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IPTG lsopropil-tío-0-D-galactosídeo

MHC Complexo Principal de Histocompatibilidade
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OPD Orto-fenilenodiamina

PBS Solução Salina Tamponada

pCDNA3 Plasmídeo utilizado como Vetor da vacina

pCDNA3-hsp65 Construção vacinai original, constituída de vetor 

pCDNA3, gene hsp65 e fragmento downstream

pCDNA3-hsp65G Construção de DNA constituída de vetor

pCDNA3 e gene hsp65

PCDNA3-N Construção de DNA constituída de vetor 

pCDNA3 e 510 pb da extremidade 5’ do inserto 
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I- INTRODUÇÃO:

1- TUBERCULOSE:

1.1-HISTÓRICO:

A tuberculose é uma enfermidade muito antiga causada por Mycobacterium 

tuberculosis, que foi reconhecida em esqueleto procedentes da Idade da Pedra e 

em ossos de uma múmia egípcia de 3000 anos de idade (Morse et al, 1964) e de 

lesões pulmonares de uma múmia de 1000 anos de idade no Sudeste do Peru 

(Saio et al, 1994). O nome tuberculose foi usado pela primeira vez por Lanneac e 

Bayle no início do século XIX (Das, 2000).

Essa enfermidade foi, pela primeira vez, mencionada na literatura Grega 

usando o termo phthisis (quer dizer destruição, consumo, referindo-se ao aspecto 

destrutivo do tecido pulmonar na tuberculose). Hipocrátes reconheceu, em 460- 

377 a.C., a sintomatologia da tuberculose (Das, 2000), além disso, registrou que a 

doença era a mais devastadora de todos os tempos e descreveu que, quase 

sempre, levava os indivíduos doentes a morte (Schmidt, 2000).

Em 1865, Jean-Antoin Villemin, um médico francês, demonstrou a natureza 

infecciosa da tuberculose, inoculando fluidos provenientes das lesões caseosas 

pulmonares em animais (Bariety, 1965). Entretanto, o reconhecimento das 

manifestações clínicas da tuberculose retardaram sua compreensão, até que 
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Robert Koch identificou, em 1882, o agente causai da tuberculose (Mycobacterium 

tuberculosis) (Sakula, 1982).

Até a descoberta dos agentes quimioterápicos no século XX, a tuberculose 

era considerada incurável. O único tratamento viável era transferir os doentes 

para hospitais especializados (os sanatórios) onde repousavam, tomavam ar 

puro e recebiam melhor dieta para ajudar na cura da doença. Entretanto, esse 

tratamento não era efetivo na maioria dos casos.

No passado, a doença foi disseminada pelos fluxos migratórios ou em 

decorrência das guerras e da colonização das novas terras descobertas a partir 

do século XV.

1.2 - EPIDEMIOLOGIA:

Segundo a Organização Mundial de Saúde (OMS), a tuberculose é um 

flagelo milenar. Atualmente, é considerada uma das maiores causas de 

mortalidade e morbidade em todo o mundo (WHO, 2000). Dados epidemiológicos 

indicam que a tuberculose é um problema global, causando 3 milhões de mortes 

anuais, sendo que 18,5% de todas as mortes ocorre em adultos entre 15-59 anos 

de idade, a faixa etária mais produtiva da população mundial (Bloom & Murray, 

1992; Dolin et al, 1994; Raviglione et al, 1997; Snider et al, 1998). Evidências 

recentes indicam que essa proporção deva aumentar em 7 a 10 milhões de novos 

casos em 2015 e a taxa de mortalidade deve aumentar mais que nos anos 

anteriores (Dye et al, 1999). Entre 1850-1950, 1 bilhão de pessoas morreram de 

tuberculose. Na década de 90, 300 milhões de pessoas foram infectadas, 90 
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milhões de casos da doença clínica apareceram, e 30 milhões de pessoas 

morreram, sendo 95% dessa casuística em países em desenvolvimento (Kochi, 

1991). Em 1992, a Organização Mundial de Saúde (OMS) estimou que 4 milhões 

de pessoas foram co-infectadas com M. tuberculosis e o vírus HIV, sendo 95% 

dos casos em países em desenvolvimento. O impacto dessas duas epidemias 

nesses países teve grandes implicações médicas e sociais (Narain et al, 1992). 

Em 1996, morreram mais indivíduos de tuberculose que em qualquer outro ano da 

história. Segundo a OMS, atualmente, cerca de 1/3 (32%) da população mundial 

está infectada (Dye et al, 1999), correspondendo a 2 bilhões de indivíduos 

infectados, dos quais 10 milhões desenvolvem doença clínica a cada ano (Lopez 

& Murray, 1998).

O aumento dos casos de tuberculose está associado com fatores de risco 

importantes, incluindo co-infecção com HIV e o aumento de cepas de M. 

tuberculosis multi-resistentes às drogas (Hingley-Wilson et al, 2000), uso de 

corticóides e outros agentes imunossupressores, enfermidades que suprimem a 

imunidade celular (incluindo a AIDS), diabetes mellitus e silicose. A infecção 

causada pelo vírus HIV é o maior fator de risco conhecido para a reativação de 

infecção latente com M. tuberculosis (Barnes et al, 1991). Indivíduos infectados 

com HIV são muito susceptíveis a infecção por M. tuberculosis e a sinergia entre 

as duas infecções é a maior causa de morte em áreas endêmicas (Selwyn et al, 

1989). O surgimento de cepas de M. tuberculosis resistentes às drogas de 

primeira linha, incluindo izoniazida e rifampicina constitui-se um fator importante 

na diminuição da eficácia do tratamento da tuberculose e na disseminação de 

bactérias (Bloom et al, 1992). Spencer et al (1992) têm relatado que a pobreza e 
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a aglomeração de pessoas aumenta significativamente o risco de transmissão do 

bacilo. Pessoas que estão ou estiveram recolhidos em prisões, usuários de 

drogas, idosos encontram-se em situação de maior risco.

1.3- PATOGENIA E RESPOSTA IMUNE:

A tuberculose é uma infecção que acomete o trato respiratório inferior, 

sendo, os pulmões, os sítios primários da infecção. Um indivíduo susceptível pode 

ser infectado com M. tuberculosis após a inalação de perdigotos (gotículas 

respiratórias) produzidos por um indivíduo doente durante a fala, tosse ou espirro 

(Loudon & Roberts, 1967). Riley (1959) descreveu que menos de 10 bacilos é 

capaz de promover a infecção. Cada perdigoto mede aproximadamente 1 a 5 pm 

de diâmetro. As bactérias inaladas prosseguem distalmente em direção aos 

alvéolos pulmonares para estabelecer a infecção.

M. tuberculosis é capturado pelos macrófagos por fagocitose (Schlesinger 

et al, 1990). Essa captura pode ocorrer através de sua ligação em receptores de 

superfície dos macrófagos. Esses receptores incluem receptores do complemento 

(CR1 e CR3), o receptor de manose e receptores Fc (Ernst, 1998; Schlesinger et 

al, 1990; Schlesinger et a/, 1994).

Schlesinger et al (1990) têm descrito que M. tuberculosis pode ativar a via 

alternativa do complemento, resultando na opsonização com C3b e C3bi. 

Bactérias opsonizadas com C3b e C3bi ligam-se a CR1, CR3 e CR4 e são 

subseqüentemente fagocitadas pelos macrófagos (Hirsch et al, 1994; Schlesinger, 
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1993; Schlesinger et al, 1990). A utilização de receptores presentes nos 

macrófagos deve ser vantajoso para M. tuberculosis, já que a liberação de 

intermediários reativos do oxigênio não é desencadeada pela captura através de 

CR3 (Wright et al, 1983). Micobactérias patogênicas como M. tuberculosis, M. 

leprae e M. avium, aumentam a invasão de macrófagos por divagem de C3 para 

produzir C3b (Schorey et al, 1997).

Receptores de manose (Schlesinger et al, 1994), scavenger tipo A 

(Haworth et al, 1997), CR3 (Cywes et al, 1996) e tipo toll 2 (TLR2) (Underhill & 

Ozinsky, 2002; Underhill et al, 1999; Glickman ef al, 2001) promovem a ligação 

não opsônica de M. tuberculosis.

1.3.1 - Papel dos macrófagos:

Vários autores têm estabelecido as atividades antimicrobianas de 

macrófagos murinos in vitro (Lurie, 1942; Suter, 1952; Mackaness, 1969). Os 

mecanismos microbicidas dos macrófagos melhor caracterizados são: (1) ação de 

enzimas lisossomais liberadas nos fagossomos durante a formação do 

fagolisossomo, (2) produção de intermediários reativos do oxigênio (ROls) através 

do burst oxidativo, (3) produção de intermediários reativos do nitrogênio (RNIs) e 

(4) apoptose (revisto por Hingley-Wilson et al, 2000; Silva et al, 2001).

(1) Formação do fagolisossomo:

Após a ingestão de M. tuberculosis através de fagocitose nos macrófagos, 

ocorre a fusão dos lisossomos com o fagossomos e subsequente morte das 
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bactérias internalizadas. Contudo, M. tuberculosis tem a capacidade de evadir 

esse mecanismo de morte através da inibição da fusão fagossomo-lisossomo 

(Russell, 1995; Armstrong, 1971). M. tuberculosis sobrevive dentro de vesículas 

não ácidas em macrófagos humanos (Crowle et al, 1991). Essas vesículas 

contendo M. tuberculosis fundem-se com lisossomos que carecem da bomba 

próton-ATPase para acidificação (Sturgill-Koszycki et al, 1994). Gordon ef al 

(1980) descreveram que a amônia inibe a fusão fagossomo - lisossomo e M. 

tuberculosis produz amônia para escapar desse efeito.

(2) Produção de intermediários reativos do oxigênio (ROls) - burst 

oxidativo:

As células fagocíticas destroem a maioria dos patógenos invasores através 

da ativação da NADPH fagócito oxidase, complexo enzimático que reduz oxigênio 

molecular para formar ânion superóxido, peróxido de hidrogênio e outros 

metabólitos tóxicos para microorganismos invasores. A importância desse sistema 

é evidenciada em pacientes com doença granulomatosa crônica, que apresentam 

maior susceptibilidade à infecções bacterianas e fúngicas (Volpp ef al, 1988).

Cooper et al (2000) têm demonstrado que o controle da tuberculose 

mediada por ROls é importante no início da infecção. Isso pode ser evidenciado 

em dois modelos de camundongos transgênicos de doença granulomatosa 

crônica, que são deficientes de gp91phox e p47phox, componentes importantes do 

complexo fagossomo oxidase que atuam na atividade e montagem da oxidase 

funcional, respectivamente (Pollock et al, 1995; Jackson et al, 1995).
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O peróxido de hidrogênio (H202), um dos ROls gerados pelos macrófagos 

através do burst oxidativo, é considerada a primeira molécula capaz de mediar os 

efeitos micobactericidas dos fagócitos mononucleares (Walker et al, 1981). 

Laochumvoorapong et al (1997) têm sugerido que M. tuberculosis é susceptível à 

morte por peróxido de hidrogênio in vitro. A participação de ROls na defesa do 

hospedeiro contra a tuberculose é fundamental antes da ativação dos macrófagos 

mediada por IFN-gama, produção de óxido nítrico e acidificação do fagossomo.

Alguns mecanismos de escape têm sido desenvolvidos por M. tuberculosis 

para evadir a morte provocada por ROls, como por exemplo, (1) escape do burst 

oxidativo através da ligação de M. tuberculosis aos receptores CR1 e CR3 durante 

o processo de captura pelos macrófagos (Schlesinger et al, 1990); (2) produção 

de catalase e superóxido dismutase, enzimas capazes de degradar espécies 

reativas do oxigênio (Middlebrook, 1954; Jackett et al, 1978; Andersen et al, 1991; 

Cole et al, 1998), (3) utilização da parede celular como barreira protetora para 

enzimas hidrolíticas e radicais tóxicos do oxigênio, devido à composição rica em 

lipídeos como lipoarabinomanana (LAM) e sulfatídeos, que sequestram as 

espécies reativas do oxigênio (Chan et al, 1989; McNeil & Brennan, 1991; Brennan 

et al, 1989; Neill & Klebanoff, 1988), diminuindo sua quantidade e toxicidade.

(3) Produção de intermediários reativos do nitrogênio (RNIs):

Além dos ROls, os intermediários reativos do nitrogênio (RNIs) também 

desempenham seu papel na defesa do hospedeiro contra tuberculose. RNIs, 

como o óxido nítrico, são sintetizados a partir da L-arginina através da enzima 

óxido nítrico sintase induzível (iNOS) (Moncada et al, 1991)- A produção de óxido 
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nítrico e outros intermediários reativos do nitrogênio através da ação da enzima 

iNOS é induzida pela ação sinergística de IFN-y e TNF-a (Flesch & Kauffman, 

1990; Ding et al, 1988).

Além disso, a produção simultânea e a interação entre óxido nítrico e ânion 

superóxido leva à formação de peroxinitrito (ONOO), substância que tem sido 

demonstrada como potente agente antibacteriano, sendo considerada mais 

eficiente que óxido nítrico (Ischiropoulos et al, 1992).

Camundongos deficientes de iNOS têm a produção de RNIs comprometida 

e exibem doença crônica quando infectados com M. tuberculosis (Schuller-Levis et 

al, 1994). Camundongos infectados com M. tuberculosis e tratados com inibidor de 

iNOS, L-NNMA (N-monometil-L-arginina-mono-acetato) têm maior taxa de 

mortalidade que camundongos não tratados (Chan ef al, 1995). Em contrapartida, 

Gomes et al (1999) têm descrito que óxido nítrico exacerba a infecção causada 

por M. avium e camundongos deficientes de iNOS apresenta carga bacteriana, 

produção de IFN-y, formação de granuloma diminuídos, indicando que óxido 

nítrico suprime a resposta imune.

Após o desencadeamento desses mecanismos microbicidas dos 

macrófagos, se as bactérias sobreviverem e se multiplicarem, elas podem se 

disseminar e infectar outros macrófagos não ativados. Dentro dos macrófagos 

alveolares, a multiplicação bacteriana pode prosseguir e se disseminar para os 

linfonodos regionais do hílio pulmonar (Chackerian et al, 2002) e, daí, poderão 

invadir a corrente sanguínea, espalhando bactérias para todas as partes do corpo. 
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Os bacilos circulantes são depurados eficientemente da corrente sangüínea, mas 

a multiplicação bacteriana continua nos ápices dos pulmões e em menor grau nos 

rins, áreas vascularizadas e linfonodos (Joklik et al, 1998). A elevada tensão de 

oxigênio nos ápices pulmonares proporciona um ambiente favorável para M. 

tuberculosis e isso, provavelmente explica sua predileção por essas áreas.

Os macrófagos ativados limitam a proliferação bacteriana nos focos 

primários de infecção (áreas dos pulmões). A resposta inflamatória não específica 

gerada durante a primeir a exposição aos bacilos se torna granulomatosa, o que 

induz a formação dos tubérculos ou granulomas. Kunkel et al (1989) define um 

granuloma como uma coleção de macrófagos, células epitelióides, células 

gigantes multinucleadas e células epitelióides fundidas, circundada por linfócitos T 

CD4+ e T CD8+ e delimitada por fibroblastos. Frequentemente, na região central 

do tubérculo, onde se encontram as células epitelióides, ocorre uma necrose 

caseosa típica. Mais tardiamente, essas lesões podem calcificar-se, formando o 

complexo de Ghon (Ulrichs & Kaufmann, 2002).

Em indivíduos com resposta celular deficiente, a infecção primária 

(tuberculose infecção) evolui para enfermidade clínica (tuberculose doença) 

(Comstock, 1982). A progressão pode ser local, no sítio da lesão primária, 

localizado nos pulmões, caracterizando a tuberculose pulmonar; ou ainda, pode 

ser em outros órgãos, caso tenham sido infectados durante a rápida disseminação 

hematogênica, caracterizando a tuberculose extrapulmonar.

O granuloma formado nos pulmões apresenta várias funções na defesa do 

hospedeiro contra tuberculose (revisto por Saunders et al, 2000): (1) Formação de 

um arcabouço celular, onde linfócitos T, produtores de citocinas, e macrófagos 
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ativados podem se posicionar para ativar outros macrófagos; (2) Circunscrição da 

área do pulmão infectada, pois o acúmulo de células, o ambiente tóxico rico em 

espécies reativas do oxigênio e do nitrogênio, a presença de citocinas, 

quimiocinas e outras substâncias, que são necessárias para efetuar a resposta 

imune contra M. tuberculosis, podem promover destruição do tecido alveolar; (3) 

Limitação da disseminação da infecção para outras áreas do pulmão e/ou outros 

órgãos.

1.3.2 - Papel dos linfócitos T:

Além dos macrófagos, os linfócitos T também apresentam um papel 

fundamental na resposta contra a tuberculose. Isso se deve ao fato que M. 

tuberculosis se albergar dentro de células, especialmente macrófagos, de modo 

que os mecanismos efetores mediados por células T são mais eficazes para 

controlar ou eliminar as bactérias que a resposta de anticorpos.

A participação de linfócitos T na efetuação da resposta imune contra M. 

tuberculosis pode ser comprovada em pacientes que possuem deficiência de 

resposta celular como pacientes infectados por HIV ou portadores de falência 

renal crônica, que apresentam maior risco à tuberculose, enquanto que pacientes 

com mieloma múltiplo, deficiente de resposta humoral, não mostram esse risco 

aumentado (Hingley-Wilson et al, 2000).

A primeira observação, apontando a importância de linfócitos T na 

tuberculose, foi feita em 1973 por North, quando mostrou que camundongos 
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timectomizados e irradiados e, posteriormente, reconstituídos com células da 

medula óssea mostraram-se altamente susceptíveis ao desafio com M. 

tuberculosis. Entretanto, a primeira demonstração direta foi feita por Lefford em 

1975, quando demonstrou que a transferência adoptiva de células T de 

camundongos imunizados com BCG protegeu camundongos recipientes irradiados 

e desafiados com M. tuberculosis. Esses achados foram confirmados por Orme e 

Collins (1983) utilizando células T de camundongos imunes à M. tuberculosis 

Erdman.

A importância da resposta de células T em infecções micobacterianas 

também foi demonstrada em camundongos nude (camundongos que não 

apresentam células T maduras devido à formação defeituosa do estroma tímico). 

Esses animais apresentaram o mesmo padrão de susceptibilidade à infecção por 

M. avium que camundongos SCID (Severe Combined Immunodeficiency), que 

não possuem resposta de células T nem de anticorpos.

