode, ainda, apresentar-se como uma infeccdo secundaria,
resultante da disseminacao para o sistema nervoso central, sitio pelo qual a levedura
apresenta tropismo, podendo acarretar quadros de meningite, encefalite ou
meningoencefalite. O polissacarideo capsular atua como um fator de viruléncia outros
fatores sdo presenca da enzima fenoloxidase, que sintetiza melanina e outros
pigmentos a partir de uma variedade de precursores fendlicos e da enzima urease,
responsavel pela hidrolise da uréia, somadas a capacidade de crescimento a 37°C.
Dentre as infec¢cbes oportunistas que acometem pacientes portadores de HIV, a

criptococose € a quarta causa mais frequente de infeccdo (CASALI et al., 2001).

A grande maioria dos fungos provenientes do meio externo ou mesmo aqueles que
fazem parte da microbiota do hospedeiro, ndo produzem nenhum dano ao hospedeiro,
desde que as barreiras naturais de defesa estejam integras, impedindo desta maneira a
instalagcdo desses fungos que causam dano tecidual e, por conseguinte, doenca.
Entretanto, fatores intrinsecos e extrinsecos que modificam as defesas do hospedeiro

podem propiciar as infec¢des fungicas (SIDRIM & ROCHA, 2004).

A resposta imune tem papel fundamental na defesa contra agentes infecciosos.
Para quase todas as doencas infecciosas, 0 numero de individuos expostos a infeccao
€ bem superior ao dos que apresentam doenca, indicando que a maioria das pessoas
tem condi¢des de destruir esses microorganismos e impedir a progresséo da infecgao.
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Em contraste, as deficiéncias imunoldgicas, sejam da imunidade inata (disfuncdes de
células fagociticas e deficiéncia de complemento) ou da imunidade adaptativa
(deficiéncia de producdo de anticorpos ou deficiéncia da funcdo de células T), sé&o
fortemente associadas com aumento de susceptibilidade a infecgbes (TORTORA et al,
2006).

Os individuos higidos sao protegidos contra os microrganismos por diferentes
mecanismos. Um desses mecanismos é a imunidade inata, que se caracteriza por
apresentar capacidade limitada para distinguir um microrganismo do outro, além de
funcionar do mesmo modo contra a maioria dos agentes infecciosos. Os principais
componentes da imunidade inata consistem em: (1) barreiras fisicas e quimicas como
epitélios e substancias antimicrobianas produzidas nas superficies epiteliais; (2)
proteinas sanguineas como sistema de complemento e outros mediadores da
inflamacéo; (3) células fagociticas (neutrdfilos, macrofagos e outros leucdcitos, tais
como as células natural killers) (TORTORA et al, 2006).

Em contraste com a imunidade inata, existem mecanismos de defesa mais
evoluidos, que séo estimulados pela exposicdo aos agentes infecciosos e aumentam de
magnitude e de capacidade defensiva em cada sucessiva exposi¢cao a um determinado
patdgeno - resposta adquirida. As caracteristicas desta modalidade sdo: uma notavel
especificidade para distintas moléculas; a especializacdo, capacitando-as a responder
de modo particular aos varios tipos de microrganismos; e sua capacidade para lembrar
e responder mais vigorosamente as repetidas exposi¢cdes ao mesmo patdégeno. Os
componentes da imunidade especifica sado os linfécitos e seus produtos, os anticorpos
(TORTORA et al, 2006).

Atualmente, a quimioterapia € a base do tratamento das micoses descritas acima.
Dependendo da viruléncia do fungo, o estado imunolégico do hospedeiro, a
manifestacdo clinica da doenca, o grau de comprometimento tecidual, o tratamento
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pode ser prorrogado por longos periodos com alta possibilidade de falhas terapéuticas
(TRAVASSOS et al, 2008).

O desenvolvimento de vacinas profilaticas ou terapéuticas tem se tornado foco de
interesse para 0s pesquisadores nos dias atuais sendo considerado relevante nao sé
para reduzir o tempo de tratamento bem como, para prevenir recaidas e oferecer novas
opcOes terapéuticas para doencas fungicas (TRAVASSOS, 2008). Neste contexto
destacam-se as vacinas terapéuticas, que utilizadas em associacdo a quimioterapia
habitual, podem eliminar o fungo por meio do mecanismo imune celular (CASADEVALL
et al, 2002).
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2. JUSTIFICATIVA

Nos ultimos anos, as micoses tém recebido grande atencado por varias razbes: sdo
produzidas por fungos que sdo amplamente distribuidos no ambiente e, portanto sé&o
dificeis de erradicar; as manifestacdes clinicas das doencas sdo variaveis; de dificil
diagnéstico, uma vez que ha dificuldade de interpretar se a presenca do fungo é
colonizacédo, infeccdo ou doenca; além de um tratamento problematico (BLANCO &
GARCIA, 2008).

Atualmente, a terapia antifingica convencional é o tratamento de escolha para a
maioria das infeccfes. No entanto, o tratamento atual de micoses invasivas sdo uma
problematica: em comparacdo com a terapia antibacteriana, o nimero de antifingicos
disponiveis neste momento €é pequeno, pouco efetivo para tratar pacientes
imunossuprimidos, com efeitos colaterais consideraveis além da possibilidade de
selecdo de micro-organismos resistentes (BLANCO & GARCIA, 2008). Por isso, torna-

se importante o desenvolvimento de vacinas para uso terapéutico em doencas fungicas.

A preveléncia de doencas fungicas tem aumentado significativamente em pacientes
hospitalizados e outros individuos com imunidade comprometida. Os principais fatores
associados a esta prevaléncia sdo: aumento no uso de medica¢des imunossupressoras
sobretudo para pacientes transplantados ou com doenca autoimune, uso de
antibioticos, antineoplasicos, proteses, procedimentos cirdrgicos invasivos,
queimaduras, neutropenia, infeccdo pelo HIV e diabetes, fatores que causam
rompimento nas barreiras protetoras do organismo tornando os individuos mais
susceptiveis a infec¢cdo (BLANCO & GARCIA, 2008; CASSONE, 2008; DEEPE, 1997).

Desta forma, o0s pesquisadores tém demonstrado grande interesse no
desenvolvimento de novas opcdes terapéuticas como o desenvolvimento de vacinas
13



contra fungos (DEEP, 1997; CASSONE, 2008) com a finalidade de investir em
ferramentas imunolégicas capazes de se integrar a quimioterapia habitual e

consequentemente estimular a resposta imune celular e/ou humoral do hospedeiro
(CASADEVALL et al, 2002).
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3. OBJETIVO

O presente estudo tem por fim fornecer uma visao geral acerca dos principais
mecanismos de resposta imune a fungos, discutir os desafios para a producdo de
vacinas fungicas e realizar uma revisao dos imunégenos candidatos a vacinas flngicas

para paracoccidioidomicose, candidose e criptococose.
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4. METODOLOGIA

Buscando atender aos objetivos, foi utilizada abordagem qualitativa de pesquisa e
como meétodo, a revisdo integrativa da literatura. O levantamento bibliografico foi
realizado com base na necessidade de construirmos um conhecimento acerca dos
mecanismos de resposta imune a fungos, vacinas antifingicas e imundgenos fangicos.
Foram selecionados periddicos internacionais publicados entre 1990 até o ano de 2010
e indexados nas bases de dados Pubmed, Scopus, scielo e banco capes de teses com

disponibilidade “on-line” e no formato “full text’.

16



5. RESULTADOS

O Sistema imune € o conjunto de células, tecidos, 6rgaos e moléculas que os
humanos e outros seres vivos usam para a eliminagcdo de agentes ou moléculas
estranhas, com a finalidade de se manter a homeostasia do organismo. Os mecanismos
fisioldgicos do sistema imune consistem numa resposta coordenada dessas células e
moléculas diante dos organismos infecciosos e dos demais ativadores, o que leva ao
aparecimento de respostas especificas e seletivas, inclusive com memaoria imunitaria,
que também pode ser criada artificialmente, através das vacinas (HAMAD, 2008). Neste
topico, serdo abordados conceitos basicos dos principais componentes do sistema
imune, 0os mecanismos de resposta especifica contra 0s micro-organismos aqui
abordados, como também uma abordagem acerca das promissoras Vacinas fangicas

como opcao de tratamento para as enfermidades causadas por fungos.

5.1 Imunidade inata

Imunidade inata ou natural & definida como o componente do sistema imunologico,
que utiliza moléculas da linha germinal, ou seja, nasce com o individuo sem a
necessidade de introducdo de substancias ou estruturas exteriores ao organismo, que
visam a eliminacdo de substancias estranhas e nocivas ao hospedeiro (BLANCO &
GARCIA, 2008; DEEPE, 1997). Os componentes celulares da imunidade inata séo
considerados a “primeira linha” de defesa do hospedeiro contra fungos e consiste em
uma resposta pouco especifica, no entanto, ha evidencia crescente que elas tém
importante papel na ativagdo e amplificagdo da imunidade celular e humoral por
fornecer sinais especificos (BLANCO & GARCIA, 2008; DEEPE, 1997).

Este sistema é composto por: barreiras fisicas como pele e membrana mucosas
integras; peptideos antimicrobianos ciclicos (AMPc) presentes na superficie celular
17



(BLANCO, 2008); defensinas que penetram na membrana celular e levam a formacao
de poros na membrana do microrganismo; antagonismo microbiano (bactérias da
microbiota que impedem o crescimento de microrganismos nocivos); colectinas que

auxiliam na depuragéo dos microrganismos (HAMAD, 2008).

As células fagociticas profissionais (células dendriticas, macréfagos, mondcitos,
neutrofilos) reduzem a carga fungica (BLANCO & GARCIA, 2008; HAMAD, 2008),
matando o fungo por estresse oxidativo (producdo de peréxidos e radicais livres que
causam dano aos componentes celulares como proteinas, lipideos e DNA) e nao
oxidativo (envolve a lise celular por defensinas e neutrofilos por opsonizacéo). Além
disso, mediadores liberados pelos fagdcitos restringem o crescimento de fungos por
meio do sequestro de ferro e inibicdo do dimorfismo no caso especifico do P.
Brasiliensis (HAMAD, 2008).

As CDs e os macrofagos ganham grande destaque na imunidade inata entre as
células fagociticas, uma vez que, elas contribuem no estimulo de respostas mais
especificas (Imunidade adquirida) e funcionam como links entre a imunidade inata e a
adquirida (CASSONE, 2008; HAMAD, 2008).