(I) Células TCD4+:

Células T CD4+ são algumas das principais células envolvidas na resposta 

protetora contra tuberculose. M. tuberculosis se alberga primariamente em 

fagossomos dentro dos macrófagos, sendo então seus antigenos processados 

pela via endossomal, complexados a moléculas de MHC classe II e apresentados 

à células T CD4+ (Andersen et al, 1991; Rook et al, 1985).

Observações favorecendo a participação de células T CD4+ na imunidade 

às infecções micobacterianas foram feitas pela primeira vez por Pedrazzini e Louis 

(1986) que avaliaram a funcionalidade de células T CD4+ antígeno-específicas de 
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camundongos imunizados com BCG. Orme (1987) mostrou que células T CD4+ 

de camundongos infectados com M. tuberculosis podem proteger, por 

transferência adoptiva, camundongos recipientes irradiados e desafiados. A 

importância de linfócitos T CD4+ na resposta imune contra tuberculose tem sido 

amplamente observada em pacientes HIV+, cuja diminuição do número de células 

T CD4+ correlaciona-se com a susceptibilidade à tuberculose (Selwyn et al, 1989).

Acredita-se que a função efetora primária de linfócitos T CD4+ é a produção 

de IFN-y e outras citocinas, importantes para ativar os macrófagos, que podem 

controlar ou eliminar as bactérias intracelulares (Nathan et al, 1983). IFN-y é uma 

citocina crucial para o controle da tuberculose; é produzida por linfócitos T CD4+ e 

CD8+ e células NK na tuberculose (Lyadova et al, 1998; Lalvani et al, 1998; Orme 

et al, 1992; Orme et al, 1993; Serbina & Flynn, 1999, Barnes et al, 1993). Vários 

estudos indicam que células T CD4+ de memória produzem grandes quantidades 

de IFN-y em resposta a M. tuberculosis ou BCG (Orme et al, 1992; Huygen et al, 

1992; Kawamura et al, 1992). Além disso, camundongos knock-out de IFN-y são 

mais susceptíveis à infecção por M. tuberculosis (Cooper et al, 1993; Flynn et al, 

1993). Ottenhof et al (1998) têm descrito que a deficiência individual do gene 

codificante para IFN-y ou do receptor de IFN-y proporcionam aumento da 

susceptibilidade para infecções micobacterianas.

As células T CD4+ também contribuem para ativação de APCs através da 

interação CD40L das células T CD4+ com CD40 dos macrófagos ou células 

dendríticas, resultando no aumento da apresentação de antígeno e da atividade 

coestimulatória. Essa interação CD40-CD40L parece ser importante na infecção 
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por M. tuberculosis, embora Campos-Neto et al (1998) tenham descrito que 

camundongos deficientes de CD40L-/- são tão susceptíveis à infecção aguda do 

que camundongos selvagens.

Outra função importante de células T CD4+ é auxiliar na resposta de 

anticorpos. Apesar de muitos autores descartarem a participação de células B ou 

de anticorpos na proteção contra a tuberculose (Johnson et al, 1997), recentes 

estudos evidenciam que células B e anticorpos contribuem para a resposta contra 

tuberculose (Teitelbaum et al, 1998; Bosio et al, 2000).

Balcewicz-Sablinska et al (1998) e Keane et al (1997) têm demonstrado que 

a apoptose ou lise de células infectadas por células T CD4+ também tem função 

no controle da tuberculose. Apesar de algumas controversas entre vários autores, 

Oddo et al (1998) têm mostrado que ocorre redução do número de bactérias nos 

macrófagos devido à apoptose induzida por Fas.

Mossman et al (1986) descreveram que células T CD4+ ativadas podem se 

dividir em duas subpopulações típicas de células, baseando-se na produção de 

citocinas: Células T helper 1 (Th1), que produzem IFN-y, IL-2 e TNF-a, e células T 

helper 2 (Th2), que produzem IL-4, IL-5 e IL-13. Embora vários fatores 

influenciem a diferenciação de células Th1 e Th2, sugere-se que a presença de 

citocinas no início da ativação das células T CD4+ parece ser mais importante 

(O’Garra, 1998; Seder & Paul, 1994; Mossman et al, 1986). A presença de IL-12 

facilita a diferenciação para o fenótipo Th1 enquanto a presença de IL-4 facilita a 

diferenciação para o fenótipo Th2. O controle da tuberculose é mediado por 

resposta Th1. Na tuberculose, IL-12 é induzida após a fagocitose de M. 
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tuberculosis por macrófagos e células dendríticas (Ladel et al, 1997; Henderson et 

a/, 1997). A administração de IL-12 no início da infecção de camundongos BALB/c 

com M. tuberculosis resulta na diminuição significativa da carga bacteriana e 

aumento da taxa de sobrevivência, embora os camundongos ainda sucumbam à 

infecção (Flynn et al, 1995).

(II) Células TCD8+:

Apesar de, historicamente, a investigação da participação de células T na 

resposta contra tuberculose tenha sido enfocada no estudo de células T CD4+, 

nos últimos anos tem aumentado o interesse no conhecimento das funções de 

células T CD8+ na tuberculose.

Vários autores têm descrito que células T CD8+ influenciam o controle da 

infecção. Tem sido demonstrado que camundongos deficientes dos genes 

codificantes da p2-microglobulina ou TAP, (deficientes de moléculas de MHC 

classe I) (Behar et al, 1999) e de células T CD8+ são altamente susceptíveis a 

infecção por M. tuberculosis (Sousa et al, 1999; Flynn et al, 1992). Nas infecções 

micobacterianas, as células T CD8+ podem ser restritas a moléculas de classe I 

clássicas ou não clássicas. Vários autores têm descrito que células T CD8+ 

restritas a MHC classe I provenientes de camundongos ou indivíduos infectados 

com Mycobacterium tuberculosis ou imunizados com BCG, reconhecem vários 

antígenos, incluindo antígeno 38 kDa (Zhu et al, 1997), Hsp65 (Silva et al, 2000) e 

lipoproteína 19 kDa (Mohagheghpour et al, 1998).
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Os mecanismos pelos quais proteínas micobacterianas são processadas e 

apresentadas no contexto de MHC de classe I ainda não estão completamente 

entendidos. McDonough et al (1993) têm demonstrado que M. tuberculosis pode 

ser encontrada fora das vesículas fagossomais 4 a 5 dias após a infecção, mas 

a apresentação de antígenos micobacterianos por macrófagos infectados à 

células T CD8+ pode ocorrer em torno de 12 horas após a infecção. Existem 

evidências que M. tuberculosis é capaz de formar poros na membrana das 

vesículas que albergam os bacilos. Esses poros permitem a entrada dos 

antígenos micobacterianos no citoplasma da célula. Mazzaccaro et al (1996) têm 

descrito que macrófagos infectados por M. tuberculosis facilitam a apresentação 

via MHC classe I de ovalbumina solúvel, indicando que a ovalbumina é capturada 

juntamente com M. tuberculosis nos fagossomos e depois, penetram no 

citoplasma da célula. Entretanto, se M. tuberculosis estiver morta ou fixada não 

ocorre a apresentação de ovalbumina, sugerindo que M. tuberculosis viva 

promove formação de poros no fagossomo.

Desse modo, vários antígenos micobacterianos são secretados para o 

citoplasma e assim, podem ser processados e apresentados via MHC classe I. 

Outra evidência importante tem sido proposta por Canaday et al (1999), que 

demonstraram pela primeira vez que monócitos humanos podem processar 

antígenos de M. tuberculosis através de uma via de processamento alternativa, 

diferente de MHC classe I, e apresentar à células T CD8+, pois o processamento e 

apresentação de M. tuberculosis, pelos monócitos, à células T CD8+ restritas a 

MHC classe I foi insensível ao tratamento com brefeldin A, substância que 

bloqueia a apresentação convencional via MHC classe I.
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Moléculas de MHC classe Ib também apresentam antígenos 

micobacterianos a células T CD8+. Clones de células T CD8+ isolados de 

doadores reativos ao PPD reconhecem células dendríticas infectadas com M. 

tuberculosis e produzem IFN-gama, contudo não foram restritas á moléculas de 

MHC classe I nem MHC classe II nem moléculas CD1 (Lewinsohn et al, 1998). Em 

murinos, moléculas de MHC classe Ib, especialmente H2-M3, apresentam 

peptídeos N-formilados à células T CD8+. A imunização de camundongos com 

dois peptídeos N-formilados derivados de M. tuberculosis e ligados a H2-M3 

resultou em resposta CTL e uma redução na carga bacteriana após o desafio com 

M. tuberculosis (Dow et al, 2000).

Parece que as funções primárias efetoras de células T CD8+ na tuberculose 

é lise das células infectadas e produção de citocinas, principalmente IFN-y. 

Serbina et al (1999) têm reportado que células T CD8+ dos pulmões de 

camundongos infectados produzem IFN-y e secretam essa citocina após a ligação 

do TCR ou por interação com células dendríticas infectadas com M. tuberculosis. 

Tascon et al (1998) propuseram que a proteção contra infecção por M. 

tuberculosis foi parcialmente dependente da produção de IFN-y, quando células T 

CD8+ foram transferidas para camundongos nude.

A lise de células alvo por células T CD8+ pode ocorrer através de perforinas 

e granzimas ou via Fas/FasL. Kaufmann (1988 e 1993) têm hipotetizado que 

células T CD8+ tem a capacidade de lisar macrófagos infectados com M. 

tuberculosis-, assim, liberando bactérias que poderão ser capturadas por outros 

macrófagos ativados dentro do granuloma.
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Stenger et al (1997) descreveram que a morte de bactérias intracelulares é 

dependente de perforina, mas a lise mediada por Fas/FasL não promoveu este 

efeito. A perforina é requerida para formar os poros, mas a morte das bactérias 

intracelulares é mediada por granulisina (Stenger et al, 1998). Silva & Lowrie 

(2000) têm reportado que clones de células T CD8+ murinas Hsp65-específicas, 

que protegem camundongos desafiados com M. tuberculosis, são capazes de 

lisar macrófagos infectados através de mecanismo mediado por perforina.

1.3.3- Papel de células restritas a CD1:

Vários autores têm relatado que as células restritas à CD1 também 

apresentam papel importante na resposta contra a tuberculose. Essas células 

podem processar e apresentar antígenos micobacterianos às células T, 

especialmente CD4‘8', CD8+ e CD4+ (Sieling et al, 2000). As moléculas CD1 

podem ser divididas em moléculas CD1 Grupo I (CD1a,CD1b e CD1c) e Grupo II 

(CD1d) (revisto por Porcelli et al, 1999). Camundongos carecem de moléculas 

CD1 grupo I; apresentam somente CD1d (moléculas CD1 grupo II). Geralmente, 

moléculas CD1 apresentam lipídeos ou glicolipídeos às células T, com exceção 

das moléculas CD1a que apresentam peptídeos. Moléculas CD1 são geralmente 

encontradas em células dendríticas in vivo (Sieling et al, 1999), embora baixos 

níveis de expressão em macrófagos sejam suficientes para permitir o 

reconhecimento por células T restritas a CD1 in vivo.

Em 1994, Beckmann et al mostraram pela primeira vez a apresentação de 

antígenos não protéicos por moléculas CD1, onde ácido micólico, componente 
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da parede celular de Mycobacterium, foi apresentado à moléculas CD1b. Outros 

antígenos lipídicos de micobactérias também tem sido apresentados a CD1, por 

exemplo, LAM (Sieling et al, 1995), fosfatidil inositol manosídeo (Sieling et al, 

1995), glicose monomicolato (Moody et al, 1997) e glicolipídeos isoprenóides 

(Moody et al, 2000).

2- VACINA BCG (Bacilo de Calmette-Guérin):

A única vacina atualmente licenciada para prevenir a tuberculose é o BCG. 

Essa vacina foi desenvolvida por Albert Calmette e Camille Guérin no Instituto 

Pasteur, em 1908, onde obtiveram um isolado de Mycobacterium bovis a partir de 

mastite bovina. BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) é uma cepa atenuada de 

Mycobacterium bovis, bactéria filogeneticamente relacionada com Mycobacterium 

tuberculosis (Frothingham et al, 1994; Imaeda, 1985). A atenuação foi conseguida 

após 230 subcultivos, durante 13 anos (Grange et al, 1983).

Durante muitos anos, a vacina BCG foi utilizada em países em 

desenvolvimento como componente importante dos programas de controle da 

tuberculose (Huebner, 1996). É, rotineiramente, administrada a récem-nascidos 

em países onde a tuberculose é endêmica e em países de baixa incidência (Tala 

et al, 1997). Entretanto, a eficácia dessa vacina pode variar de 0 a 80% (Enserink, 

2001). Ensaios clínicos têm revelado baixa efetividade do BCG em adultos, 

possivelmente isso deva estar associado à atenuação da vacina (Behr & Small, 

1997). Vários autores têm relatado que ocorreram várias alterações genéticas no 

BCG, desde o inicio de sua utilização como estratégia de prevenção à 
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tuberculose, em 1921 (Behr & Small, 1999; Oettinger et al, 1999). Behr (2001) 

descreveu que essas alterações podem ser resultado de condições de cultivo 

diferentes às quais o BCG tem sido submetido durante este período.

3- NOVAS VACINAS CONTRA A TUBERCULOSE:

O conceito de vacinação foi utilizado pela primeira vez a mais de 200 anos 

por Edward Jenner, quando foi mostrado que a exposição anterior à varíola 

bovina poderia evitar a infecção de indivíduos pelo vírus da varíola humana. 

Desde então, vários autores têm desenvolvido várias vacinas contra doenças 

infecciosas.

Novas vacinas têm sido estudadas na intenção de melhorar a prevenção da 

tuberculose. Desde 1997, mais de 170 vacinas testadas em camundongos e 

cobaias têm mostrado resultados promissores. Os candidatos representam quatro 

tipos de vacinas: vacinas vivas, vacinas de subunidades e vacinas de DNA; além 

dessas, vacinas prime-boost.

(1) Vacinas vivas:

Vacinas auxotróficas: Avanços na Bioinformática, Microbiologia 

Molecular e os estudos das sequências do genoma de M. tuberculosis e M. bovis 

BCG permitiram a atenuação racional de cepas de micobactérias. Essa 

atenuação pode ser gerada pela inativação de alguns genes, assim como, por 

mutações randômicas utilizando transposons. Os mutantes podem ser testados 
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para o fenótipo atenuado e, subsequentemente, para a imunogenicidade e eficácia 

protetora contra a tuberculose.

Candidatos a vacinas auxotróficas podem ser gerados utilizando essa 

mesma abordagem. Vacinas auxotróficas consistem de cepas de micobactérias 

vivas, por exemplo, BCG e M. tuberculosis, onde as vias de biossíntese de 

aminoácidos ou outros compostos essenciais têm sido desativadas. Como o BCG 

padrão, essas cepas nutricionalmente deficientes provocam uma infecção ativa no 

hospedeiro, mas a duração da replicação é limitada. Gulleria et al (1996) têm 

demonstrado que camundongos imunodeficientes morrem depois da imunização 

com o BCG padrão, mas não com o BCG auxotrófico, sugerindo que vacinas 

auxotróficas podem ser seguras em pacientes imunocomprometidos, por exemplo 

pacientes infectados pelo vírus HIV.

Outra abordagem para a atenuação é uma vacina pró-apoptótica, onde M. 

tuberculosis mutante ou BCG apresenta atividade da superóxido dismutase 

diminuída (Edwards et al, 2001). Kernodle et al (2001) demonstraram que animais 

imunizados com M. tuberculosis SOD-diminuídos apresentam aumento da 

apoptose das células infectadas com a cepa vacinai. Isso permite a cross- 

apresentação associada a apoptose através de MHC classe I, aumentando a 

morte mediada por células T CD8+ e a proteção contra a tuberculose.

- BCG recombinante: Uma cepa de BCG mais potente tem sido produzida 

pela introdução de um plasmídeo codificando uma proteína secretada de 30 kDa, 

também conhecida como antígeno 85B (Ag85B). Em cobaias, a imunização com 

BCG recombinante over-expressando Ag85B está associada a diminuição de 
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unidade formadoras de colônias no baço e pulmões dos animais infectados e 

aumento da taxa de sobrevivência em comparação ao BCG padrão (Horwitz et a/, 

2000; Horwitz et al, 1995).

- Micobactérias saprófitas: M. vaccae, M. microti e M. smegmatis, têm 

sido utilizadas como cepas vacinais. Estudos com M. vaccae têm demonstrado 

efeito protetor contra a tuberculose em modelos animais e geração de resposta 

citotóxica específica (Abou-Zeid et al, 1997; Skinner et al, 1997), apesar de Orme 

et al (2001) não terem verificado resposta imune específica em camundongos.

- Salmonella Typhimurium atenuada: Vários autores tem descrito que 

Salmonella Typhimurium pode ser utilizada como carreador heterólogo para vários 

antígenos micobacterianos. Hess et al (2000) têm demonstrado que S. 

Typhimurium expressando Ag85B induz secreção de citocinas e protege 

camundongos desafiados com M. tuberculosis.

(2) Vacinas de subunidades:

As vacinas de subunidade consistem de preparações de antígenos 

micobacterianos que são considerados imunogênicos e protetores em modelos 

animais. Muitos antígenos derivados de M. tuberculosis têm sido estudados, 

principalmente proteínas de superfície ou secretadas. As vacinas de subunidades 

podem ser oriundas de filtrado de cultura, proteínas individuais, misturas de 

proteínas e proteínas de fusão. Dos 170 candidatos testados em modelos 

animais, aproximadamente 50% são vacinas de subunidades (Orme et al, 2001).
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Uma preparação de proteína contendo as proteínas secretadas ESAT-6 e Ag85 

tem sido mostrado resultados promissores (Olsen et al, 2001).

(3) Vacinas de DNA:

As vacinas de DNA consistem de um DNA plasmidial codificando uma 

proteína antigênica de interesse. A imunização com uma vacina de DNA resulta 

na transfecção de células do hospedeiro e produção endógena do antígeno.

As vacinas de DNA contra M. tuberculosis tem sido exploradas por causa 

da efetividade variável do BCG. Trinta e duas novas vacinas de DNA tem sido 

testadas, individualmente ou combinadas (Sharma & Khuller, 2001, Morris et al, 

2000). Pelo menos 10 vacinas testadas tem induzido proteção significativa em 

camundongos, incluindo DNA-MPT64 (codificante da proteína 23 kDa), DNA-Ag85 

(proteínas 30, 31 e 31.5 kDa), DNA-ESAT6 (proteína 6 kDa), DNA-85B-MPT64- 

ESAT6, DNA-621pb de M. bovis, DNA-hsp65, DNA-Ag85B + GM-CSF (Sharma & 

Khuller, 2001).