No entanto, o papel central das células dendriticas decorre da sua capacidade de
expressar um diversificado repertério de receptores de reconhecimento de padrées
(PRR), que reconhecem e se ligam a uma grande variedade de padrbes moleculares
associados a patégenos (PAMPs) presentes em diferentes fungos e outros micro-
organismos (BLANCO & GARCIA, 2008; CASSONE, 2008; DEEPE, 1997; HAMAD,
2008). Os PRRs mais intensamente estudados incluem os receptores Toll-like (TLRS),
receptor 3 de complemento (CD11b e CD18), receptor para manose e lectina (MBL),
receptores Fcy e Dectin-1 que mediam cascatas de sinalizacdo que resultam na
producado de citocinas, AMP e sinalizacdo para outras moléculas efetoras (CASSONE,

2008); HAMAD, 2008). A ativacdo simultanea de multiplos PRRs por um patdgeno
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fungico proporciona ao sistema imune uma ampla série de possibilidades para uma
resposta imune efetiva e especifica (BLANCO & GARCIA, 2008; HAMAD, 2008).

As células dendriticas, como a célula fagocitica, pode internalizar e processar um
diversificado conjunto de peptideos presentes em fungos. Além disso, sdo eficazes
como células apresentadoras de peptideos antigénicos as células T, devido a sua
capacidade de expressar ligantes para tais células (BLANCO & GARCIA, 2008;
CASSONE, 2008; HAMAD, 2008), que leva a producao de citocinas como IL12 e IL23,
ativacdo e diferenciacdo de células T nativas em CD4+ e CD8+, e a expressao da
atividade antifingica pela imunidade adaptativa (CASSONE, 2008).

5.2 Imunidade Adquirida

Em contraste com a imunidade inata, a imunidade adquirida requer reconhecimento
de moléculas especificas. A magnitude da resposta é muitas vezes amplificada a cada
exposicao a essas moléculas. As células T e B sdo os dois principais constituintes da
imunidade adquirida, e uma das caracteristicas distinguiveis, € que eles possuem

memoria para a molécula que inicialmente os ativou (DEEPE, 1997).
Embora a estimulacdo de imunidade inata por componentes da vacina pode ser

alcancada, é o sistema imune humoral e celular que deve ser ativado para fornecer a

imunidade de longa duracéo contra fungos (DEEPE, 1997).
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5.2.1 Imunidade humoral (HI)

A imunidade mediada por células tém sido reconhecida como o principal mediador
de resisténcia do hospedeiro aos fungos (DEEPE, 1997), mas ha um crescente niumero
de evidéncias que reconhecem os anticorpos como elementos capazes de contribuir
para uma resposta imune protetora contra alguns fungos (DEEPE, 1997; HAMAD,
2008).

As principais funcbes reconhecidas de anticorpos em infec¢des fungicas incluem:
prevencdo de aderéncia ao bloquear a ligacdo dos fungos as células do hospedeiro;
neutralizacdo de toxinas que aumentam a fagocitose de fungos e, consequentemente,
direcionando o organismo para compartimentos celulares (p.ex. fagolisossomas) que
sdo hostis, além de, citotoxicidade celular dependente de anticorpos (BLANCO &
GARCIA, 2008; DEEPE, 1997).

Na ultima década, estudos realizados demonstram que a HI pode proteger contra
infecgBes por fungos caso certos tipos de anticorpos protetores estejam disponiveis em
quantidade suficiente. Além disso, especificidade e isotipo de anticorpos tém
acentuados efeitos em eficacia protetora (BLANCO & GARCIA, 2008).

Estudos realizados com C. albicans e C. neoformans demonstraram que 0sS
anticorpos podem ligar-se a moléculas fungicas como a mananas para Candida
albicans ou polissacarideo da capsula de C. neoformans, que modulam a expressao da
imunidade celular, prolongando a sobrevida e diminuindo a carga fungica em
camundongos (BLANCO & GARCIA, 2008; DEEPE, 1997; HAMAD, 2008). Desta forma,
0s anticorpos podem contribuir para aumentar a intensidade da imunidade celular
(BLANCO, 2008). No entanto, para ambos os microrganismos, foi possivel observar
que a administracdo do anti-soro monoclonal em animal produziu resultados mistos, ou
seja, em alguns, o soro foi protetor enquanto em outros nédo (DEEPE, 1997).
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Neste contexto, um dos desafios para o desenvolvimento de vacinas, consiste
inicialmente em identificar os antigenos presentes nos fungos (DEEPE, 1997) e
posteriormente limitar o repertério de anticorpos que sdo gerados em resposta a um
epitopo, visando obter anticorpos especificos que resultem em acdo protetora ao
hospedeiro (DEEPE, 1997; HAMAD, 2008).

O advento da tecnologia de anticorpos monoclonais tem facilitado a identificagao
dos anticorpos que evocam uma resposta imune protetora. Definindo o epitopo que
pode estimular a producdo de anticorpos protetores, ha a vantagem de eliminar os

anticorpos desnecessarios (DEEP, 1997).

5.2.2 Imunidade celular

A imunidade mediada por células é considerada a principal forma de defesa contra
doencas flngicas, e este fato tem por base observacdes clinicas em pacientes com
imunidade celular inata ou adquirida deficiente, inclusive infec¢bes por HIV, onde ha
deplecdo de células T CD4+ (CASSONE, 2008). Além disso, esta teoria tem sido
apoiada por estudos imunoldgicos em camundongos com delecéo genética de células T
e citocinas, que mostraram aumento na susceptibilidade a infec¢gfes fungicas (incluindo
candidiase e histoplasmose), dependendo do tipo de célula T deficiente (CASSONE,
2008; DEEPE, 1997).

Neste contexto, as células dendriticas, como células apresentadoras de antigeno,
fagocitam o fungo, processam o antigeno e apresentam seus epitopos as moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | ou Il, presentes nas
células T. Os PRRs presentes nas células dendriticas interagem com os PAMPs, como
manoproteinas e B-glucanas em fungos, e sinais para o inicio de respostas

inflamatorias especificas e ndo especificas sdo gerados. Esta interacdo PAMPs-PRRs
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desencadeia uma complexa cascata de sinalizac&o intracelular que, leva a ativacao e
diferenciacdo de células T nativas em CD4+ e CD8+, e a expressdo da atividade
antifingica pela imunidade adaptativa (CASSONE, 2008).

A FIGURA 1 resume os principais aspectos da imunidade mediada por células

antifangicas.
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Figura 1: Papel das células dendriticas em induzir e regular
a imunidade adaptativa. Fonte: CASSONE, 2008.

Nos seres humanos, células T CD4+ s@o essenciais para a defesa do organismo.
Estas células reconhecem peptideos ligados ao MHC de classe Il, enquanto que as
células T CD8+ se ligam ao MHC de classe I. O principal mecanismo de resisténcia do
hospedeiro a infeccbes fungicas quando células T CD4+ sdo ativadas consiste na
producdo de citocinas. As células T CD4+ podem ser divididas em células T helper
(Thl) e T helper 2 (Th2) (DEEPE, 1997).
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A diferenciacdo de Th para Thl representa o fator determinante de resisténcia a
infeccbes por fungos (HAMAD, 2008). Uma célula que se diferenciar em perfil Thl,
resultara na producgéao de citocinas como INF-y e TNF-a os quais s&o forte ativadores de
células fagociticas, capazes de matar ou inibir o crescimento de fungos (CASSONE,
2008; DEEPE, 1997). Além disso, os linfocitos natural Killer, células T CD4+ e CD8+
podem exercer toxicidade direta contra alguns fungos ap6és a ativacéo de IL 2 in vitro,
embora a relevancia in vivo, desse fendmeno é ainda desconhecida (CASSONE, 2008).
Portanto, a inducédo de respostas Thl confere significativa protecdo contra diferentes
formas de micoses, enquanto Th2 resulta na susceptibilidade as infeccbes, uma vez
gue ambas as respostas, Thl e Th2, exercem efeitos antagbnicos, sendo a resposta
Th2 supressora do sistema imune enquanto a Thl resulta em um efeito ativador. Por
isso, a resposta Thl é o perfil que os pesquisadores visam obter no desenvolvimento
de vacinas (BLANCO & GARCIA, 2008).

5.3 Vacinas fangicas: perspectivas e desafios

O conceito de que as vacinas fungicas podem ser uteis ndo €é mais
apenas uma ilusdo. H4 uma necessidade crescente de qualquer vacina seja ela
preventiva ou terapéutica para combater a crescente incidéncia de infeccbes fungicas.
Embora a base de conhecimento ainda ndo esteja completamente elucidada, um
grande progresso tem sido feito para compreender os mecanismos basicos de defesa
do hospedeiro (DEEPE, 1997).

Compreender os mecanismos que conferem imunidade protetora no hospedeiro
contra um determinado patégeno é considerado essencial para elaboracdo de vacinas
(DEEPE, 1997; HAMAD, 2008). Quando esta informacao estiver disponivel, a busca de
componentes do fungo que provocam o tipo especifico de resposta imune pode ser
realizado (BLANCO & GARCIA, 2008; DEEPE, 1997). Segundo HAMAD 2008, apesar
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de semelhancas entre células humanas e fungicas, a lista de potenciais antigenos
oriundos dos fungos que podem ser imunogénicos aos homens esta crescendo
(HAMAD, 2008).

Neste contexto, uma importante etapa na producdo de uma vacina, € a identificacao
de um antigeno a partir do fungo capaz de gerar resposta imunogénica no hospedeiro.
Dentro de um organismo eucaridtico, como mencionado anteriormente ha
potencialmente milhares de moléculas candidatos que podem estimular uma resposta
imune. Porém, distinguir as substancias capazes de estimular respostas protetoras das
gue ndo sao torna-se um grande desafio (BLANCO & GARCIA, 2008; DEEPE, 1997;
HAMAD,2008).

As proteinas recombinantes, que podem ser purificadas para fins de vacinacao
ainda sdo um grande complexo nas quais ha mistura de moléculas que induzem
respostas imunes opostas, ou seja, podem tanto levar a um estimulo protetor quanto
nao protetor. A idéia de reduzir o tamanho do imundgeno, de modo a ter unidades de
peptideo Unico capaz de direcionar especificamente a resposta imune direta
envolvendo células T CD4+, T CD8+ € uma idéia aceita e tem despertado grande
interesse, embora ndo haja até os dias atuais vacinas baseados em peptideos e
aprovadas para uso humano (TRAVASSOS et al., 2008).

Véarios carboidratos e peptideos estdo sendo estudados com o potencial
imunogénico, no entanto, tais substancias apresentam limitacbes para a producédo de
vacinas como: dificuldade na purificacdo; baixo rendimento; moléculas facilmente
degradaveis, além de carboidratos serem fracos imundgenos e necessitando desta
forma de um forte adjuvante (DEEPE, 1997; TRAVASSOS et al., 2008).