(4) Vacinas prime-boost:

O termo prime-boost é baseado no conceito de sucessivas administrações 

do mesmo antígeno micobacteriano. Duas vacinas prime-boost são importantes 

candidatos para o controle da tuberculose. A primeira consiste da administração 

do BCG, seguida de imunização com MVA (vírus Ankara - vírus vaccinia 

modificado) expressando Ag85. A outra vacina constitui de DNA-ESAT + DNA- 

MPT63, seguida de boost com MVA expressando ESAT6 e MPT63. Essas 
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vacinas induzem resposta de célula T específica e proteção contra M. tuberculosis 

(McShane et al, 2001).

4- VACINAS DE DNA:

4.1 - MECANISMO DE AÇÃO:

Existem três mecanismos pelos quais o antígeno codificado pela vacina de 

DNA é processado e apresentado para induzir resposta imune (revisto por 

Gurunathan et al, 2000):

(I) Transfecção direta de células somáticas (miócitos, 

queratinócitos ou células MHC classe II negativas:

Os dados experimentais de Wolff e colaboradores demonstraram o 

sucesso da vacinação com DNA nu in vivo envolvendo a inoculação intramuscular 

direta do DNA, levando à expressão da proteína nas células transfectadas, 

sugerindo que as células musculares estão envolvidas na iniciação da resposta 

imune após a vacinação de DNA. Embora células musculares expressem MHC de 

classe I, elas não expressam outras moléculas de superfície celular, por 

exemplo CD80 e CD86, que são críticas para ativação de células T. De modo 

que, elas não são eficientes células apresentadoras de antígenos.

Ulmer et al (1996) demonstraram que a transferência de mioblastos 

tranfectados com a nucleoproteina do vírus influenza protegeu camundongos 

desafiados. Entretanto, Agadjanyan et al (1999) mostraram que as respostas de 
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CTL antígeno- específica poderíam ser induzida por células musculares somente 

quando os camundongos fossem imunizados com antigeno e CD86.

Recentemente, têm sido mostrado que as principais células transfectadas 

pela vacina de DNA na pele são queratinócitos e células de Langerhans (Yang et 

al, 1990; Raz et al, 1994). A remoção da pele logo após a imunização com DNA 

evitou o desenvolvimento da resposta imune (Torres et al, 1997). Além disso, o 

transplante da pele dos animais imunizados até 12 horas após a imunização 

poderia evocar resposta imune em animais naive (Klinman et al, 1998). Contudo, 

se o transplante ocorrer 24 horas após a imunização, a resposta imune não é 

evocada eficientemente, sugerindo que as células que migram da epiderme dentro 

de 24 horas induziram a resposta primária após a imunização. As células 

transfectadas, que não migraram devem continuar a produzir antígeno para 

aumentar a magnitude da resposta imune (Akbari et al, 1999; Klinman et al, 

1998).

(II) Transfecção direta de APCs profissionais, por exemplo, 

células dendríticas:

O primeiro estudo definindo os tipos de APCs que ativam células T após a 

imunização com DNA foi feito por Casares et al (1997). Esse estudo mostrou que 

células dendríticas, mas não células B ou queratinócitos de camundongos 

imunizados eram capazes de apresentar eficientemente antígenos às células T in 

vitro. Esses autores também estimaram que somente cerca de 0,4% de células 

dendríticas foram transfectadas com a vacina de DNA.
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Porgador et al (1998) e Akbari et al (1999) também demonstraram que a 

injeção de DNA transfecta pequeno número de células dendríticas e que grande 

número de células dendríticas não transfectadas foram ativadas e migraram. 

Condon et al (1996) mostraram a visualização direta in vivo de células dendríticas 

dos linfonodos drenantes, expressando o antígeno, após a imunização utilizando o 

gene gun.

Células dendríticas têm função importante na indução da resposta imune 

após a imunização com DNA, envolvendo pequeno número de células 

transfectadas diretamente. Provavelmente, o grande número de células 

dendríticas não transfectadas diretamente, que migram para os linfonodos 

drenantes, participam de mecanismos adicionais de apresentação do antígeno 

como por exemplo cross-príming.

(III) Cross-priming, onde células somáticas e/ou APCs são 

transfectadas pela vacina de DNA e as proteínas secretadas são capturadas 

por outras células APCs profissionais e apresentadas às células T:

O conceito de cross-priming baseia na ativação de resposta de células T 

CD8+ sem necessidade de síntese de novo do antígeno nas APCs, promovendo 

um mecanismo adicional pelo qual a imunização com DNA pode aumentar a 

resposta imune. Durante o cross-priming, o antígeno ou peptídeo produzidos por 

células somáticas como miócitos ou queratinócitos podem ser capturados por 

APCs profissionais para iniciar as respostas de célula T.
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A primeira evidência que a transferência do antígeno de miócitos para 

APCs profissionais podería ocorrer in vivo na ausência da transfecção direta de 

células derivadas da medula óssea foi demonstrada pelos experimentos de Ulmer 

et al (1996) e Fu et al (1997), onde a transferência de mioblastos expressando 

nucleoproteína do vírus influenza em camundongos híbridos da geração F1 

induziram respostas de CTL restritas pelo haplótipo MHC do camundongo 

recipiente.

Cross-priming pode ocorrer quando APCs profissionais processam os 

peptídeos ou proteínas secretadas de células somáticas e/ou outras APCs por 

fagocitose de corpos necróticos e apoptóticos (Albert et al, 1998; Albert et al, 

1998a).

Essas evidências indicam que APCs derivadas da medula óssea, mas não 

células somáticas, induzem diretamente resposta imune após a imunização com 

DNA; sendo que, as células somáticas tais como miócitos (imunização 

intramuscular) ou queratinócitos (imunização intradérmica) servem como 

reservatórios do antígeno após a imunização com DNA, uma vez que essas 

células são transfectadas em maior número. Assim, células somáticas devem ser 

importantes na indução da resposta imune através do cross-priming e devem 

desempenhar papel fundamental no aumento e/ou manutenção da resposta 

imune.
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4.2 - IMUNIDADE CELULAR INDUZIDA PELAS VACINAS DE DNA:

4.2.1 - RESPOSTA DE CÉLULAS T CD4+:

A presença de motifs CpG - sequências contendo citosina e guanina não- 

metilada, que podem ser imunoestimulantes - no DNA bacteriano presente nas 

vacinas de DNA desencadeia resposta Th1 por induzir várias citocinas pró- 

inflamatórias, incluindo IL-12 (Krieg, 2002; Krieg, 2002a, Krieg, 2000b, Chu et al, 

1997). Evidências adicionais de que a imunização com DNA favorece resposta 

Th1 são sustentadas pela observação de que o isotipo de imunoglobulina 

predominante detectado após a imunização é lgG2a (Roman et al, 1997). 

Entretanto, nem sempre as vacinas de DNA induzem resposta Th1. Pertmer et al 

(1996) foram os primeiros autores a demonstrar que camundongos imunizados 

repetidamente utilizando gene gun (via intradérmica) apresentam a produção de 

IL-4 aumentada, enquanto a produção de IFN-gama diminui concomitantemente. 

Além do perfil de citocinas, esses autores mostraram que a subclasse de 

imunoglobulina predominante após imunização por gene gun é lgG1. Em 1997, 

Feltquate et al compararam as diferenças no perfil de citocinas produzidas após 

imunização com gene gun e injeção intramuscular. A resposta Th2 e elevados 

títulos de lgG1 ocorrem preferencialmente após imunização com gene gun, já a 

resposta Th1 e elevados títulos de lgG2a são produzidos principalmente após 

imunização intramuscular.
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4.2.2 - RESPOSTA DE CÉLULAS T CD8+:

Uma das vantagens das vacinas de DNA é a capacidade de gerar 

antígenos endogenamente, tornando-os acessíveis à via de processamento do 

MHC de classe I e, assim, e promovendo sua apresentação às células T CD8+ 

(Ulmer et al, 1993).

A imunização com a vacina de DNA codificante de uma proteína de LCMV 

induziu baixo número de precursores de CTLs antes da infecção pelo vírus; essas 

células se expandiram in vivo após a exposição ao patógeno (Martins et al, 1995; 

Yokoyama et al, 1995; Zarozinski et al, 1995). Em contrapartida, Fu et al (1997) 

descreveram que CTLs gerados de camundongos imunizados com DNA 

codificando nucleoproteina do vírus influenza efetuaram resposta imune 

comparável aos camundongos infectados pelo vírus influenza.

4.2.3 - RESPOSTA IMUNE HUMORAL:

A imunização com DNA é capaz de induzir elevados títulos de anticorpos 

em resposta a inúmeras proteínas. Além disso, a resposta humoral produzida 

pela imunização com DNA tem sido descrita como protetora em vários modelos 

animais.

Tem sido mostrado que a resposta de anticorpos produzida pela 

imunização com vacina de DNA codificando a hemaglutinina do vírus influenza 

alcança um platô entre 4 e 12 semanas após a imunização dos camundongos, 

independentemente, se as injeções foram simples ou múltiplas com dose ótima 

de DNA (Deck et al, 1997; Robinson et al, 1997). A imunização com DNA induz, 
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em geral, a produção de lgG1, predominantemente, para imunização intradérmica 

e lgG2a para imunização intramuscular.

4.2.4 - RESPOSTA PROTETORA:

Recentemente, tem sido demonstrado que células T CD4+ são ativadas 

nos linfonodos drenantes e migram para o baço, onde persistem por mais de 40 

semanas na ausência do antígeno (Akbari et al, 1999). Vacinas de DNA podem 

induzir respostas de memória efetora Th1 in vivo. Tem sido demonstrado que a 

imunização com DNA codificando antígeno de Leishmania é mais eficiente que a 

imunização como proteína e IL-12 na manutenção das células Th1 antígeno 

especifica, que são capazes de controlar a infecção (Gurunathan et al, 1998).

Poucos autores têm avaliado a resposta de célula T CD8+ por períodos 

prolongados após a vacinação com DNA. Raz et al (1994) têm descrito que a 

resposta CTL pode ser observada por mais de 68 semanas após a imunização 

intradérmica de DNA codificando nucleoproteína do vírus influenza. Davis et al 

(1995) também descreveram que as respostas de CTL induzida pela imunização 

com DNA codificando proteínas do envelope do vírus da hepatite B podería se 

detectada por mais de 4 meses após a imunização. A eficácia relativa da 

imunização com DNA em induzir células T CD8+ de memória deve-se a presença 

de motifs CpG, que são potentes estimuladores de interferons tipo 1 (Sun et al, 

1998), principalmente IFN-a, que aumenta a proliferação de células T CD8+ de 

memória (Tough et al, 1996).
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A imunização com DNA pode ser efetiva na indução de resposta humoral 

duradoura, dependendo do tipo de antígeno utilizado na vacina. Camundongos 

vacinados com DNA codificando hemaglutinina do virus influenza apresentam 

níveis de anticorpos anti-hemaglutinina comparáveis ou maiores que aqueles dos 

animais infectados pelo vírus por mais de 1 ano (Raz et al, 1994; Deck et al, 

1997). Já, outra vacina codificando uma nucleoproteína do vírus LCMV 

administrada por via intradérmica (Zarozinski et al, 1995) ou intramuscular (Martins 

et al, 1995) não induz resposta humoral significativa antes do desafio ou as 

respostas surgem 4 meses após a imunização.

4- VACINA pCDNA3-hsp65:

Na tentativa de contribuir para buscar alternativas de prevenção e 

tratamento para a tuberculose, o Centro de Pesquisas em Tuberculose, que está 

inserido na REDE-TB, coordenado pelo Dr. Célio Lopes Silva, desenvolveu a 

vacina pCDNA3-hsp65.

Inicialmente, Silva & Lowrie (1994) demosntraram que macrófagos murinos 

J774, transfectados com um vetor retroviral contendo o gene hsp65 de 

Mycobacterium leprae, foram capazes de conferir proteção em camaundongos 

BALB/c infectados com M. tuberculosis H37Rv ou M. bovis BCG. Posteriormente, 

foi demonstrado que a proteção envolvia a participação de células T CD4+ e CD8+ 

(Bonato et al, 1998; Silva et al, 1999). Injeções intramusculares de vacinas de 

DNA codificando Hsp65 de M. leprae (pCDNA3-hsp65 e pHMG-hsp65) induziram 

o desencadeamento de resposta imune humoral e celular, corroborando com os 
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dados anteriores obtidos com os macrófagos infectados. Além disso, animais 

imunizados com essas vacinas foram protegidos contra desafio com M. 

tuberculosis (Bonato et al, 1998; Silva et al, 1999). Em 1999, Lowrie et al 

demonstraram a atividade terapêutica dessa vacina utilizando camundongos 

BALB/c previamente infectados com M. tuberculosis. Assim, pCDNA3-hsp65 tem 

a capacidade de (1) prevenir o estabelecimento da infecção e da doença, (2) 

eliminar a infecção causada por M. tuberculosis, (3) resolver casos de tuberculose 

induzida por bactérias resistente à isoniazida e (4) impedir a reativação da doença 

quando os animais são submetidos a imunossupressão pelo tratamento com 

corticóides (Lowrie et al, 1999).

A vacina pCDNA3-hsp65 é codificante da proteína de choque térmico de 

65kDa (Hsp65) de Mycobacterium leprae. As proteínas de choque térmico (Hsp) 

são produzidas por células eucarióticas e procarióticas em resposta às 

intempéries do ambiente, como por exemplo aumento brusco de temperatura 

(Lindquist, 1986; Lindquist & Craig, 1988). O termo proteínas de choque térmico 

foi introduzido pela primeira vez por Ritossa em 1962, quando descreveu que após 

choque térmico, um padrão alterado de puffing nos cromossomos das glândulas 

salivares de Drosophila melanogaster (Ritossa, 1996). Corroborando com esses 

dados, Lindquist & Craig (1988) sugeriram que Hsps foram efetivas na prevenção 

do enovelamento de proteínas a altas temperaturas. Entretanto, muitos outros 

fatores que causam estresse celular, além de elevadas temperaturas, são 

responsáveis pela indução da síntese de Hsps; daí, foi introduzido o termo 

“proteínas de estresse”.
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Várias famílias de Hsps estão descritas na literatura. Membros das famílias 

da Hsp60 e Hsp70 tem função no dobramento, desdobramento e translocação de 

polipeptídeos assim como na montagem e desmontagem de oligômeros de 

proteínas (Reading et a/, 1989; Cheng et al, 1989; Hemmingsen et al, 1988; 

Osterman et al, 1989; Goloubinoff et al, 1989; Chirico et al, 1988; Deshaies et al, 

1988). A presença de proteínas desnaturadas dentro da célula induz a síntese de 

Hsps através de mecanismo de feed-back positivo (Anathan et al, 1986).

Kauffman (1990) têm evidenciado que as Hsps são os principais antígenos 

de muitos patógenos. O primeiro a ser identicado foi Hsp65 de M. leprae (Thole 

& Van der Zee, 1990). Hsp65 é provavelmente o antígeno micobacteriano mais 

bem estudado até o momento. É considerado um antígeno imunodominante 

(Kaufmann et al, 1987). Em indivíduos e animais infectados ou imunizados com 

micobactérias, encontra-se um vasto repertório de anticorpos e células T reativas 

à Hsp65 de M. leprae. Já foram reconhecidos alguns epitopos das proteínas 

Hsp65, presentes em M. tuberculosis e M. leprae (Mehra et al, 1986; Mustafa et al, 

1996; Mustafa et al, 1999; Thole & Van der Zee, 1990).

A análise das seqüências de DNA dos genes codificantes da Hsp65 em 

diferentes micobactérias revelou uma elevada identidade entre estas sequências. 

Os genes hsp65 de M. tuberculosis e M. leprae apresentam 90% de identidade. 

Esse percentual de identidade é superior aquele encontrado entre os genomas 

dessas duas bactérias, que é de apenas 20 a 30% (Clark-Curtiss, 1990). A 

elevada identidade entre as sequências de hsp65 de M. leprae e M. tuberculosis 

se extende à região upstream do gene, de modo que ocorre 80% de identidade 
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em um fragmento de 200 pb. O restante da região upstream, após esse 

fragmento de 200 pb, e a região downstream posuem 45% de identidade.

É válido ressaltar que a vacina de DNA contendo o gene hsp65 de M. 

tuberculosis (pCDNA3-hsp60) não foi capaz de induzir proteção nem atividade 

terapêutica como aquela mostrada nos trabalhos do Centro de Pesquisas em 

Tuberculose (pCDNA3-hsp65) (Turner et al, 2000; Turner et al, 2000). O 

fragmento de DNA, incluído na vacina pCDNA3-hsp65, contém o gene codificante 

de hsp65 de M. leprae e um fragmento downstream a esse gene (1324 pb), que 

não possui fases abertas de leitura (ORF) em ambas as fitas de DNA.
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II - JUSTIFICATIVA E OBJETIVOS:

Embora tenha sido demonstrada a eficácia da vacina pCDNA3-hsp65 

(Mycobacterium leprae) no desencadeamento da resposta protetora contra a 

tuberculose em animais infectados, uma investigação mais refinada da resposta 

imune desencadeada por diferentes fragmentos do insecto dessa vacina ainda não 

foi realizada. Em particular, ainda não foi avaliada a influência do fragmento 

downstream ao gene hsp65 na indução da resposta imune pela vacina.

Assim, o presente trabalho teve como objetivo geral investigar a 

imunogenicidade de diferentes fragmentos da vacina pCDNA3-hsp65. Para tanto, 

propusemo-nos a:

(1) Obter novas construções de DNA a partir da vacina pCDNA3- 

hsp65, através de clonagem no vetor pCDNA3;

(2) Imunizar camundongos BALB/c utilizando duas vias de 

administração: via intradérmica e via intramuscular;

(3) Avaliar a resposta imune humoral através da quantificação dos 

títulos de anticorpos no soro dos animais imunizados;

(4) Avaliar a resposta imune celular através da proliferação de 

células totais do baço e linfonodos inguinais, do perfil de 

citocinas produzido in vitro por essas células e do influxo de 

macrófagos, células dendríticas, linfócitos B, linfócitos T, 

incluindo as subpopulações células T CD4+ e CD8+ para os 

baços dos animais imunizados.
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III- MATERIAL E MÉTODOS:

1- ANIMAIS:

Foram utilizados camundongos isogênicos da linhagem BALB/c, fêmeas, 5 

a 6 semanas de idade, provenientes do Biotério de Animais Isogênicos da 

Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto - USP.