A escolha do adjuvante é fundamental para a composicédo de vacinas antifungicas.
Nos ultimos anos, varios adjuvantes testados em conjunto com diferentes porcfes

imunogénicas dos fungos provaram ser Uteis. Exemplos s&o: imuniza¢do ativa com um
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toxoide tetanico associado ao glucuronoxilomanana resultou na producéo de anticorpos
protetores contra criptococose; toxodide diftérico conjugado com a B-glucana a partir de
Laminaria digitata foi protetora contra véarias formas sistémicas de C. Albicans, em
camundongos; Timosina a1 mostrou promover a ativagado de células dendriticas para
produzir IL12 e IFN-y contra aspergilose, sugerindo que TLR sdo coadjuvantes
eficazes; producdo de anticorpos contra a molécula chaperona — proteina de choque
térmico (HSP90) em infeccdo por C. Albicans, além de vacinacdo utlizando um
recombinante Alslp (rAlslp-N) demonstrou protecdo contra candidiase disseminada
em camundongos BALB/c e também em outras linhagens de camundongos (HAMAD,
2008).

No que se refere as metodologias de vacinacdo, atualmente pesquisadores tem
dado bastante atencdo no desenvolvimento de vacinas de DNA. A idéia inicial consiste
em usar DNA do plasmideo codificado e injeta-lo no muasculo de animais. Estudos
realizados com M. tuberculosis resultaram em uma resposta imune protetora, sobretudo
uma resposta de células T CD8+ (DEEPE, 1997).

O maior interesse relacionado a vacinas fungicas de DNA seria de um imundgeno
funcionar melhor e de forma mais eficaz como uma vacina genética, uma vez que 0s
genes frequentemente expressos levam a ativacdo de células T citoliticas (CD8+), o
que € interessante para infec¢des fangicas, uma vez que esta resposta € desejada
nestes casos. Assim, a vacinacdo genética é superior ao uso de proteinas

convencionais, que levam a ativagao de células T CD4+ (DEEPE, 1997).

Diversas abordagens de vacinacdo baseada em DNA foram introduzidas como
alternativas a vacinagcéo convencional. Exemplos sdo: vacina de DNA expressando
Hsp90 preparado por clonagem a partir de mRNA de C. albicans que demostrou efeito
protetor - resposta IgG contra candidiase sistémica em camundongos BALB/c; um

recombinante de Blastomyces dermatidis faltando o gene protetor contra a adesina WI-
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1 demonstrou ser patogénico a linhagens de fungos por meio de respostas Thl
(HAMAD, 2008).

Nos dias atuais, a imunizacao ativa € o método preferido de protecdo, uma vez que
sensibiliza o sistema imunologico e melhora a esterilizacdo dos o6rgdos infectados
impedindo infec¢des latentes, porém, grupos de risco como pacientes com AIDS,
diabéticos, pacientes com céncer e transplantados, o beneficio deste método de
vacinacdo é pouco ou quase inexistente (HAMAD, 2008). No entanto, isolados de
antigenos protéicos, principalmente na forma de vacinas recombinantes foi usado

alternativamente como imunogenos confiaveis e seguros (TRAVASSOS et al., 2008).

Uma das maiores controvérsias e desafios para a vacinagdo consiste nos
individuos imunocomprometidos. Conforme mencionado na introdug¢édo pacientes cujo
sistema imune foi alterado seja pelo uso de medicamentos ou doencas supressoras
como o HIV, por exemplo, estdo mais susceptiveis a desenvolver a doenca. E € de
conhecimento a necessidade de um sistema imune competente para que, estas vacinas
sejam eficazes para estes pacientes. Nestes casos, 0S autores sugerem vacinas que
provocam anticorpos protetores devido a longevidade dos anticorpos circulantes.
Porém, o desafio serA aumentar o efeito da vacina quando o sistema imune for
disfuncional, uma opcao seria a combinacdo com citocinas, outra seria vincular a
administracdo da vacina com infusdo de células T imunocompetentes ou B para

promover imunogenicidade (DEEPE, 1997).

A seguir, serdo discutidos estudos até agora realizados no desenvolvimento de

vacinas para Candida albicans, Cryptococcus sp e Paracoccidioides brasiliensis.
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5.3.1. Vacinas contra Candida albicans

Candida albicans € um comensal em seres humanos e podem ser encontrada na
microbiota normal da pele, boca, vagina e intestino (DEEPE, 1997; CASADEVALL et al,
2002). Considerado um importante patdégeno porque causa desde doencas superficiais
da pele (formas leves) a doencas graves e disseminadas (DEEPE, 1997).

As infec¢cBes por Candida albicans sdo, em geral, pouco frequentes em individuos
saudaveis. Normalmente, sdo consideradas infec¢cbes oportunistas, ou seja, €
frequentemente associada a pacientes com quadro de imunossupressao, seja por uso
de medicamentos ou por doencas imunossupressoras. Nos Ultimos anos, este fungo
tornou-se uma grande causa de morbidade entre os pacientes infectados com o virus
da imunodeficiéncia humana (HIV) e também de mortalidade entre pacientes internados
em unidades de terapia intensiva, submetidos a quimioterapia para doencas malignas
ou individuos transplantados, sobretudo os que sofreram transplante hepético, uma vez
que estes individuos estdo mais susceptiveis devido a imunossupressao (DEEPE,
1997; CASADEVALL et al, 2002).

Os fatores de viruléncia relacionados a C. Albicans consistem em manoproteinas,
que sdo o0s prinicipais componentes da parede celular e incluem varias adesinas,
envolvidas no reconhecimento (carboidratos, proteinas, dentre outros) e adesao as
células do hospedeiro. Além disso, a produgdo de enzimas (proteinases, fosfolipases),
pleomorfismo, expressdo de antigenos e crescimento a 37°C sdo extremamente

importantes para o fungo causar doencas (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Em relacdo a Candida albicans, alguns componentes imunogénicos ja foram

isolados, como as mananas, enolase e manoproteinas. A partir destes imundgenos
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varios estudos estdo sendo realizados visando uma formulacdo de vacina eficaz contra
este fungo (CASSONE, 2008).

A enolase é uma proteina que é reconhecida pelos linfécitos. Uma vez reconhecida
esta proteina é capaz de estimular uma resposta imune humoral. No entanto, sua
eficacia ndo foi determinada (DEEPE, 1997).

No que se referem as mananas (oriundas da superficie de C. albicans), estudos
indicam que elas funcionam como adesinas durante o ataque de células de levedura
em modelos murinos de macrofagos esplénicos (DEEPE, 1997). As mananas séo alvo
de grande interesse para obter substancias Uteis para o desenvolvimento de vacinas
(CASADEVALL et al, 2002).

Um dos primeiros estudos realizados consistiu em empacotar fracdo de mananas
em lipossomas e estes foram usadas para vacinar camundongos BALB/c. Estas fracOes
induziram uma resposta imune protetora em modelos com candidiase disseminada e a
habilidade de induzir resisténcia foi associada com a presenca de aglutininas
circulantes da fracdo de mananas. De acordo com este estudo, anti-soros a partir de
camundongos vacinados podem possivelmente transferir protecéo tdo bem quanto um

anticorpo monoclonal de fragdo de mananas (DEEPE, 1997).

Uma fragcdo de mananas foi elaborada, denominada (MP-F2), e esta manoproteina
foi administrada em camundongos. Verificou-se que esta proteina estimulou células T
CD4+ a produzir IFN-y. Além disso, foi possivel observar uma modesta redugdo no
niamero de unidades formadoras de col6nia de C. albicans. A molécula dentro deste
extrato responsavel pela eficacia ainda nao foi identificada (DEEPE, 1997).

Estudos realizados utilizando anticorpos séricos para um antigeno de 47 kDa

(Hsp90) demonstrou aumento na sobrevida de pacientes com candidiase disseminada
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e foi possivel observar opsonizacdo complementar de células de leveduras in vitro
devido a producédo de IgG (CASADEVALL et al, 2002; HAMAD, 2008). Desta forma, a
imunidade mediada por anticorpos para protecdo contra candidiase sistémica é
protetora contra infeccdo experimental (CASADEVALL; FELDMESSER; PIROFSKI,
2002; DEEPE, 1997).

Uma vacina baseada no agglutination-like (ALS1), que é uma adesina que medeia a
ligacdo da C. albicans as células humanas esta sendo desenvolvida. O recombinante
N-terminal de Alslp (rAlsp-N) resultou em uma alta taxa de sobrevida e reducéo
significativa de carga flngica tanto em animais imunocompetentes, quanto
imunocomprometidos que apresentavam candidiase disseminada. O mecanismo de
protecédo foi a inducdo de imunidade do tipo 1 e também hipersensibilidade tardia para o
antigeno. Neste trabalho, foi possivel concluir que a vacina rAlslp-N é uma candidata

promissora para prevenir a doenca invasiva (SPELLBERG, 2005)

5.3.2 Vacinas contra Cryptococcus neoformans

Cryptococcus neoformans € um fungo cosmopolita, sendo encontrado nos focos
urbanos como provavel poluente aéreo encontrado em poeira domiciliar. Também este
associado a aves como pombos e aves em cativeiros (parques e gaiolas domiciliares).
No Brasil ha um predominio na regido Sul e Sudeste. A transmiss&o ocorre por meio da
inalacdo das leveduras ou basidiésporos ou atraves de lesdes cutaneas, por exemplo,
inoculacao traumatica (SIDRIM & ROCHA, 2004).

O Cryptococcus neoformans € uma levedura com uma caracteristica peculiar que a
distingue entre os fungos patogénicos, a presenca de uma capsula de polissacarideo
composto predominantemente por glicuronoxylomanam (GXM), que € essencial para a
viruléncia deste patdgeno. O fungo produz melanina que tem acdo antifagocitica e
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diminui a susceptibilidade a anfotericina B, que é a principal opcdo terapéutica. Além
disso, o fungo é termotolerante, produtor de enzimas e manitol (CASADEVALL et al,
2002).

As manifestacdes clinicas consistem em: infeccdo assintomatica, que se caracteriza
como pneumonia auto-limitada (febre, dor no peito e tosse); pulmonar invasiva (como
uma pneumonia cronica podendo evoluir para o sistema nervoso central; metastizagéo

podendo ocorrer meningite, meningoencefalite e criptococoma (CASALI et al., 2001).