2- CLONAGEM DE NOVAS CONSTRUÇÕES DE DNA A PARTIR DA 

VACINA pCDNA3-hsp65:

A clonagem de novas construções de DNA foi realizada em colaboração 

com Dra. Sylvia Cardoso Leão (UNIFESP). A construção vacinai original pCDNA3- 

hsp65 foi utilizada como ferramenta para a obtenção de novas construções de 

DNA contendo diferentes fragmentos do inserto. A vacina foi obtida por clonagem 

de um fragmento Xmn\ de 3,1 kb proveniente do genoma de M. leprae, contendo o 

gene hsp65 e um fragmento downstream de 1324 pb. Esses fragmentos de DNA 

foram clonados, inicialmente, no vetor pHMG digerido com EcoRV (Gautier et al, 

1989). Um fragmento de 3,3 kb contendo o inserto de M. leprae e a seqüência 

poliA do vetor pHMG foi excisado e subclonado no plasmídeo pCDNA3 

(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA), linearizado com 10 U de fiamHI e desfosforilado 

com CIAP (Gibco/BRL) (Tascon et al, 1996).

35



O inserto da vacina (gene hsp65 de M. leprae e fragmento downstream de 

1424 pb) apresenta quatro sítios de restrição para a enzima Xhol, localizados nas 

posições +59, +569, +1820, +3144 (ver esquema abaixo), considerando o sítio de 

restrição BamHI como posição 1+.

SamHI Xhol Xhol Xhol Notl/Xhol

1 +59 569 1820 3144   

Gene hsp65 de Mycobacterium leprae Fragmento downstream

A vacina pCDNA3-hsp65 foi digerida parcialmente com 0,2 U da enzima 

Xhol por 45 minutos a 37°C. Os produtos da digestão foram submetidas a 

eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE 1X (Tris 40mM, ácido acético 

1,14% e EDTA 2 mM, pH 8,0) e corados com brometo de etídio 1 pg/mL. 

Fragmentos do inserto de tamanhos variados foram extraídos do gel de agarose 

com Gel Extraction Kit (QIAGEN Inc, Valencia, CA, USA) e ligados no vetor 

pCDNA3 defosforilado com CIAP (Gibco/BRL, Life Tech, Rockville, MD, EUA). Os 

produtos da ligação foram transformados em Escherichia coli DH5a por 

eletroporação e os transformantes foram cultivados em LB ágar/ampicilina. O DNA 

plasmideal foi extraído por mini-preparação e sequenciados utilizando primers 

específicos para confirmar a orientação correta do inserto.
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3- EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DAS CONSTRUÇÕES DE DNA:

A partir de cada estoque congelado de Escherichia coli DH5a transformada, 

os clones foram cultivados em LB ágar contendo 100 pg/mL de ampicilina a 37°C, 

durante uma noite. Uma colônia isolada de cada clone foi semeada em 10 mL de 

caldo LB contendo 100 pg/mL de ampicilina. Um inóculo diluído 1:100 em 500 mL 

de caldo LB contendo 100 pg/mL de ampicilina foi incubado a 37°C, durante 1 

noite. Os plasmídeos foram purificados com Concert High Purity Plasmid 

Maxiprep System (Gibco/BRL, Life Tech, Rockville, MD, EUA). Os produtos da 

purificação foram quantificados em GeneQuant II (Pharmacia Biotech), digeridos 

com 10 U (1 pL) de Xho\ a 37°C durante 2 horas e submetidos à eletroforese em 

gel de agarose 1% para verificar se as construções estavam realmente 

purificadas.

4- PREPARAÇÃO DO DNA PARA IMUNIZAÇÃO:

4.1- IMUNIZAÇÃO INTRADÉRMICA (GENE GUN):

As construções de DNA utilizadas para a imunização intradérmica foram 

preparadas de acordo o protocolo disponível pela BioRad® para o sistema de 

biobalística através Helios Gene Gun System.

Uma suspensão de 25 mg de partículas de ouro (BioRad Laboratories, 

Hercules, CA, USA) e 100 pL de espermidina 0,05M (Sigma Chemical Co, St 
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Louis, MO,USA) foi homogeneizada por cinco segundos no vortex e 50 pL de 

cada construção de DNA na concentração de 1 pg/pL foram adicionados. A 

mistura foi homogeneizada no vortex por 5 segundos e, por gotejamento, 200 pL 

de CaCI2 1.0 M (Sigma Chemical Co, St Louis, MO,USA) foram adicionados. A 

suspensão foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos e, posteriormente, 

centrifugada por 15 segundos a temperatura ambiente. O sobrenadante foi 

descartado e o precipitado foi lavado três vezes com 1 mL de etanol 100% (Sigma 

Chemical Co, St Louis, MO,USA). O DNA adsorvido no ouro foi ressuspenso em 3 

mL de PVP (Sigma Chemical Co, St Louis, MO,USA) dissolvido em etanol (0,1 

mg/mL). Os cartuchos utilizados na imunização intradérmica foram preparados 

utilizando tubos fornecidos no Cartridge kit (BioRad Laboratories, Hercules, CA, 

USA) acoplados ao Tubing Prep Station (BioRad Laboratories, Hercules, CA, 

USA), seguindo as instruções do manual de manipulação do equipamento.

4.2- IMUNIZAÇÃO INTRAMUSCULAR:

O DNA plasmidial purificado correspondente a cada construção teve sua 

concentração final acertada para 2 mg/mL em tampão PBS 1X estéril e foi, 

posteriormente, dissolvido em sacarose 50% estéril (v/v). A sacarose foi utilizada 

com a finalidade de promover um estímulo inflamatório, que recruta células para o 

local de administração do DNA nu.
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5- IMUNIZAÇÃO COM AS CONSTRUÇÕES DE DNA:

Grupos constituídos por 5 camundongos BALB/c foram imunizados por 

duas diferentes vias: via intramuscular por injeção do DNA nos músculos 

quadríceps e via intradérmica por bombardeamento das construções adsorvidas 

em partículas de ouro utilizando Helios Gene Gun System (Bio Rad). Dois grupos 

controle foram considerados - animais imunizados com vetor pCDNA3 e animais 

não imunizados.

5.1 - IMUNIZAÇÃO INTRADÉRMICA (Gene Gun):

Os animais foram imunizados com os cartuchos contendo as construções 

de DNA adsorvidas em partículas de ouro através de bombardeamento utilizando 

Helios Gene Gun System (Bio Rad) sob uma pressão 260 psi. O DNA adsorvido 

em partículas de ouro (1|ig/pL) foi bombardeado na pele da região abdominal 

previamente depilada com creme depilatório comercial seguindo-se as instruções 

do fabricante, depois o creme foi removido com etanol 70%. Três imunizações 

foram feitas, com um intervalo de 15 dias entre elas (Ver esquema abaixo). Os 

animais foram sacrificados, por inalação de éter etílico, 30 dias após a 3a 

imunização. Para avaliação da resposta imune celular, 3 dias antes do sacrifício 

cada animal recebeu um booster (Ramshaw & Ramsay, 2000) com 10 pg de 

proteína Hsp65 recombinante dissolvida em PBS estéril, por via endovenosa.

39



Tem sido descrito na literatura que o booster é necessário para expandir clones 

de células T de memória antígeno- específicas antes dos ensaios in vitro.

ESQUEMA DE IMUNIZAÇÃO INTRADÉRMICA DOS ANIMAIS

1 2 3 4 5

1 15 dias | 15 dias I 27 dias | 3 dias |

1 = 1a imunização

2 = 2a imunização

3 = 3a imunização

i
4 = Booster com 10 pg de Hsp65

5 = Sacrifício

5.2- IMUNIZAÇÃO INTRAMUSCULAR:

Os animais receberam três doses de DNA (100 pg de DNA/animal) 

injetadas nos músculos quadríceps direito e esquerdo. Entre cada imunização, foi 

estabelecido um intervalo de 15 dias. Os camundongos foram sacrificados, por 

inalação de éter etílico, 30 dias após a 3a imunização. Assim como foi realizado 

para a imunização intradérmica, 3 dias antes do sacrifício cada animal recebeu um 

booster (Ramshaw & Ramsay, 2000) com 10 pg de proteína Hsp65 recombinante 

dissolvida em PBS estéril, por via endovenosa, para avaliar da resposta imune 

celular.
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ESQUEMA DE IMUNIZAÇÃO INTRAMUSCULAR DOS ANIMAIS

1 2 3 4 5

15 dias | 15 dias |27 dias| 3 dias |

1 = 1a imunização 4 = Booster com 10 pg de Hsp65

2 = 2a imunização 5 = Sacrifício

3 = 3a imunização

6- EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA Hsp65 

RECOMBINANTE:

As bactérias Escherichia coli DH5a contendo o plasmídeo plL161 

codificante da Hsp65 foram submetidas à indução com IPTG (isopropil-tio-p-D- 

galactosídeo). Após a indução, as bactérias foram centrifugadas 14 000 rpm por 5 

minutos a 4°C e o precipitado foi lavado três vezes com tampão CE (citrato de 

sódio 30 mM, EDTA 10 mM, pH 6,0) e, em seguida, ressuspendido em tampão 

UPE (uréia 6M, tampão fosfato 50 mM pH 7,0 e EDTA 20 mM). As bactérias 

foram lisadas com sonicador em banho de gelo, cinco vezes durante 10 segundos 

e centrifugadas a 14000 rpm por 5 minutos a 4°C. O sobrenadante foi reservado e 

precipitado com sulfato de amônio 1,0 M (Sigma Chemical Co, St Louis, MO,USA) 

em banho de gelo por 30 minutos. O produto da precipitação foi centrifugado a 14 
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000 rpm por 10 minutos a 4°C, ressuspendido em tampão Tris-HCI 40 mM/ NaCI 

20mM, pH 7,0 e dialisado em sacos de diálise (Sigma Chemical Co, St Louis, 

MO,USA) contra o mesmo tampão.

As proteínas foram filtradas e quantificadas por dosagem colorimétrica 

utilizando Comassie Protein Assay Reagent (Pierce, Rockford, Illinois, USA). A 

densidade ótica foi medida a 600 nm em espectrofotômetro (Metertech £960). 

Uma amostra de proteína foi submetida à eletroforese em gel de poliacrilamida 

12% (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) em sistema descontínuo, sob 

condições desnaturantes, em tampão de corrida 1X (Glicina 0,96M, Tris 1M, SDS 

0,2%, pH 8,0) para se verificar o grau de pureza das amostras. A proteína foi 

diluída em tampão de amostra (azul de bromofenol 0,1%, Tris-HCI 0,1M pH 6,8, 

SDS 10%, Glicerol 50%) contendo 2-mercaptoetanol 0,25%. Em seguida, o gel foi 

descorado com água em ebulição. As proteínas, então, foram aliquotadas em 

tubos estéreis e armazenadas a - 70°C.

7- AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE DOS ANIMAIS IMUNIZADOS:

7.1- RESPOSTA IMUNE HUMORAL:

A resposta imune humoral foi avaliada através da produção de anticorpos 

anti-Hsp65 por ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay) nas amostras de 

soro coletadas dos animais imunizados com as construções de DNA, de acordo 

com o esquema abaixo.
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OBTENÇÃO DAS AMOSTRAS DE SORO DOS ANIMAIS IMUNIZADOS

1 = Soro TO (pré-imune) - obtido antes da 1a imunização

2 = Soro T1 - obtido antes da 2a imunização

3 = Soro T2 - obtido antes da 3a Imunização

4 = Soro T3 - obtido 15 dias após a 3a Imunização

5 = Soro T4 - obtido 30 dias após a 3a Imunização - dia do sacrifício

A detecção de anticorpos anti-Hsp65 no soro dos animais imunizados com 

as proteínas foi realizada seguindo o protocolo de ELISA (PharMingen, San Diego, 

CA, USA). Placa de ELISA 96 Wells (Corning Inc, Corning, NY, USA) foram 

cobertas com 100 pL da proteína Hsp65 recombinante 5 pg/mL diluída em tampão 

de sensibilização (Na2CO3 17mM, NaHCO3 9,6mM, pH 9,6) e incubadas a 4°C, 

durante 1 noite. As placas foram lavadas 5 vezes com PBS 1X/Tween 20 0,05% 

para remover o excesso de proteína. As ligações inespecíficas foram bloqueadas 

com 200 pL de PBS 1X/ Tween 20 0,05%/ soro bovino fetal 5%. As placas foram 

incubadas a 37°C por 1 hora e, em seguida, lavadas novamente. Um volume de 

100 pL de cada amostra de soro foi diluído (1:10, 1:100 e 1:1000) em tampão de 

bloqueio, adicionado à placa e incubado a 37°C por 1 hora. As placas foram 

novamente lavadas e incubadas a 37°C por 1 hora com 100 pL de anticorpo 

43



biotinilado anti-lgG (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA), anti-lgG1 

(PharMingen, San Diego, CA, USA) e anti-lgG2a (PharMingen, San Diego, CA, 

USA) de camundongo, diluído 1:1000 em tampão de bloqueio. Após esse tempo 

de incubação, procedeu-se outra lavagem das placas. As placas foram incubadas 

com 100 pL de complexo estreptavidina-peroxidase (Dako Corporation, 

Carpinteria, CA, USA) sob a proteção da luz, à temperatura ambiente. A reação 

colorimétrica foi revelada com 100 pL de solução de OPD/ H2O2 (Sigma Chemical 

Co, St Louis, MO, USA) e bloqueada com 50 pL de H2SO4 16%. A absorvância 

foi determinada no leitor de ELISA (Metertech S960) a 490nm.

7.2- RESPOSTA IMUNE CELULAR:

A resposta imune celular foi avaliada através de proliferação de células 

totais do baço e linfonodos inguinais por incorporação de timidina triciada, 

determinação do perfil das citocinas IL-4 IL-10, IFN-gama e IL-12, por ELISA, no 

sobrenadante de cultura de células totais do baço e dos linfonodos inguinais e 

avaliação, por FACS, do influxo de macrófagos, células dendriticas, linfócitos B e 

T, incluindo células T CD4+ e CD8+ para 0 baço.
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7.2.1- PROLIFERAÇÃO DE CÉLULAS:

A proliferação de células foi realizada com células totais do baço e 

linfonodos inguinais dos animais imunizados com as construções de DNA, através 

de incorporação de timidina triciada (Pharmacia, UK).

Os animais foram sacrificados e os baços foram removidos e coletados em 

tubos contendo 2 mL de meio RPMI incompleto (RPMI 1640/ HEPES 10 mM/ 

NaHCO3 12 mM/ glutamina 2 mM, pH 7,3). Os baços foram divulsionados e as 

hemáceas foram lisadas com tampão Tris 0,17M/ NH4CI 0,16 M e incubadas a 4°C 

por 10 minutos, sob a proteção da luz. A suspensão de células foi lavada com 

PBS 1X estéril e centrifugada a 400 xg por 5 minutos a 4°C. O sedimento celular 

foi ressuspensos em 1 mL de meio RPMI 1640 completo pH 7,3 (RPMI 1640/ 

HEPES 10 mM/ NaHCO3 12 mM/ glutamina 2 mM/ penicilina 100000 U/mU 

estreptomicina 100000 U/mL/ 2-mercaptoetanol 0,05M/soro bovino fetal 10%). As 

células do baço foram contadas em câmara de Neubauer e ajustados para 

concentração de 5 x 106 células/ mL em meio RPMI 1640 completo. As células 

foram distribuídas em placa de cultura de células 96 poços (Corning Co, Corning, 

NY, USA) (100 pL/ poço) e foram estimulados com 40 pg/ mL de Concanavalina A 

Tipo IV (Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) e com a proteína Hsp65 

recombinante 20 pg/mL. As células foram incubadas em estufa contendo 5% de 

CO2 a 37°C por 54 horas. Em seguida, a cultura foi pulsada com 0,5 pCi/ poço de 

timidina triciada (Pharmacia, UK) e novamente incubadas em estufa de CO2 a 

37°C por 18 horas. As células foram coletadas no coletor de células (Cambridge
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Technology Incorporation, Modelo 200A). A leitura do radionuclídeo incorporado 

nas células em proliferação foi realizada no contador de cintilação 0 (Beckman).

7.2.2- DOSAGEM DE CITOCINAS:

A produção de citocinas foi detectada no sobrenadante de cultura de 

células totais do baço e linfonodos inguinais dos animais imunizados com as 

construções de DNA através de ELISA (Enzyme Linked Immunosorbent Assay),

As células de baço foram cultivadas durante 48 horas a 37°C em estufa, 

contendo 5% de CO2 na presença dos estímulos concanavalina A Tipo IV 4 pg/mL 

(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) ou Staphylococcus aureus Cowan I 

(Calbiochem, USA) diluído 1:5000 ou proteína Hsp65 selvagem 40 pg/mL.

A detecção de citocinas no sobrenadante de cultura de células de baço foi 

realizada seguindo protocolo de ELISA (PharMingen, San Diego, CA, USA). A 

cobertura das placas de ELISA 96 poços (Corning Co, Corning, NY, USA) foi feita 

com 100 pL/poço dos anticorpos purificados anti-IL-4 ou anti-IL-10 ou anti-IFN-y ou 

anti-IL-12, diluídos 1:1000 em tampão de sensibilização (Na2HPO4 0,1M pH 9,0). 

As placas foram incubadas a 4°C, durante 1 noite. Depois, as placas foram 

lavadas 5 vezes com PBS 1X/Tween 20 0,05% para remover o excesso de 

proteína. As ligações inespecíficas foram bloqueadas com 200 pL de PBS 

1X/Tween 20 0,05%/ soro bovino fetal 5% a temperatura ambiente por 1 hora. Em 

seguida, as placas foram lavadas novamente. Um volume de 100 pL de cada 

amostra de sobrenadante foi adicionado às placas e incubadas a 4°C por 1 noite; 

46



os sobrenadantes das células estimuladas com Concanavalina A e 

Staphylococcus aureus foram diluídos 1:4 e 1:2, respectivamente. As respectivas 

curvas foram feitas utilizando citocinas recombinantes purificadas IL-4, IL-10, IFN-y 

e IL-12 (PharMingen, San Diego, CA, USA) diluídas, na base 2, em tampão de 

bloqueio. As placas foram novamente lavadas e incubadas a 37°C por 1 hora com 

100 piL de anticorpo biotinilado anti-IL-4, anti-IL-10, anti-IFN-y e anti-IL-12 

(PharMingen, San Diego, CA, USA) de camundongo, diluído 1:1000 em tampão de 

bloqueio. Após esse tempo de incubação, procederam-se novas lavagens. As 

placas foram incubadas com 100 pL de complexo estreptavidina-peroxidase (Dako 

Corporation, Carpinteria, CA, USA) sob a proteção da luz, à temperatura ambiente 

por 30 minutos. A reação colorimétrica foi revelada com 100 pL de OPD/ H2O2 

(Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA) e bloqueada com 50 pL de H2SO4 16%. 