As infeccBes por C. neoformans sdo relativamente comuns em individuos com
deficiéncia de células CD4+ como pacientes com AIDS (CASADEVALL et al, 2002).
Nos ultimos anos, progressos tém sido obtidos no desenvolvimento de uma vacina
contra a infeccdo por C. neoformans. A descoberta de um anticorpo monoclonal contra
o polissacarideo capsular, que habitualmente € imunogenico, conjugado com toxodide
tetanico, tem recebido grande atencdo e tem levado a rapidos avancos no campo
(CASADEVALL et al, 2002).

Camundongos receberam inje¢cdo de GXM conjugado com toxoide tetanico e foi
observado que o conjugado estimulou a produgdo de anticorpos com a mesma
especificidade que os anticorpos gerados durante a infeccéo ativa. Este achado sugere
qgue o conjugado pode ser Util para a vacinacao (DEEPE, 1997). Inicialmente, a vacina
baseada no polissacarideo capsular ndo apresentou fator de prote¢do, somente quando
a mesma foi conjugada com forte adjuvante, um toxoide tetanico (GXM-TT), foi
observado efeito protetor em ratos apds infeccdo intranasal e intratraqueal
(CASADEVALL et al, 2002; DEEPE, 1997).

DEVI et al., 1991, sintetizaram uma vacina conjugada de GXM a partir de C.
neoformans sorotipo A em condicbes adequadas de uso humano para impedir
criptococose disseminada. A GXM purificada foi ligada covalentemente ao toxoide

tetanico (TT) e exoproteina de Pseudomonas aeruginosa (Repa). A imunogenicidade foi
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avaliada em camundongos BALB/C sendo que o conjugado foi introduzido por via
subcutanea em solu¢éo salina. Ambos 0s conjugados resultaram em maiores respostas
de anticorpos do que GXM isoladamente. No entanto, os conjugados preparados com
toxoide tetanico foram mais imunogénicos do que o conjugado Repa. As vacinas
conjugadas sao suficientemente imunogénicas e pareceram ser adequadas para

avaliacao clinica.

Estudos com anticorpos monoclonais para GXM revelou que este antigeno poderia
provocar tanto respostas protetoras quanto ndo protetoras que diferiam em isotipo e
especificidade. Assim, novamente ressalta-se a importancia de se obter antigenos que
provocam anticorpos protetores. Uma forma de encontrar esses antigenos é identificar
epitopos que séo reconhecidas pelo mAbs conhecidos por ser protetor (CASADEVALL
et al, 2002; HAMAD, 2008).

Um peptideo mimético do GXM (P13) foi proposto como antigeno para vacinas
contra patdgenos encapsulados. O peptideo P13 foi conjugado ao toxoide tetanico (TT)
e toxoOide diftérico (DT) e administrado por via subcutdnea em camundongos
transgénicos que produzem anticorpos humanos. Os resultados mostraram que tanto
P13-TT quanto P13-DT foram antigénicos. Além disso, o peptideo suscitou uma
resposta de anticorpos humanos com expressao de imunoglobulina humana nos ratos
transgénicos portanto, o peptideo mimético pode ser promissor para o tratamento de

infec¢des por C. neoformans (MAITTA et al., 2004).

Esses anticorpos mAbs para GXM ndo sao directamente toxico para as células
fungicas. Em vez disso, eles podem mediar protecdo, aumentando a eficacia das
células efetoras do hospedeiro contra C. neoformans. Ao promover anticorpos
especificos, a resposta inflamatoéria pode ser melhorada pela promoc¢éo da fagocitose e,
consequentemente, a apresentacdo de antigenos, a expressdo de moléculas co-
estimulatérias e modulacdo a producdo de citocinas tambem torna-se mais eficaz

(CASADEVALL et al, 2002; DEEPE, 1997).
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Um heptassacarideo correspondente a um imunodominante do GXM foi produzido
e uma forte reacdo com dois diferentes anticorpos monoclonais IgM para GXM foi
obtido. O heptassacarideo foi conjugado com albumina de soro humano resultando num
complexo que provocou reagdes de IgG de altos titulos em camundongos administrado
com adjuvante de Freund. Além disso, um peptideo mimético de um epitopo GXM, foi
isolada de mAb humana. Este peptideo associado a toxodide tetanico suscitou resposta
de anticorpos protetores (TRAVASSOS et al., 2008).

5.3.3 Vacinas contra Paracoccidioides brasiliensis

7

O Paracoccidioides brasiliensis € o agente etioldgico da paracoccidioidomicose,
também conhecida como blastomicose sul americana. Considerada uma infeccdo
fungica granulomatosa crbnica e sistémica que se inicia com infeccdo pulmonar.
Comumente ocorrem disseminacdes, resultando em lesdes granulomatosas nas
mucosas nasal, oral e ocasionalmente intestinal, podendo envolver os linfonodos
(SIDRIM & ROCHA, 2004).

A enfermidade ocorre em toda a América Latina, desde o México até a Argentina,
sendo que no Brasil, Venezuela, Colémbia a incidéncia € maior. No Brasil as areas com
maior incidéncia sdo: Mato Grosso, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo e Rio
Grande do Sul (SIDRIM & ROCHA, 2004).

O habitat natural do fungo na forma micelial ainda ndo esta completamente
elucidada, mas parece que o fungo viva saprofiticamente em solo umido e acido, com
vegetacdo abundante, temperaturas moderadas e umidade elevada (TONELLI &
FREIRE, 2000). Neste contexto, trabalhadores rurais, com mais de 30 anos,

agricultores, pecuaristas, tratoristas ou da construcéo civil estdo mais predispostos ao
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desenvolvimento da doenca (SIDRIM & ROCHA, 2004). A 37°C parasita 0 hospedeiro
sob a forma de levedura (PUCCIA & TRAVASSOS, 1991).

A infeccao é adquirida pela inalacdo dos propagulos presentes no ambiente. Estes
conidios atingem os alvéolos pulmonares e convertem-se em leveduras, caracterizando
assim o complexo primario da infeccdo. O foco primario em geral é assintomatico,
podendo regredir de forma espontanea com destruicdo do fungo e formando cicatrizes
ou eventualmente pode desenvolver a doenca ativa e causar lesdes pulmonares
localizadas com consequente disseminacao para outros 6rgaos. A manifestacdo ou nao
da doenca depende das condi¢cdes genéticas, imunoldgicas, ocupacionais e soécio-
econdmicas do hospedeiro e viruléncia do fungo (TONELLI & FREIRE, 2000).

O estabelecimento da infeccado ou doenca causada pelo P. brasiliensis depende de
muitos fatores associados tanto ao agente quanto ao hospedeiro. Entre os principais,
pode-se destacar: efeitos hormonais (B-estradiol), constituintes da parede celular a e
— (1,3)-glucana e as glicoproteinas gp 43, além da melanina. O P. brasiliensis sintetiza
um complexo de substancias antigénicas (polissacarideos, peptideos e lipideos) que
interagem com sistema imune do hospedeiro (SIDRIM & ROCHA, 2004).

Atualmente, ndo ha vacina para PCM. Varios estudos utilizando animais de
laboratorios imunizados com patdgenos atenuados, como protozoarios, helmintos,
dentre outros, tem sido realizados com a tentativa de se pesquisar novas alternativas
profilaticas e terapéuticas. No que se refere & PCM, atualmente, o foco tém sido no
desenvolvimento de vacinas terapéuticas usadas em associacao ao tratamento habitual
(DEEPE, 1997).

O principal componente antigénico de P. brasiliensis, consiste na glicoproteina de
43 kDa (gp 43), que demonstrou eficacia como antigeno protetor (TABORDA, 1998).
Individuos higidos imunizados com a gp 43 produziram niveis substanciais de IFN-y, IL-

2 e IL-10, demonstrando bom equilibrio na secre¢édo de citocinas com resposta imune
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efetiva. J& pacientes com PCM produziram baixos niveis de IFN-y, IL-2 e TNF-a, porém,
guantidades substanciaveis de IL- 10. Este desequilibrio pode comprometer a resposta
imune do hospedeiro com diminuicdo na atividade microbicida e capacidade de
apresentacao de antigeno (DEEP, 2004).

Estudo realizado por TABORDA et al., 1998 & TABORDA et al., 2004, consistiu em
infectar camundongos por via intratraqueal com leveduras virulentas de P. brasiliensis.
Estes camundongos foram posteriormente imunizados com um peptideo de 15
aminoacidos identificado na molécula gp43 (P10). Este peptideo induziu protecéo
vigorosa contra estas leveduras virulentas, com grande diminuicdo da carga fungica do
pulmdo e menor ou nenhuma disseminac¢éo para o baco e figado, quando comparado

com os animais do grupo controle.

Formulacdes de vacina anti-PCM baseadas na GP-43 e peptideo P10 associada a
uma proteina imunorreguladora ligante de TLR-5, Salmonela entérica FIiC Flagellin tém
demonstrado efeitos positivos. Camundongos BALB/c infectados com P. brasiliensis
foram imunizados com a gp-43 associada a FIliC e P10 e concluiu-se que houve
inducdo de resposta Thl com consequente diminuicdo na carga fungica e danos
pulmonares (BRAGA et al., 2009; MARQUES, 2008).

Como mencionado anteriormente, ainda € controverso o papel dos anticorpos na
resposta imune a fungos, no entanto estudos realizados por BUISSA-FILHO et al.,
2008, utilizando anticorpos monoclonais contra a gp43, utilizando abordagens

profilaticas e terapéuticas em PCM experimental tem se mostrado protetores.
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6. CONCLUSOES

Os estudos realizados até os dias atuais confirmam as vacinas fungicas como uma
promissora opcao terapéutica. Grandes progressos ja foram feitos para compreender
0S mecanismos imunes, informacao que é essencial para a criagdo de vacinas fungicas.

Além disso, evidéncias conclusivas demonstram que a imunidade mediada por
anticorpos pode influenciar de forma benéfica o hospedeiro contra a infeccdo por
Candida albicans e Cryptococcus neoformans, tanto na prevencdo quanto no
tratamento de infeccdes fungicas. No que se refere ao fungo Paracocidioides
brasiliensis, a resposta imune do tipo TH1 evocada durante o processo infeccioso é
essencial para a reducdo da carga fungica e consequente diminuicdo nos danos

teciduais do hospedeiro.

Bons resultados também estdo sendo obtidos na descoberta das moléculas
imunogénicas, no entanto, estudos ainda sdo necessarios para o isolamento destas
moléculas com a finalidade de se obter uma resposta mais especifica e também no
desenvolvimento de uma formulagdo de vacina mais adequada com estudos que

demonstrem a efetividade da mesma como vacina profilatica e terapéutica.
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