A absorbância foi determinada no leitor de ELISA (Metertech Z960) a 490nm.

7.2.3- AVALIAÇÃO DO INFLUXO DE POPULAÇÕES CELULARES POR 

CITOMETRIA DE FLUXO - MARCAÇÃO ex wVo.'

Uma suspensão de 106 células totais do baço/mL foi colocada em tubos 

FACS e incubada com 0,5 pg de FcBlock (anti-CD16/CD32) (PharMingen, San 

Diego, CA, USA) durante 45 minutos a 4°C. Em seguida, os anticorpos 

monoclonais de interesse, marcados com FITC (isotiocianato de fluoresceína) ou 

PE (ficoeritrina) foram adicionados na concentração discriminada na tabela abaixo. 

Células marcadas com anticorpos irrelevantes serviram como controle do 
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experimento. As células foram incubadas a 4°C por 30 minutos sob proteção da 

luz. O excesso de anticorpo monoclonal fluorescente foi removido com 2 mL de 

PBS 1X/ soro bovino fetal 2%. As células marcadas foram então centrifugadas a 

400 x g a 4°C por 10 minutos. As suspensões foram ressuspensas em 500 pL de 

PBS 1X/ formaldeido 1% e analisadas no FACsort (Becton & Dickinson, USA), 

sendo coletados 10000 eventos por amostra. A análise foi realizada pelo 

programa Cell Quest. A população de linfócitos foi selecionada através dos 

parâmetros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) para avaliação das 

subpopulações CD3+ e CD19+, que caracterizam os linfócitos T e B, 

respectivamente. Além disso, também foram avaliadas, as subpopulações de 

linfócitos T CD4+ e T CD8+. As populações de macrófagos e células dendríticas 

também foram selecionadas pelos parâmetros de tamanho e granularidade e 

avaliadas quanto à expressão de CD11b, para a caracterização de macrófagos, e 

quanto à expressão de CD11c, para a caracterização de células dendríticas.

Anticorpo monoclonal 
irrelevante

Anticorpo monoclonal 

de interesse
Anticorpo 

Marcado
Quantidade Anticorpo 

marcado
Quantidade

lgG2a rato- FITC 15 qg/pL CD4 - FITC 15 qg/pL
lgG2a rato - PE 20qg/pL CD8- PE 20qg/pL

IgG hamster - FITC 15 qg/pL CD3e - FITC 15 qg/pL

lgG2a rato - PE 20qg/pL CD19-PE 20qg/pL

lgG2b rato - FITC 15 qg/pL CD11b-FITC 15 qg/pL

IgG hamster - PE 20qg/pL CD11c-PE 20qg/pL
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7- DETERMINAÇÃO DA QUANTIDADE DE MOTIFS CpG 

PRESENTES NAS CONSTRUÇÕES DE DNA:

Cinco motifs CpGs foram pesquisados no inserto da vacina e seus 

fragmentos. Dois destes são CpG-S (imunoestimulatórios), sendo seqüências 

estimulantes de células de camundongos (GACGTT e AACGTT) e dois motifs são 

CpG-N (neutralizantes) (GCCGTT e CGCGCG).

CpG-S constituem seqüências CG não metiladas, palindrômicas, que 

estimulam células B, células NK, células dendríticas e macrófagos (Yi et al, 1998; 

Krieg et al, 1995). Apresentam-se, geralmente, flanqueados por duas purinas na 

extremidade 5' e duas pirimidinas na extremidade 3', assumindo a fórmula 

PurPurCGPyrPyr (Krieg, 2002). CpG-N são seqüências CG não metiladas, que 

antagonizam os efeitos dos motifs imunoestimulatórios (Krieg et al, 1998).

Para determinar os motifs CpGs no inserto da vacina e seus fragmentos, a 

sequência do inserto foi submetida ao programa DNAsis (Hitashi, USA) e a 

análise foi realizada, buscando os motifs CpG GACGTT, AACGTT, GCCGTT e 

CGCGCG.

9- ANÁLISE ESTATÍSTICA:

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente, empregando-se a 

análise de variância ANOVA, seguida do teste de Tukey. O valor p < 0,05 foi 

considerado significativo.
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V- RESULTADOS:

1- CLONAGEM DAS NOVAS CONSTRUÇÕES DE DNA:

A clonagem de novas construções de DNA foi realizada em colaboração 

com Dra. Sylvia Cardoso Leão (UNIFESP). A construção vacinai original 

pCDNA3-hsp65 foi utilizada como ferramenta para a obtenção de novas 

construções de DNA contendo diferentes fragmentos do inserto. A vacina 

pCDNA3-hsp65 foi digerida parcialmente com Xhol por 45 minutos a 37°C e os 

produtos da digestão foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em 

tampão TAE 1X e corados com brometo de etídio (Figura 1). Fragmentos do 

inserto de tamanhos variados (Tabela 1) foram extraídos do gel de agarose e 

ligados no vetor pCDNA3 defosforilado com CIAP.
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1 2 Kb

5,090

3,054
2,036

1,018

0,506

Figura 1 - Eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE 1X dos 

produtos da digestão parcial da vacina pcDNA3-Hsp65. (1) digestão com 0,2 U de 

Xhol por 45 minutos a 37°C; (2) 1 kb DNA ladder.
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Tabela 1 - Produtos da digestão parcial da vacina pCDNA3-hsp65.

■

PRODUTO DA DIGESTÃO COM

Xho\ (pb)

COMPOSIÇÃO

8527 Vacina pcDNA3-hsp65 linearizada

7258 pcDNA3 + fragmento codificador da região 

N-terminal da Hsp65 (510 pb) + fragmento 

downstream adicional (1324 pb)

7185 pcDNA3 + gene hsp65 (1761 pb) 

(sem o fragmento downstream)

6766 pcDNA3 + fragmento downstream 

(1342 pb)

5934 pcDNA3 + fragmento codificador da região

N-terminal da Hsp65 (510 pb)

5424 pcDNA3 (vetor)

2575 Fragmento codificador da região C- 

terminal da Hsp65 (1251 pb) + fragmento 

downstream (1324 pb)

1751 Gene hsp65 (1751 pb) (sem o fragmento 

downstream)

1342 Fragmento downstream (1342 pb)

1251 Fragmento codificador da região C- 

terminal da Hsp65 (1251 pb)

510 Fragmento codificador da região N- 

terminal da Hsp65 (510 pb)
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2- EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DAS CONSTRUÇÕES DE DNA:

Os clones transformados com o inserto na posição correta foram estocados 

e cultivados em meio LB/ampicilina para obtenção do DNA plasmideal. As 

construções de DNA foram digeridas com 10 U de Xho] e submetidas a 

eletroforese em gel de agarose 1%, tampão TAE1X. As figuras 2 e 3 mostram os 

fragmentos das construções de DNA restritos com Xho\. De acordo com a figura 

2, a construção vacinai original foi clivada em 4 fragmentos: vetor pCDNA3 (5,4 

kb), fragmento downstream (1,3 kb) e dois fragmentos do gene hsp65 (1,2 kb e 

510 pb); pCDNA3-N59 não é clivada com X/iol; pCDNA3-hsp65G é restrita a três 

fragmentos: vetor (5,4 kb) e dois fragmentos do gene hsp65 (1,2 kb e 500 pb); 

pCDNA3-N é restrita a dois fragmentos: vetor (5,4 kb) e fragmento do gene hsp65 

(510 pb).
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Kb 1 2 3 4 5 6 7

5.090 ' -u»

3,054
2,036 .tó*-

1,018

0,506

Figura 2 - Eletroforese em gel de agarose 1% em tampão TAE 1X das 

construções de DNA digeridas com Xho\. (1)1 kb DNA ladder, (2) pCDNA3, (3) 

pCDNA3-N59, (4) pCDNA3-N, (5) pCDNA3-hsp65G, (6) pCDNA3-DS, (7) 

pCDNA3-hsp65.
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pCDNA3 pCDNA3-hsp65 pCDNA3-hsp65G

pCDNA3- N pCDNA3-DS pCDNA3-N59

Figura 3 - Desenho esquemático das construções de DNA. Em cinza, vetor 

pCDNA3; em roxo, fragmento codificante da extremidade N-terminal da Hsp65; 

em laranja, fragmento codificante da extremidade C-terminal da Hsp65 e em 

verde, fragmento downstream. pCDNA3 = vetor; pCDNA3-hsp65 = vetor + 

fragmento codificante da extremidade N-terminal da Hsp65 + fragmento 

codificante da extremidade C-terminal da Hsp65 + fragmento downstream, 

pCDNA3-hsp65G = vetor + fragmento codificante da extremidade N-terminal da 

Hsp65 + fragmento codificante da extremidade C-terminal da Hsp65, pCDNA3-N 

= vetor + fragmento codificante da extremidade N-terminal da Hsp65, pCDNA3-DS 

= vetor + fragmento downstream e pCDNA3-N59 = vetor + 59 pb codificante da 

extremidade N-terminal da Hsp65.
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3- EXTRAÇÃO E PURIFICAÇÃO DA PROTEÍNA Hsp65

RECOMBINANTE:

A proteína Hsp65 recombinante foi extraída e purificada, de acordo com 

protocolo previamente descrito em Material e Métodos, e submetida a eletroforese 

em gel de poliacrilamida 12%, sob condições redutoras, em tampão de corrida 1X 

(Figura 4).

KDa

200

97,4

68

29

Figura 4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em sistema 

descontínuo sob condições desnaturantes. A proteína purificada foi diluída em 

tampão de amostra contendo 2-mercaptoetanol 0,25%. O gel foi descorado, após 

a corrida, com água em ebulição. (1) Padrão de alto peso molecular e (2) Hsp65 

recombinante.
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4- AVALIAÇÃO DA RESPOSTA IMUNE NOS ANIMAIS IMUNIZADOS:

4.1- RESPOSTA IMUNE HUMORAL:

A resposta imune humoral foi avaliada através da determinação dos 

títulos de anticorpos anti-Hsp65 por ELISA de acordo com protocolo descrito 

anteriormente.

4.1.1 - RESPOSTA IMUNE HUMORAL DOS ANIMAIS IMUNIZADOS 

POR VIA INTRADÉRMICA (GENE GUN):

Os animais imunizados com as construções pCDNA3-hsp65 e pCDNA3- 

hsp65G produziram títulos significativos de IgG anti-Hsp65 (Figura 5), lgG1 anti- 

Hsp65 (Figura 6) e lgG2a anti-Hsp65 (Figura 7) em relação aos controles (não 

imunizado e pCDNA3). A resposta de anticorpos induzida por pCDNA3-hsp65 foi 

maior que a resposta induzida por pCDNA3-hsp65G.

As diferenças nos títulos de IgG, lgG1 e lgG2a, em relação aos controles, 

foram detectadas a partir de 15 dias após a 1a imunização (p < 0,001) e 15 dias 

após a 2a imunização (p < 0,001) mas, aumentou 15 e 30 dias após a 3a 

imunização (p < 0,001).

Comparando-se pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G, os títulos de IgG e 

lgG2a detectados foram significativos 15 dias após a 1a imunização (p < 0,05), 15 

dias após a 2a imunização (p < 0,05) e 15 e 30 dias após a 3a imunização (p < 

0,001). Os títulos de lgG1 anti-Hsp65 não diferiram, entre pCDNA3-hsp65 e 
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pCDNA3-hsp65G, 15 dias após a 1a imunização e 15 dias após a 2a imunização; 

esses títulos só foram diferentes 15 e 30 dias após a 1a imunização.

Os níveis de anticorpos lgG1 anti-Hsp65 induzidos por pCDNA3-hsp65 e 

pCDNA3-hsp65G foram maiores que os de lgG2a, embora essa diferença tenha 

sido sutil.

As construções pCDNA3-N, pCDNA3-DS e pCDNA3-N59 não induziram 

títulos de anticorpos IgG, lgG1 ou lgG2a anti-Hsp65 diferentes significativamente 

dos controles (não imunizado e pCDNA3).
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5 Ã] 15 dias após a 1 * Imunização

(ZZJ Não Imunizado 
C=3pcDNA3
M pcDNA3-nsp65
CZZ) pcDNA3-hsp65G
EZD PCDNA3-N
EZ3 pcDNA3-DS
C~) pcDNA3-N59

GRUPOS

i—iNflo Imunizado
CZ3pcDNA3 

pcDNA3-hsp65
(ZZJ pcDNA3-hsp65G
(ZZ)pcDNA3-N
GS3pcDNA-DS 
EZ3pcDNA3-N59

GRUPOS

i I Não Imunizado
C3pcDNA3
M pcDNA3-hsp65
(=3 pcDNA3-hsp65G
EDpcDNA3-N
E3 pcDNA3-DS 

pcDNA3-N59

GRUPOS

Figura 5 - Detecção de anticorpos IgG anti-Hsp65 após imunização com 

as construções de DNA por via intradérmica (Gene Gun). Os resultados 

apresentados nos gráficos foram subtraídos da densidade ótica detectada no soro 

TO (pré-imune) e foram expressos como média e desvio padrão de IgG Hsp65- 

específica detectada no soro de 5 animais individuais. (***) p < 0,001 em relação 

aos controles (Não imunizado e pCDNA3). (+) p < 0,05 em relação a pCDNA3- 

hsp65G. Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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□ pcDNA3
pcDNA3-hsp65

CZJpcDNA3-N
EE3 pcDMA3-DS
EZ3 pcDNA3-N59

GRUPOS

GRUPOS

CZDNâo Imunizado 
(~)pcDNA3 
M pcDNA3-hsp65 
CZZ)pcDNA3-hsp65G 
GH3pcDNA3-N 
EE3pcDNA3-0S 
EZ3 pcDNA3-N59

Figura 6 - Detecção de anticorpos lgG1 anti-Hsp65 após imunização com 

as construções de DNA por via intradérmica (Gene Gun). Os resultados 

apresentados nos gráficos foram subtraídos da densidade ótica detectada no soro 

TO (pré-imune) e foram expressos como média e desvio padrão de lgG1 Hsp65- 

específica detectada no soro de 5 animais individuais. (*“) p < 0,001 em relação 

aos controles (Não imunizado e pCDNA3). (+) p < 0,05 em relação a pCDNA3- 

hsp65G. Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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[Ã] 15 dias após a 1 * imunização

GRUPOS

(ZZ) Nâo Imunizado 
CZ3pcDNA3
■■ pcDN^3-hsp65
(ZZ)pvONAJ-hsp65G
cizjpcDma-N
EZ3 pcDNAJ-DS
GZZ)pcDNA3-N59

GRUPOS

i ) Não imunizado 
CZDpcONA3 

pcONA3-hsp65 
(ZZ3 pcDNA3-hsp65G 
£ZZJpcONA3-N 
EZ3pcDNA3-DS 
CZZJ pcDNA3-N59 

5 c] 15 dias após a 3a imunização

(ZZ) Não Imunizado 
CZJpcDNA3 
■M pcDNA3-hsp65 
CZZ) pcDNA3-hsp65G 
EHDpcDNAS-N 
GZ3pcDNA3-DS 
CZ3 pcDNA3-N59

GRUPOS

5 [Õ~| 30 dias após a 3a imunização

i i Nâo Irrunizado 
(ZZJpcDNA3
■■ pcDNA3-hsp65
S pcDNA3-hsp65G 
CZZJpcDNAT-N 
GZ3 pcDNA3-OS 
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Figura 7 - Detecção de anticorpos lgG2a anti-Hsp65 após imunização com 

as construções de DNA por via intradérmica (Gene Gun). Os resultados 

apresentados nos gráficos foram subtraídos da densidade ótica detectada no soro 

TO (pré-imune) e foram expressos como média e desvio padrão de lgG2a Hsp65- 

específica detectada no soro de 5 animais individuais. (“‘) p < 0,001 em relação 

aos controles (Não imunizado e pCDNA3). (+) p < 0,05 em relação a pCDNA3- 

hsp65G. Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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4.1.2- RESPOSTA IMUNE HUMORAL DOS ANIMAIS IMUNIZADOS POR 

VIA INTRAMUSCULAR:

Por via intramuscular, os títulos de anticorpos IgG anti-Hsp65 (Figura 8), 

lgG1 anti-Hsp65 (Figura 9) e lgG2a anti-Hsp65 (Figura 10) induzidos pela 

construção vacinai original pCDNA3-hsp65, pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N 

diferiram significativamente dos controles (não imunizado e pCDNA3). Não houve 

diferenças significativas entre a resposta de anticorpos induzida por pCDNA3- 

hsp65 e pCDNA3-hsp65G. Os níveis de anticorpos produzidos pelos animais 

imunizados com a construção pCDNA3-N foram menores que aqueles induzidos 

por pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G.

Os títulos de anticorpos IgG, lgG1 e lgG2a induzidos por pCDNA3-hsp65, 

pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N, em comparação aos controles, foram 

significativos a partir de 15 dias após a 1a imunização (p < 0,001), mantiveram-se 

15 dias após a 2a imunização (p < 0,001) e aumentaram 15 e 30 dias após a 3a 

imunização (p < 0,001). Em relação ao grupo imunizado com pCDNA3-N, os 

títulos de IgG induzidos por pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G foram 

significativos a partir de 15 dias após a 1a imunização (p < 0,001 e p < 0,01, 

respectivamente), tendo aumentado 15 dias após a 2a imunização e 15 e 30 dias 

após a 3a imunização (p < 0,001). Os títulos de lgG1 foram diferentes 

estatisticamente 15 dias após a 1a imunização (p < 0,05), mantiveram-se 15 dias 

após a 2a imunização (p <0,05) e aumentaram 15 e 30 dias após a imunização (p 

< 0,001). Os títulos de lgG2a também foram diferentes a partir de 15 dias após a 

1a imunização (p <0,001) e aumentaram 15 dias após a 2a imunização (p < 0,001) 
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e 15 e 30 dias após a 3a imunização (p < 0,001). Já os títulos de IgG, lgG1 e 

lgG2a induzidos por pCDNA3-N só foram significativos 15 dias após a 2a 

imunização, aumentando gradativamente até 30 dias após a 3a imunização.

As construções pCDNA3-DS e pCDNA3-N59 não induziram resposta 

significativa de anticorpos em comparação com os controles.

De acordo com as figuras 9 e 10, os níveis de lgG2a detectados foram 

notavelmente maiores que os níveis de lgG1.
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Figura 8 - Detecção de anticorpos IgG anti-Hsp65 após imunização com 

as construções de DNA por via intramuscular. Os resultados apresentados nos 

gráficos foram subtraídos da densidade ótica detectada no soro TO (pré-imune) e 

foram expressos como média e desvio padrão de IgG Hsp65-específica detectada 

no soro de 5 animais individuais. (***) p < 0,001 em relação ao grupo não 

imunizado e ao grupo pCDNA3. (+++) p < 0,001 em relação a pCDNA3-hsp65G. 

Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 9 - Detecção de anticorpos lgG1 anti-Hsp65 após imunização com 

as construções de DNA por via intramuscular. Os resultados apresentados nos 

gráficos foram subtraídos da densidade ótica detectada no soro TO (pré-imune) e 

foram expressos como média e desvio padrão de lgG1 Hsp65-específica 

detectada no soro de 5 animais individuais. (***) p < 0,001 em relação ao grupo 

não imunizado e ao grupo pCDNA3. (+) p < 0,05, (++) p < 0,01 e (+++) p < 0,001 

em relação a pCDNA3-hsp65G. Esses dados são representativos de 2 

experimentos.
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Figura 10 - Detecção de anticorpos lgG2a anti-Hsp65 após imunização 

com as construções de DNA por via intramuscular. Os resultados apresentados 

nos gráficos foram subtraídos da densidade ótica detectada no soro TO (pré- 

imune) e foram expressos como média e desvio padrão de lgG2a Hsp65- 

específica detectada no soro de 5 animais individuais. (***) p < 0,001 em relação 

ao grupo não imunizado e ao grupo pCDNA3. (++) p < 0,01 e (+++) p < 0,001 em 

relação a pCDNA3-hsp65G. Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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4.2- RESPOSTA IMUNE CELULAR:

A resposta imune celular foi avaliada através de três parâmetros - 

proliferação de células totais do baço e dos linfonodos ingüinais, detecção dos 

níveis das citocinas IL-4, IL-10, IL-12 e IFN-y e avaliação do aumento percentual 

de linfócitos B, T CD4+, T CD8+, macrófagos e células dendríticas no baço dos 

animais imunizados.

4.2.1- PROLIFERAÇÃO DE CÉLULAS:

O ensaio de proliferação celular foi realizadopor incorporação de timidina 

triciada com células totais do baço e dos linfonodos ingüinais dos animais 

imunizados com as construções de DNA por via intradérmica (Gene Gun) e por via 

intramuscular. Os animais foram sacrificados 30 dias após a 3* imunização e as 

células foram cultivadas na presença dos estímulos: ConA e proteína Hsp65 

recombinante.
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A) PROLIFERAÇÃO DE CÉLULAS DOS ANIMAIS IMUNIZADOS COM 

AS CONSTRUÇÕES DE DNA POR VIA INTRADÉRMICA (GENE GUN):

Os dados referentes à proliferação de células totais do baço e dos 

linfonodos ingüinais dos animais imunizados por via intradérmica estão 

representados nas figuras 11 e 12, respectivamente. As células totais do baço e 

dos linfonodos ingüinais dos animais imunizados por via intradérmica com as 

construções de DNA proliferaram significativamente na presença de ConA 

(p < 0,001), em relação às células na ausência de estímulo (Meio). Quando 

estimuladas com Hsp65 recombinante, as células totais do baço e dos linfonodos 

ingüinais dos animais imunizados com a construção vacinai original pcDNA3- 

hsp65 e pcDNA3-hsp65G proliferaram mais que as células não estimuladas dos 

mesmos animais (Meio) (p < 0,001) e também proliferaram significativamente em 

relação às células dos animais dos grupos controles (pcDNA3 e Não imunizados) 

estimuladas com Hsp65 recombinante (p < 0,001) . Entretanto, as células dos 

animais imunizados com a construção vacinai pcDNA3-hsp65 proliferaram mais 

que as células dos animais imunizados com pcDNA3-hsp65G (p < 0,001). As 

células do baço e linfonodos dos animais imunizados com as outras construções 

(pcDNA3-N, pcDNA3-DS e pcDNA3-N59) não proliferaram significativamente em 

comparação com as células não estimuladas destes mesmos animais nem em 

relação às células dos animais controles (pcDNA3 e Não Imunizados) estimuladas 

com Hsp65 (p < 0,001).
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Figura 11 - Proliferação antigeno- específica de células totais do baço dos 

animais imunizados com as construções de DNA por via intradérmica (Gene Gun). 

Os resultados foram expressos como média e desvio padrão da proliferação 

detectada na cultura de células do baço de 5 animais individuais. (***) p <0,001 

em relação aos controles e (+) p < 0,05 em relação a pCDNA3-hsp65G. Esses 

dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 12 - Proliferação antígeno- específica do pool de células dos linfonodos 

inguinais dos animais imunizados com as construções de DNA por via 

intradérmica (Gene Gun). Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão da proliferação detectada na cultura de células dos linfonodos ingüinais de 

5 animais em triplicata. (“*) p <0,001 em relação aos controles e (+) p < 0,05 em 

relação a pCDNA3-hsp65G. Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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B) PROLIFERAÇÃO DE CÉLULAS DOS ANIMAIS IMUNIZADOS COM

AS CONSTRUÇÕES DE DNA POR VIA INTRAMUSCULAR:

Os resultados da proliferação de células totais do baço e linfonodos 

ingüinais dos animais imunizados com as construções de DNA por via 

intramuscular estão representados, respectivamente, nas figuras 13 e 14. As 

células totais do baço e linfonodos ingüinais dos animais imunizados, assim como 

dos animais dos grupos controle, proliferaram significativamente na presença de 

ConA em relação às células destes animais não estimuladas (Meio) (p < 0,001). 

As células dos animais imunizados com as construções de DNA pCDNA3-hsp65, 

pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N proliferaram significativamente na presença da 

Hsp65 recombinante em relação às células não estimuladas destes mesmos 

animais, bem como em comparação com as células dos animais dos grupos 

controle (pCDNA3 e Não Imunizados) (p < 0,001). A proliferação de células 

totais do baço e dos linfonodos ingüinais mostrou que não houve diferença 

estatisticamente significativa na proliferação das células dos animais imunizados 

com a construção vacinai pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G. Em contrapartida, 

diferenças foram observadas comparando as células dos animais imunizados com 

a construção vacinai pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-N (p < 0,001) e comparando as 

construções pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N (p < 0,001). Os grupos de animais 

imunizados com pCDNA3-DS e pCDNA3-N59 não apresentaram proliferação 

diferente estatisticamente do índice dos animais dos grupos controle (p > 0,05).
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Figura 13 - Proliferação antígeno- específica de células totais do baço dos 

animais imunizados por via intramuscular com construções de DNA. Os resultados 

foram expressos como média e desvio padrão da proliferação detectada na cultura 

do baço de 5 animais individuais. (***) p <0,001 em relação aos controles e (+) p < 

0,05 em relação a pCDNA3-N. Esses dados são representativos de 2 

experimentos.
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Figura 14 - Proliferação antígeno- específica do pool de células dos linfonodos 

ingüinais dos animais imunizados por via intramuscular com construções de DNA. 

Os resultados foram expressos como média e desvio padrão da proliferação 

detectada na cultura de células dos linfonodos ingüinais de 5 animais em triplicata. 

(***) p <0,001 em relação aos controles e (+) p < 0,05 em relação a pCDNA3-N. 

Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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4.2.2- DETECÇÃO DOS NÍVEIS DE CITOCINAS:

Os níveis de citocinas foram avaliados, através do ensaio imunoenzimático 

ELISA, no sobrenadante de cultura de células totais do baço e dos linfonodos 

ingüinais dos animais imunizados com as construções de DNA por via 

intradérmica (Gene Gun) ou via intramuscular. Os animais foram sacrificados 30 

dias após a 3 imunização e as células foram cultivadas na presença dos 

estímulos ConA, Staphylococcus aureus Cowan I e Hsp65.

A) DETECÇÃO DOS NÍVEIS DE CITOCINAS DOS ANIMAIS 

IMUNIZADOS POR VIA INTRADÉRMICA (GENE GUN):

Por via intradérmica (Gene Gun), as células totais do baço (Figuras 15, 17, 

19 e 20) e linfonodos ingüinais (Figuras 16, 18, 20 e 22) dos animais imunizados 

com as construções de DNA produziram elevadas quantidades de lL-4, IL-10, 

IFN-y e IL-12 na presença ConA e de S. aureus Cowan I em relação às células 

não estimuladas destes animais (Meio). Na presença de Hsp65 recombinante, a 

produção dessas citocinas pelas células dos animais imunizados com pCDNA3- 

hsp65 e pCDNA3-hsp65G foi significativa, quando comparada com a produção 

pelas células não estimuladas dos animais destes mesmos grupos (Meio) (p < 

0,001) e quando comparada a produção pelas células dos animais dos grupos 

controle (pCDNA3 e Não Imunizados) estimuladas com Hsp65 (p < 0,001). A 

produção de IL-4 foi demasiadamente baixa com média dos valores de 32,88 
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pg/mL e 18,94 pg/mL para as células do baço e 23,24 pg/mL e 16,10 pg/mL. Os 

animais imunizados com pCDNA3-N, pCDNA3-DS e pCDNA3-N59 não 

produziram níveis de IL-4, IL-10, IFN-y, IL-12 estatisticamente significativos em 

relação às células não estimuladas destes animais (Meio) (p < 0,001) e em relação 

às células dos animais dos grupos controle (pCDNA3 e Não Imunizados) 

estimuladas com Hsp65 (p < 0,001).

Os níveis de citocinas Th2 (IL-4 e IL-10) são maiores que os níveis de 

citocinas Th1 (IFN-y e IL-12), entretanto, não são expressivamente diferentes.
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Figura 15 - Detecção dos níveis de IL-4 no sobrenadante de células totais 

do baço de animais imunizados com as construções de DNA por via intradérmica 

(Gene Gun). Os resultados foram expressos como média e desvio padrão de IL-4 

detectada no sobrenadante das células de 5 animais individuais. (*) p < 0,05 e 

(***) p <0,001 em relação aos controles (Não Imunizado e pCDNA3). (+) p < 0,05 

em relação a pCDNA3-hsp65G. A produção de IL-4 foi comparada nas células 

estimuladas dos animais imunizados em relação às células não estimuladas 

desses animais (Meio) e em relação à produção dessa citocina pelas células 

estimuladas dos animais controles. Esses dados são representativos de 2 

experimentos.
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Figura 15 - Detecção dos níveis de IL-4 no sobrenadante de pool de 

células de linfonodos inguinais de animais imunizados com as construções de 

DNA por via intradérmica (Gene Gun). Os resultados foram expressos como 

média e desvio padrão de IL-4 detectada no sobrenadante do pool de células de 5 

animais em triplicatas. (**) p < 0,01 e (***) p < 0,001 em relação aos grupos 

controles (Não Imunizado e pCDNA3). (+) p < 0,05 em relação ao grupo pCDNA3- 

hsp65G. A produção de IL-4 foi comparada nas células estimuladas dos animais 

imunizados em relação às células não estimuladas desses animais (Meio) e em 

relação à produção dessa citocina pelas células estimuladas dos animais 

controles. Esses dados são representativos de 2 experimentos.

77



Figura 16 - Detecção dos níveis de IL-10 no sobrenadante de células totais 

do baço de animais imunizados com as construções de DNA por via intradérmica 

(Gene Gun). Os resultados foram expressos como média e desvio padrão de 

IL- 10 detectada no sobrenadante das células de 5 animais individuais. (***) p < 

0,001 em relação aos grupos controles e (+) p < 0,05 em relação ao grupo 

pCDNA3-hsp65G. A produção de IL-10 foi comparada nas células estimuladas 

dos animais imunizados em relação às células não estimuladas desses animais 

(Meio) e em relação à produção dessa citocina pelas células estimuladas dos 

animais controles (Não imunizado e pCDNA3). Esses dados são representativos 

de 2 experimentos.
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Figura 17 - Detecção dos níveis de IL-10 no sobrenadante de pool de 

células de linfonodos inguinais de animais imunizados com as construções de 

DNA por via intradérmica (Gene Gun). Os resultados foram expressos como 

média e desvio padrão de IL-10 detectada no sobrenadante do pool de células de 

5 animais em triplicatas. (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não 

Imunizado e pCDNA3). (+) p < 0,05 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A 

produção de IL-10 foi comparada nas células estimuladas dos animais imunizados 

em relação às células não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à 

produção dessa citocina pelas células estimuladas dos animais controles (Não 

imunizado e pCDNA3). Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 19 - Detecção dos níveis de IFN-y no sobrenadante de células totais 

do baço de animais imunizados com as construções de DNA por via intradérmica 

(Gene Gun). Os resultados foram expressos como média e desvio padrão de 

IFN-y detectada no sobrenadante das células de 5 animais individuais. 

(***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3) e (+) 

p < 0,05 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A produção de IFN-y foi 

comparada nas células estimuladas dos animais imunizados em relação às células 

não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à produção dessa citocina 

pelas células estimuladas dos animais controles (Não imunizado e pCDNA3). 

Esses dados são representativos de 2 experimentos.

80



Figura 20 - Detecção dos níveis de IFN-y no sobrenadante do pool de 

células de linfonodos inguinais de animais imunizados com as construções de 

DNA por via intradérmica (Gene Gun). Os resultados foram expressos como 

média e desvio padrão de IFN-y detectada no sobrenadante do pool de células de 

5 animais em triplicatas. (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não 

Imunizado e pCDNA3) e (+) p < 0,05 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A 

produção de IFN-y foi comparada nas células estimuladas dos animais imunizados 

em relação às células não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à 

produção dessa citocina pelas células estimuladas dos animais controles (Não 

imunizado e pCDNA3). Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 21 - Detecção dos níveis de IL-12 no sobrenadante de células totais 

do baço de animais imunizados com as construções de DNA por via intradérmica 

(Gene Gun). Os resultados foram expressos como média e desvio padrão de 

IL-12 detectada no sobrenadante das células de 5 animais individuais. (***) p < 

0,001 em relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3) e (+) p < 0,05 

em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A produção de IL-12 foi comparada nas 

células estimuladas dos animais imunizados em relação às células não 

estimuladas desses animais (Meio) e em relação à produção dessa citocina pelas 

células estimuladas dos animais controles (Não imunizado e pCDNA3). Esses 

dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 22 - Detecção dos níveis de IL-12 no sobrenadante de pool de 

células de linfonodos inguinais de animais imunizados com as construções de 

DNA por via intradérmica (Gene Gun). Os resultados foram expressos como 

média e desvio padrão de IL-12 detectada no sobrenadante do pool de células de 

5 animais em triplicatas. (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não 

Imunizado e pCDNA3) e (+) p < 0,05 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A 

produção de IL-12 foi comparada nas células estimuladas dos animais imunizados 

em relação às células não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à 

produção dessa citocina pelas células estimuladas dos animais controles (Não 

imunizado e pCDNA3). Esses dados são representativos de 2 experimentos.

83



B) DETECÇÃO DOS NÍVEIS DE CITOCINAS DOS ANIMAIS

IMUNIZADOS POR VIA INTRAMUSCULAR:

As células totais do baço (Figura 23, 25, 27 e 29) e linfonodos ingüinais 

(Figura 24, 26, 28 e 30) dos animais imunizados com as construções de DNA por 

via intramuscular produziram quantidades elevadas de IL-4, IL-10, IFN-y e IL-12 

em resposta à estimulação com ConA e S. aureus Cowan I em relação às células 

não estimuladas dos animais (p < 0,001) e às células dos animais controle 

(pCDNA3 e Não imunizado) (p < 0,001). Em resposta à Hsp65 recombinante, as 

células dos animais imunizados com a vacina pcDNA3-hsp65, pcDNA3-hsp65G e 

pcDNA3-N produziram níveis significativos de IL-4, IL-10, IFN-y e IL-12 em 

comparação com as células não estimuladas destes animais (Meio) (p < 0,001) e 

em relação às células dos animais controle (pCDNA3 e Não Imunizado) 

(p < 0,001).

Contudo, a produção dessas citocinas pelos animais imunizados com a 

construção vacinai original pcDNA3-hsp65 não foi diferente estatisticamente da 

produção pelos animais imunizados com pcDNA3-hsp65G. Já os animais 

imunizados com pCDNA3-N produziram menor quantidade de citocinas em 

comparação com os animais imunizados com pCDNA3-hsp65 (p < 0,001) e 

pCDNA3-hsp65G (p < 0,001).

As construções pCDNA3-DS e pCDNA3-N59 não induziram produção de 

citocinas nos animais imunizados quando se comparou com a produção de 
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citocinas pelas células não estimuladas (Meio) (p < 0,001) e com a produção pelos 

animais dos grupos controles (pCDNA3 e Não Imunizado) (p < 0,001).

Os níveis de citocinas Th1 (IFN-gama e IL-12) foram visivelmente mais 

elevados que os níveis de citocinas Th2 (IL-4 e IL-10).
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Figura 23 - Detecção dos níveis de IL-4 no sobrenadante de células totais 

do baço de animais imunizados com as construções de DNA por via intramuscular. 

Os resultados foram expressos como média e desvio padrão de IL-4 detectada no 

sobrenadante das células de 5 animais individuais. (*) p < 0,05 em relação aos 

controles (Não Imunizado e pCDNA3). A produção de IL-4 foi comparada nas 

células estimuladas dos animais imunizados em relação às células não 

estimuladas desses animais (Meio) e em relação à produção dessa citocina pelas 

células estimuladas dos animais controles (Não imunizado e pCDNA3). Esses 

dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 24 - Detecção dos níveis de IL-4 no sobrenadante do pool de 

células dos linfonodos inguinais de animais imunizados com as construções de 

DNA por via intramuscular. Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão de IL-4 detectada no sobrenadante do pool de células de 5 animais em 

triplicatas. (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não Imunizado e 

pCDNA3). (++) p < 0,01 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A produção de IL- 

4 foi comparada nas células estimuladas dos animais imunizados em relação às 

células não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à produção dessa 

citocina pelas células estimuladas dos animais controles (Não imunizado e 

pCDNA3). Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 25 - Detecção dos níveis de IL-10 no sobrenadante de células 

totais do baço de animais imunizados com as construções de DNA por via 

intramuscular. Os resultados foram expressos como média e desvio padrão de 

IL-10 detectada no sobrenadante das células de 5 animais individuais. (*) p < 0,05 

e (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3) e 

(++) p < 0,01 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A produção de IL-10 foi 

comparada nas células estimuladas dos animais imunizados em relação às células 

não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à produção dessa citocina 

pelas células estimuladas dos animais controles (Não imunizado e pCDNA3). 

Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 26 - Detecção dos níveis de IL-10 no sobrenadante do pool de 

células dos linfonodos inguinais de animais imunizados com as construções de 

DNA por via intramuscular. Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão de IL-10 detectada no sobrenadante do pool de células de 5 animais em 

triplicatas. (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não Imunizado e 

pCDNA3) e (+++) p < 0,001 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A produção 

de IL-10 foi comparada nas células estimuladas dos animais imunizados em 

relação às células não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à 

produção dessa citocina pelas células estimuladas dos animais controles (Não 

imunizado e pCDNA3). Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 27 - Detecção dos níveis de IFN-y no sobrenadante de células 

totais do baço de animais imunizados com as construções de DNA por via 

intradérmica (Gene Gun). Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão de IFN-y detectada no sobrenadante das células de 5 animais individuais. 

(**) p < 0,01 e (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não Imunizado e 

pCDNA3) e (++) p < 0,01 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A produção de 

IFN-y foi comparada nas células estimuladas dos animais imunizados em relação 

às células não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à produção dessa 

citocina pelas células estimuladas dos animais controles (Não imunizado e 

pCDNA3). Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 28 - Detecção dos níveis de IFN-y no sobrenadante do pool de 

células dos linfonodos inguinais de animais imunizados com as construções de 

DNA por via intramuscular. Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão de IFN-y detectada no sobrenadante do pool de células de 5 animais. (***) 

p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3). (++) p < 

0,01 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A produção de IFN-y foi comparada 

nas células estimuladas dos animais imunizados em relação às células não 

estimuladas desses animais (Meio) e em relação à produção dessa citocina pelas 

células estimuladas dos animais controles (Não imunizado e pCDNA3). Esses 

dados são representativos de 2 experimentos.

91



Figura 29 - Detecção dos níveis de IL-12 no sobrenadante de células 

totais do baço de animais imunizados com as construções de DNA por via 

intradérmica (Gene Gun). Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão de IL-12 detectada no sobrenadante das células de 5 animais individuais. 

(**) p < 0,01 e (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não Imunizado e 

pCDNA3) e (++) p < 0,01 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A produção de 

IL-12 foi comparada nas células estimuladas dos animais imunizados em relação 

às células não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à produção dessa 

citocina pelas células estimuladas dos animais controles (Não imunizado e 

pCDNA3). Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 30 - Detecção dos níveis de IL-12 no sobrenadante do pool de 

células dos linfonodos inguinais de animais imunizados com as construções de 

DNA por via intramuscular. Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão de IL-12 detectada no sobrenadante do pool de células de 5 animais em 

triplicatas. (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não Imunizado e 

pCDNA3). (++) p < 0,01 em relação ao grupo pCDNA3-hsp65G. A produção de IL- 

12 foi comparada nas células estimuladas dos animais imunizados em relação às 

células não estimuladas desses animais (Meio) e em relação à produção dessa 

citocina pelas células estimuladas dos animais controles (Não imunizado e 

pCDNA3). Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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4.2.3- AVALIAÇÃO DO INFLUXO DE SUBPOPULAÇÕES DE CÉLULAS

PARA O BAÇO DOS ANIMAIS IMUNIZADOS:

A) INFLUXO DE SUBPOPULAÇÕES DE CÉLULAS PARA O BAÇO DOS 

ANIMAIS IMUNIZADOS COM AS CONSTRUÇÕES DE DNA POR VIA 

INTRADÉRMICA (GENE GUN):

A avaliação do influxo de células para o baço dos animais imunizados com 

as construções de DNA por via intradérmica foi realizada nos grupos de animais 

imunizados com a construção vacinai pCDNA3-hsp65 e pcDNA3-hsp65G por 

terem sido as construções que induziram resposta imune humoral e celular 

significativa em relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3) e aos 

demais grupos. Apesar de não terem induzido resposta imune significativa, os 

animais imunizados com pCDNA3-N também foram analisados para que os 

resultados pudessem ser comparados posteriormente com os dos animais 

imunizados com essa construção de DNA por via intramuscular. O aumento do 

influxo de células para o baço dos animais imunizados foi investigado 30 dias 

após a 3a imunização, de acordo com protocolo experimental descrito em Material 

e Métodos.

O aumento percentual de linfócitos B foi avaliado pelo aumento de 

células CD19+ no baço dos animais imunizados. Os animais imunizados com 

pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G apresentaram aumento percentual de 

linfócitos B em relação aos grupos controles (Não imunizado e pCDNA3), de 

acordo com a figura 30 e tabela 2. Um aumento percentual significativo de células 
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verificado no baço dos animais imunizados com a construção vacinai original 

pCDNA3-hsp65 em comparação com pCDNA3-hsp65G.

Houve um aumento percentual significativo de linfócitos T (Figura 32) no 

baço dos animais imunizados com a construção vacinai pCDNA3-hsp65 e 

pCDNA3-hsp65G, em relação aos controles (Não imunizado e pCDNA3). 

Entretanto, o aumento percentual de linfócitos T no baço dos animais imunizados 

com a construção vacinai pCDNA3-hsp65 foi maior que aquele dos animais 

imunizados com pCDNA3-hsp65G.

Dentre os linfócitos T, o aumento das populações de linfócitos T CD4+ 

(Figura 33) e CD8+ (Figura 34) também foi avaliado. As células T CD4+ e CD8+ 

aumentaram significativamente nos grupos imunizados com pcDNA3-hsp65 e 

pcDNA3-hsp65G em relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3). 

Foram verificadas diferenças significativas no percentual de linfócitos T CD4+ e 

CD8+ nos animais imunizados com pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G.

As populações de macrófagos (Figura 35) e de células dendríticas (Figura 

36) foram expandidas significativamente no baço dos animais imunizados com 

pcDNA3-hsp65 e pcDNA3-hsp65G, com relação aos grupos controle (Não 

Imunizado e pcDNA3). O aumento percentual de macrófagos e células dendríticas 

no baço dos animais dos grupos pcDNA3-hsp65 foi maior que o do grupo 

pcDNA3-hsp65G.
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Figura 31 - Percentual de linfócitos B no baço dos animais imunizados 

com as construções por via intradérmica (Gene Gun). Células apresentando 

CD19 foram consideradas linfócitos B. Os resultados foram expressos como 

média e desvio padrão do percentual de linfócitos B das células totais do baço de 

5 animais individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em relação aos grupos 

controles (Não Imunizado e pCDNA3). (++) p < 0,05 em relação aos grupos 

pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N. Esses dados são representativos de 2 

experimentos.
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Figura 32 - Percentual de linfócitos T no baço dos animais imunizados com 

as construções por via intradérmica (Gene Gun). Células apresentando CD3 

foram consideradas linfócitos T. Os resultados foram expressos como média e 

desvio padrão do percentual de linfócitos T das células totais do baço de 5 animais 

individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não 

Imunizado e pCDNA3). (++) p < 0,01 em relação aos grupos pCDNA3-hsp65G e 

pCDNA3-N. Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 33 - Percentual de linfócitos T CD4+ no baço dos animais 

imunizados com as construções por via intradérmica (Gene Gun). Os resultados 

foram expressos como média e desvio padrão do percentual de linfócitos T CD4+ 

das células totais do baço de 5 animais individuais. (**) p < 0,01 e (***) p < 0,001 

em relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3). (+++) p < 0,001 em 

relação aos grupos pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N. Esses dados são 

representativos de 2 experimentos.
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Figura 34 - Percentual de linfócitos T CD8+ no baço dos animais 

imunizados com as construções por via intradérmica (Gene Gun). Os resultados 

foram expressos como média e desvio padrão do percentual de linfócitos T CD8+ 

das células totais do baço de 5 animais individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 

em relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3). (++) p < 0,05 em 

relação aos grupos pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N. Esses dados são 

representativos de 2 experimentos.
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Figura 35 - Percentual de macrófagos no baço dos animais imunizados 

com as construções por via intradérmica (Gene Gun). Células apresentando 

CD11b foram consideradas macrófagos. Os resultados foram expressos como 

média e desvio padrão do percentual de macrófagos das células totais do baço de 

5 animais individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em relação aos grupos 

controles (Não Imunizado e pCDNA3). (+) p < 0,05 em relação aos grupos 

pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N. Esses dados são representativos de 2 

experimentos.
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Figura 36 - Percentual de linfócitos dendríticas no baço dos animais 

imunizados com as construções por via intradérmica (Gene Gun). Células 

apresentando CD11c foram consideradas células dendríticas. Os resultados foram 

expressos como média e desvio padrão do percentual de células dendríticas das 

células totais do baço de 5 animais individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em 

relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3). (+) p < 0,05 em relação 

aos grupos pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N. Esses dados são representativos de 2 

experimentos.
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B) INFLUXO DE SUBPOPULAÇÕES DE CÉLULAS PARA O BAÇO DOS 

ANIMAIS IMUNIZADOS COM AS CONSTRUÇÕES DE DNA POR VIA 

INTRAMUSCULAR:

Assim como para os animais imunizados com Gene Gun, a avaliação do 

influxo de células para o baço foi realizada para os animais imunizados com 

pcDNA3-hsp65, pcDNA3-hsp65G e pCDNA3-N. O influxo de macrófagos, células 

dendríticas, linfócitos B e linfócitos T, incluindo linfócitos T CD4+ e CD8+ foi 

avaliado nesses grupos, 30 dias após a 3a imunização.

A população de linfócitos B (células CD19+) do baço dos animais 

imunizados com pCDNA3-hsp65, pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N aumentou 

significativamente em relação aos controles (Não Imunizado e pCDNA3) (Figura 

37). Não houve diferença significativa entre os animais imunizados com pCDNA3- 

hsp65 e pCDNA3-hsp65G. Entretanto, o percentual de células B no baço dos 

animais imunizados com pCDNA3-N foi menor que o percentual de células B do 

baço dos animais imunizados com pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G.

De acordo com a figura 38, os animais imunizados com a construção 

vacinai pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G apresentaram aumento da 

população de linfócitos T (células CD3+) no baço, em comparação com os animais 

controles (Não Imunizado e pCDNA3). A população de células T do baço dos 

animais imunizados com a construção vacinai pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G 

não diferiu entre si. Os animais imunizados com pCDNA3-N tiveram menor 

percentual de linfócitos T no baço, quando comparados com os animais 

imunizados com pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G.
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As subpopulações de linfócitos T CD4+ e CD8+ também foram analisadas. 

A população de células T CD4+ (Figura 39) e CD8+ (Figura 40) do baço dos 

animais imunizados com pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G aumentou em 

relação aos controles (Não Imunizado e pCDNA3). Não foram verificadas 

diferenças no percentual de linfócitos T CD4+ e CD8+ no baço dos animais 

imunizados com pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G. O percentual de linfócitos 

T CD4+ e CD8+ foi menor no baço dos animais imunizados com pCDNA3-N, em 

comparação com pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G.

Os animais imunizados com pCDNA3-hsp65, pCDNA3-hsp65G e pCDNA3- 

N tiveram um aumento no número de macrófagos (células CD11b+) (Figura 41) e 

células dendríticas (células CD11c+) (Figura 42), quando comparados com os 

controles (Não Imunizado e pCDNA3). Diferenças estatisticamente significativas 

não foram detectadas no aumento percentual dessas células no baço dos animais 

imunizados com a construção vacinai pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G. Mas, o 

aumento percentual de macrófagos e células dendríticas no baço dos animais 

imunizados com a construção pCDNA3-N foi menor que aquele verificado para a 

construção vacinai pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G.
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Figura 37 - Percentual de linfócitos B no baço dos animais imunizados com 

as construções por via intramuscular. Células apresentando CD19 foram 

consideradas linfócitos B. Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão do percentual de linfócitos B das células totais do baço de 5 animais 

individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não 

Imunizado e pCDNA3). (+++) p < 0,001 em relação aos grupos pCDNA3-hsp65G e 

pCDNA3-N. Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 38 - Percentual de linfócitos T no baço dos animais imunizados 

com as construções por via intramuscular. Células apresentando CD3 foram 

consideradas linfócitos T. Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão do percentual de linfócitos T das células totais do baço de 5 animais 

individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não 

Imunizado e pCDNA3). (+++) p < 0,001 em relação aos grupos pCDNA3-hsp65G e 

pCDNA3-N. Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 39 - Percentual de linfócitos T CD4+ no baço dos animais 

imunizados com as construções por via intramuscular. Os resultados foram 

expressos como média e desvio padrão do percentual de linfócitos T CD4+ das 

células totais do baço de 5 animais individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em 

relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3). (+++) p < 0,001 em 

relação aos grupos pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N. Esses dados são 

representativos de 2 experimentos.
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Figura 40 - Percentual de linfócitos T CD8+ no baço dos animais 

imunizados com as construções por via intramuscular. Os resultados foram 

expressos como média e desvio padrão do percentual de linfócitos T CD8+ das 

células totais do baço de 5 animais individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em 

relação aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3). (+++) p < 0,001 em 

relação aos grupos pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N. Esses dados são 

representativos de 2 experimentos.
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Figura 41 - Percentual de macrófagos no baço dos animais imunizados 

com as construções por via intramuscular. Células apresentando CD11b foram 

consideradas macrófagos. Os resultados foram expressos como média e desvio 

padrão do percentual de macrófagos das células totais do baço de 5 animais 

individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em relação aos grupos controles (Não 

Imunizado e pCDNA3). (+++) p < 0,001 em relação aos grupos pCDNA3-hsp65G e 

pCDNA3-N. Esses dados são representativos de 2 experimentos.
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Figura 42 - Percentual de células dendríticas no baço dos animais 

imunizados com as construções por via intramuscular. Células apresentando 

CD11c foram consideradas células dendríticas. Os resultados foram expressos 

como média e desvio padrão do percentual de células dendríticas das células 

totais do baço de 5 animais individuais. (*) p < 0,05 e (***) p < 0,001 em relação 

aos grupos controles (Não Imunizado e pCDNA3). (+++) p < 0,001 em relação aos 

grupos pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N. Esses dados são representativos de 2 

experimentos.
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4- DETERMINAÇÃO DA QUANTIDADE DE MOTIFS CpG PRESENTE 

NAS CONSTRUÇÕES DE DNA:

De acordo com a análise feita pelo programa DNAsis (Tabelas 14 e 15), a 

construção vacinai original pCDNA3-hsp65 apresenta 7 motifs GACGTT e 2 motifs 

AACGTT, que são estimulantes de células de camundongos. Além desses CpGs 

imunoestimulantes, a vacina contém 4 seqüências neutralizantes, sendo 1 

GCCGTT e 3 CGCGCG. Dos 7 motifs GACGTT imunoestimulantes, 2 estão no 

vetor pCDNA3, 3 estão em 510 pb da extremidade 5’do inserto (codificante da 

extremidade N-terminal da Hsp65) e 2 estão no fragmento downstream. Os 

motifs AACGTT estão contidos no vetor pCDNA3. A seqüência neutralizante 

GCCGTT está presente no fragmento downstream e CGCGCG está no vetor 

pCDNA3 (1 seqüência) e no fragmento downstream (2 seqüências).

Na Tabela 15 está a quantificação dos motifs CpGs nas outras construções 

de DNA. A construção pCDNA3-hsp65G contém 9 motifs imunoestimulantes, 

sendo 7 motifs GACGTT e 2 motifs AACGTT; e 4 motifs neutralizantes (1 

GCCGTT e 3 CGCGCG). A construção pCDNA3-hsp65G apresenta 5 motifs 

GACGTT, 2 AACGTT e 1 motif neutralizante (CGCGCG). Sete motifs 

imunoestimulantes estão presentes na construção pCDNA3-N, sendo 5 GACGTT 

e 2 AACGTT; além desses, 1 motif neutralizante CGCGCG. A construção 

pCDNA3-N59 contém 4 motifs CpG estimulantes, que estão contidos no vetor 

PCDNA3, não estão na seqüência do inserto (59 pb). A construção contendo o 

fragmento downstream (pCDNA3-DS) apresenta 4 seqüências 
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imunoestimulantes, sendo 4 delas GACGTT e 2 AACGTT, e 4 seqüências 

neutralizantes, sendo 1 GCCGTT e 3 CGCGCG.

Tabela 14 - Determinação dos motifs CpG no insecto da construção vacinai

Est. = Estimulante Neutr. = Neutralizante

original pCDNA3-hsp65:

Vetor 

pCDNA3

59 pb da 

extremidade 

5’

510 pb 

(N-terminal 

da Hsp65)

1251 pb 

(C-terminal 

da Hsp65)

1324 pb 

(fragmento 

downstream) TOTAL

GACGTT Est. 2 0 3 0 2 7

AACGTT Est. 2 0 0 0 0 2

GCCGTT Neutr. 0 0 0 0 1 1

CGCGCG Neutr. 1 0 0 0 2 3

Tabela 15 - Determinação dos cinco motifs CpG nas construções de DNA:

pCDNA3 pCDNA3- 

hsp65

pCDNA3- 

hsp65G

pCDNA3-

N

pCDNA3-

N59

pCDNA3-

DS

GACGTT 2 7 5 5 2 4

AACGTT 2 2 2 2 2 2

GCCGTT 0 0 0 0 0 1

CGCGCG 1 3 1 1 1 3

111



V- DISCUSSÃO:

A tuberculose tem sido implicada como uma das maiores causas de 

mortalidade e morbidade dos últimos anos, nos países em desenvolvimento 

(WHO, 2000). É considerada um problema global, causando mais de 3 milhões 

de mortes anuais (Bloom & Murray, 1992; Dolin et al, 1994; Raviglione et al, 1997; 

Snider et al, 1998). M. tuberculosis infecta cerca de 1/3 da população mundial, 

acometendo 18,2% da população economicamente ativa. O surgimento de cepas 

de M. tuberculosis multi-resistentes às drogas (Snider et al, 1994) e aumento de 

infecção por vírus HIV (Haas & Des Prez, 1994) são fatores que estão 

diretamente associados com o aumento do número de casos de tuberculose. 

Apesar do desenvolvimento de drogas efetivas para o seu tratamento e o 

desenvolvimento de vacina para sua prevenção, a tuberculose continua se 

disseminando em todo o mundo.

A prevenção da tuberculose é feita com programas de vacinação utilizando 

BCG (Bacilo de Calmette-Guérin), cepa de M. bovis atenuada por subcultivos 

repetidos. A vacina BCG tem sido amplamente utilizada em muitos países em 

desenvolvimento como componente importante dos programas de controle da 

tuberculose. Entretanto, tem sido vastamente descrito na literatura, a eficácia 

variável dessa vacina. Colditz et al (1994), Rodrigues & Smith (1990) e Sterne et 

al (1998) têm reportado que ensaios clínicos controlados têm revelado baixa 

efetividade do BCG em adultos, possivelmente isso deva estar associado à 
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atenuação da vacina (Behr & Small, 1997). A eficácia do BCG varia de 0 a 80% 

(Enserinck, 2001). Assim, o desenvolvimento de novas vacinas contra 

tuberculose é prioritário.

Recentemente, vários pesquisadores têm desenvolvido novos candidatos a 

vacinas contra tuberculose, na tentativa de substituir o BCG (Kaufmann, 2000; 

Lowrie et al, 1997; Orme et al, 1997; Orme, 1995). Orme et a/(2001) descreveram 

que 170 candidatos ou combinações de candidatos à vacina tem sido testados em 

em camundongos e/ou cobaias e, cujos resultados tem se mostrado bastante 

promissores. Dentre esses candidatos, 19,4% são vacinas de DNA, 11,8% são 

vacinas recombinantes, 48,8% são vacinas de subunidade e 5,3% são vacinas 

auxotróficas.

Recentemente, a imunização com DNA tem sido considerada uma boa 

estratégia para o desenvolvimento de vacinas (Tang et al, 1994), por causa de 

suas vantagens às vacinas vivas e as vacinas de subunidades: (1) As vacinas de 

DNA mimetizam os efeitos das vacinas vivas pois induz respostas de células T 

CD8+ restritas a MHC classe I, o que é uma vantagem em relação às vacinas de 

subunidades; (2) Desencadeiam potente resposta humoral e celular; (3) Induzem 

memória de células B e T, (4) Requerem baixo custo efetivo para sua produção e 

estocagem; (5) São seguras (Gurunathan et al, 2000).

Um dos candidatos potenciais a vacina contra tuberculose é a vacina de 

DNA pCDNA3-hsp65, desenvolvida pelo grupo de pesquisa do Dr. Célio Lopes 

Silva. Lowrie et al (1995), Tascon et al (1996), Lowrie et al (1997a, 1997b, 

1997c) e Silva et al (1999) têm demonstrado que a vacina pCDNA3-hsp65, cujo 

inserto é constituído do gene hsp65 de Mycobacteríum leprae (1820 pb) e um 

113



fragmento downstream , não codificante (1324 pb), apresentou atividade protetora 

na tuberculose experimental em camundongos BALB/c. Em 1999, Silva et al 

demonstraram que a vacina pCDNA3-hsp65, além de proteger camundongos 

desafiados com Mycobacterium tuberculosis, apresentou atividade terapêutica em 

camundongos infectados M. tuberculosis, curou a infeção causada por um isolado 

clínico de M. tuberculosis (CLS52), que é resistente à isoniazida e impediu a 

reativação da infecção quando os camundongos foram tratados com 

dexametasona, glicocorticóide imunosupressor.

Entretanto, posteriormente, Turner et al (2000) questionaram a eficácia e 

segurança de vacinas contra tuberculose que codificam proteínas de choque 

térmico (Hsps). Esses autores reportaram que a construção vacinai pCDNA3- 

hsp60, codificante da Hsp60 de Mycobacterium tuberculosis, não foi imunogênica 

nem tampouco protetora no modelo de cobaias, embora tenha mostrado 

imunogenicidade em modelos murinos. Além disso, causou severos danos 

pulmonares nos animais. Turner et al (2000) também demonstraram que 

pCDNA3-hsp60 (M. tuberculosis) careceu de atividade imunoterapêutica no curso 

da infecção pulmonar, apesar de ter reduzido a carga bacteriana no baço dos 

animais infectados com M. tuberculosis.

A única diferença estrutural entre essas duas construções vacinais é que 

pCDNA3-hsp65, além do gene hsp65 de M. leprae, contém um fragmento 

downstream a esse gene e pCDNA3-hsp60 apresenta somente o gene hsp65 de 

M. tuberculosis. Outra diferença importante entre as duas vacinas de DNA é a 

origem bacteriana do gene hsp65, onde o inserto de pCDNA3-hsp65 provém de 

M. leprae e pCDNA3-hsp60 provém de M. tuberculosis. Existem diferenças de 
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identidade entre as proteínas Hsp65 de M. leprae e M. tuberculosis, sendo de 

aproximadamente 5-10% (Clark-Curtiss, 1990).

Então, diante dessas prerrogativas, propusemo-nos a investigar, mais 

refinadamente, a imunogenicidade de diferentes fragmentos do inserto da vacina 

pCDNA3-hsp65 (vetor pCDNA3 + gene hsp65 de M. leprae (1820 pb) + fragmento 

downstream de 1324 pb), verificando a participação do fragmento dowstream na 

indução da resposta imune humoral e celular em modelo murino.

Para tal propósito, em colaboração com Dra. Sylvia Cardoso Leão 

(UNIFESP), subclones da vacina pCDNA3-hsp65 foram construídos a partir de 

fragmentos do inserto restritos com Xho\ (Figuras 1, 2 e 3). As clonagens 

forneceram quatro novas construções de DNA, que foram posteriormente 

utilizadas em esquemas de imunização. Essas construções foram denominadas 

pCDNA3-hsp65G (vetor pCDNA3 + gene hsp65), pCDNA3-N (vetor pCDNA3 + 

extremidade N- terminal da proteína Hsp65), pCDNA3-N59 (vetor pCDNA3 + 59 

pb codificante da extremidade N-terminal da proteína Hsp65) e pCDNA3-DS (vetor 

pCDNA3 + fragmento downstream) (Figuras 2 e 3).

As construções de DNA foram utilizadas em esquemas de imunização, 

previamente mostrados em Material e Métodos, utilizando duas vias de 

administração: via intradérmica (Gene Gun) e via intramuscular. Essas rotas 

foram utilizadas com a finalidade de comparar os tipos de resposta imune gerados 

após a imunização com DNA nu (via intramuscular) e com DNA adsorvido em 

partículas de ouro (sistema carreador) que optimiza a captura do DNA pela célula 

(via intradérmica). Tem sido reportado por vários autores que rotas de 

administração diferentes podem interferir na imunogenicidade de preparações 
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vacinais. Os animais foram imunizados com 1 pg/dose para imunização 

intradérmica (Gene Gun) e 100 pg/ dose para imunização intramuscular. Entre 

cada imunização, foi estabelecido um intervalo de 15 dias. Os animais foram 

sacrificados 30 dias após a 3a imunização e a resposta imune humoral e celular 

foram avaliadas. A resposta imune humoral foi avaliada pela determinação dos 

títulos de anticorpos Hsp65- específicos por ELISA, estabelecendo uma cinética a 

cada 15 dias após a 1a imunização até o final do esquema de imunização. A 

resposta imune celular foi analisada através de três parâmetros: proliferação de 

células totais do baço e linfonodos ingüinais medida pela incorporação de timidina 

triciada, determinação dos níveis de citocinas IL-4, IL-10, IFN-gama e IL-12 no 

sobrenadante de células totais do baço e linfonodos ingüinais por ELISA e 

avaliação, por FACS, do influxo de linfócitos B, linfócitos T CD4+ e CD8+, 

macrófagos e células dendríticas para o baço dos animais imunizados com as 

construções de DNA.

Por via intradérmica, os animais imunizados com a construção vacinai 

original pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G produziram níveis significativos de 

anticorpos IgG, lgG1 e lgG2a anti-Hsp65 (Figuras 5, 6 e 7), em relação aos 

controles (não imunizado e vetor pCDNA3). Entretanto, a vacina pCDNA3-hsp65 

induziu maior resposta humoral que pcDNA3-hsp65G. Esses dados mostraram 

que a ausência do fragmento downstream na construção pCDNA3-hsp65G 

interferiu na resposta de anticorpos. Esses dados sugerem que o fragmento 

downstream contém muitos motifs CpG, que estimulam produção de anticorpos 

por linfócitos B (Krieg, 2002).
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A construção vacinai original pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G também 

induziram, por via intradérmica (Gene Gun), resposta proliferativa significativa das 

células totais do baço (Figura 12) e dos linfonodos ingüinais (Figura 13) e 

elevados níveis das citocinas IL-4, IL-10, IFN-gama, IL-12 no sobrenadante de 

células do baço (Figuras 15, 17, 19 e 21) e dos linfonodos ingüinais (Figuras 16, 

18, 20, 22) dos animais imunizados. Além disso, a análise por FACS mostrou que 

os animais imunizados com a vacina pCDNA3-hsp65 e com pCDNA3-hsp65G 

apresentaram influxo significativo de linfócitos B (Figura 31), linfócitos T (Figura 

32), incluindo subpopulações de linfócitos T CD4+ (Figura 33) e CD8+ (Figura 34), 

macrófagos (Figura 35) e células dendríticas (Figura 36) para o baço, quando 

comparados com os animais controle (não imunizado e pCDNA3). Entretanto, a 

resposta celular induzida pela vacina pCDNA3-hsp65 é maior que aquela induzida 

por pCDNA3-hsp65G, sugerindo, portanto, que o fragmento downstream também 

tem participação relevante na indução da resposta imune celular.

Essa diferença na magnitude da resposta imune humoral e celular 

desencadeada pela construção vacinai original pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65, 

por via intradérmica (Gene Gun), pode ser explicada pela pequena quantidade de 

DNA (1 pg/dose) bombardeada na pele dos animais imunizados. Enquanto 3 pg 

da vacina pCDNA3-hsp65 (pCDNA3 + gene hsp65 (1820 pb) + fragmento 

downstream (1324 pb)) foi capaz de desencadear elevada resposta imune, 3 pg 

de pCDNA3-hsp65G (pCDNA3 + gene hsp65) não o foi, sugerindo que a 

ausência do fragmento downstream exerce efeito relevante na indução da 

resposta imune. Provavelmente, esse efeito é devido à presença de motifs CpG 
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no fragmento downstream (Tabela 14 e 15). Tem sido descrito que a quantidade 

ótima de motifs CpG, sob a forma de oligonucleotídeos sintéticos, que estimulam 

resposta imune em camundongos corrresponde a 50 - 100 pg (Krieg, 2002; Chu 

et al, 1996). Assim, a excisão do fragmento downstream reduz a quantidade de 

CpG imunoestimulatórios, pois ele contém 6 motifs CpG.

Por via intramuscular, os animais imunizados com a vacina pCDNA3-hsp65 

e pCDNA3-hsp65G apresentaram títulos significativos de anticorpos IgG, lgG1 e 

lgG2a anti-Hsp65 (Figuras 8, 9 e 10), comparados com os animais controles (não 

imunizado e pCDNA3). Os títulos de anticorpos induzidos pela vacina pCDNA3- 

hsp65 e por pCDNA3-hsp65G não foram diferentes entre si.

As respostas proliferativas das células totais do baço (Figura 13) e 

linfonodos inguinais (Figura 14), os níveis das citocinas IL-4, IL-10, IFN-gama e IL- 

12 produzidos pelas células do baço (Figuras 23, 25, 27 e 29) e pelas células dos 

linfonodos ingüinais (Figuras 24, 26, 28 e 30) e o influxo de linfócitos B (Figura 37), 

linfócitos T (Figura 38), incluindo as subpopulações de células T CD4+ (Figura 39) 

e CD8+ (Figura 40), macrófagos (Figura 41) e células dendríticas (Figura 42) para 

o baço dos animais imunizados com as construções pCDNA3-hsp65 e pCDNA3- 

hsp65G foram significativas, em comparação com os controles (não imunizado e 

pCDNA3).

Esses dados sugerem que, por via intramuscular, a ausência do fragmento 

downstream não interferiu na indução da resposta imune humoral nem celular. 

Entretanto, é importante salientar que a construção vacinai apresenta 9 motifs 
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CpG imunestimulantes e 4 neutralizantes, enquanto que pCDNA3-hsp65G possui 

7 motifs estimulantes e 1 neutralizante. Desse modo, a construção vacinai 

pCDNA3-hsp65 deveria ter induzido resposta imune em menor magnitude que 

pCDNA3-hsp65G.

Os animais imunizados com a construção pCDNA3-N produziram resposta 

de anticorpos (Figuras 8, 9 e 10) significativamente diferente dos animais controles 

(não imunizado e pCDNA3) por via intramuscular. Entretanto, por via 

intradérmica, essa resposta não diferiu dos controles (Figuras 4, 5 e 6). A resposta 

humoral induzida por essa construção, quando administrada por via intramuscular, 

foi menor que a resposta induzida pela vacina pCDNA3-hsp65 e por pCDNA3- 

hsp65G.

A resposta celular, induzida por pCDNA3-N, medida através dos 

parâmetros de proliferação celular (Figuras 14 e 15), perfil de IL-4, IL-10, IFN- 

gama e IL-12 produzido por células do baço (Figuras 24, 25, 26 e 27, 

respectivamente) e dos linfonodos inguinais (Figuras 28, 29, 30 e 31, 

respectivamente) e influxo de linfócitos B (Figura 38), linfócitos T (Figura 39) e as 

subpopulações de células T CD4+ (Figura 40) e CD8+ (Figura 41), macrófagos 

(Figura 42) e células dendríticas (Figura 43), foi diferente dos controles. Quando 

foi comparada com aquela induzida por pCDNA3-hsp65 e pCDNA3hsp65G, a 

resposta celular foi induzida em menor magnitude.

Isso sugere que, por via intramuscular, pCDNA3-N (569 pb codificante da 

extremidade N-terminal da Hsp65) foi capaz de codificar epitopos imunogênicos 

que estimulou a resposta humoral e celular, embora tenha sido em menor 

quantidade que pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G. Em contrapartida, como 
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observado para a imunização intradérmica, pCDNA3-N não desencadeou 

resposta humoral nem celular significativas, supostamente, devido à quantidade 

de DNA injetado pelo Gene Gun (1 pg/dose), que diminuiu a quantidade de 

epitopos imunogênicos, comprometendo o desencadeamento da resposta de 

anticorpos.

A construção pCDNA3-DS não foi capaz de desencadear resposta imune 

humoral nem resposta celular após a imunização intradérmica ou intramuscular. A 

avaliação da resposta imune foi realizada em relação ao antígeno Hsp65, não foi 

verificado a indução da resposta imune contra antígeno bruto de M. tuberculosis. 

Esse resultado já era esperado pois esse fragmento não contém nenhuma ORF, 

indicando que não codifica nenhuma proteína.

A construção pCDNA3-N59 também não é indutora de resposta imune 

humoral nem resposta celular significativamente diferente dos controles. Isso é 

devido à pequena quantidade de aminoácido que é codificado por 59 pb do gene 

hsp65 presente nessa construção de DNA. Assim, é provável que epitopos 

imunogênicos não tenham sido codificados em quantidade suficiente para 

estimular resposta imune detectável.

De acordo com a figura 7, a imunização intradérmica (Gene Gun) 

desencadeia potente resposta de anticorpos, sendo a produção de lgG1 mais 

elevada que a de lgG2a, caracterizando uma resposta mista de anticorpos. Já a 

imunização intramuscular (Figura 8) induziu produção predominantemente maior 

de lgG2a que lgG1.
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Os resultados referentes à resposta de citocinas para a imunização 

intradérmica (Gene Gun) indicaram que os níveis de IL-10 (citocina Th2), mas não 

IL-4, estão aumentados. Os niveis de IFN-gama e IL-12 detectados também 

estavam aumentados. Isso sugere que, de fato, por via intradérmica utilizando o 

Gene Gun, o padrão de resposta é misto. Esses dados corroboram com aqueles 

apresentados por Rosinha et al (2000), que propõem que a imunização com o 

Gene Gun desencadeia resposta mista. Em contrapartida, Pertmer et al (1996) 

demonstraram que camundongos imunizados repetidamente utilizando gene gun 

(via intradérmica) apresentam a produção de IL-4 aumentada, enquanto a 

produção de IFN-gama diminui concomitantemente. Além do perfil de citocinas, 

esses autores mostraram que a subclasse de imunoglobulina predominante após 

imunização por Gene Gun é lgG1.

A produção de IFN-y é crucial para o controle da tuberculose. De modo que, 

a resposta imune evocada por uma vacina deve induzir produção de IFN-gama. 

Outra citocina importante é IL-12, pois permite a diferenciação de células ThO para 

células Th1, que produzem IFN-gama. Vários autores têm descrito que o controle 

da tuberculose é mediado por resposta Th1. Como foi observado, os niveis de 

IFN-gama e IL-12 estão proeminentemente aumentados, quando os animais 

foram imunizados por via intramuscular, indicando que o padrão de resposta 

celular induzidé predominantemente Th1. Desse modo, uma vacina contra 

tuberculose deve supostamente induzir citocinas Th1, como IFN-gama e IL-12.

Os resultados aqui apresentados são concordantes com àqueles obtidos 

para a resposta imune humoral, por Feltquate et al (1997), onde o anticorpo 
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predominante foi lgG2a. Esses autores compararam as diferenças no perfil de 

citocinas produzidas após imunização com Gene Gun e injeção intramuscular. A 

resposta Th2 e elevados títulos de lgG1 ocorrem preferencialmente após 

imunização com Gene Gun, já a resposta Th1 e elevados títulos de lgG2a são 

produzidos principalmente após imunização intramuscular.

O perfil de resposta humoral (lgG1 e lgG2a) está diretamente 

correlacionado com a presença das citocinas IL-4 e IFN-gama, caracterizando 

respostas Th2 e Th1, respectivamente. Isso se deve ao fato de IL-4 e IFN-gama 

promover mudança de isotipo de imunoglobulina para lgG1 e lgG2a, 

respectivamente. Mas, é importante ressaltar que a produção de IL-4 não está 

relacionada a lgG1, assim como a produção de IFN-gama não implica na 

mudança de isotipo para lgG2a (Chu et a/, 1996).

É importante frisar que, de acordo com os dados obtidos, a rota de 

administração definiu o tipo de resposta imune gerada. Por via intramuscular, as 

construções de DNA desencadiaram resposta tipo Th1, posto que grande 

quantidade de IFN-gama é produzida. Já, por via intradérmica, as construções 

de DNA induziram resposta mista, pois havia prevalência de IL-10 e IFN-gama.
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VII- CONCLUSÕES:

Baseado nos resultados apresentados, é possível inferir que:

- Por via intradérmica (Gene Gun), o fragmento downstream tem 

participação efetiva na resposta imune desencadeada, visto que a 

construção vacinai pCDNA3-hsp65 induziu resposta imune mais 

elevada que pCDNA3-hsp65G. Hipotetizamos que sua participação na 

optimização da resposta imune pela construção vacinai deveu-se a 

presença de motifs CpGs nesse fragmento.

- Por via intramuscular, o fragmento downstream não atuou na resposta 

desencadeada pelas construções de DNA, pois a construção vacinai e 

pCDNA3-hsp65G induziram resposta imune na mesma magnitude.

- A construção pCDNA3-N (codificante da extremidade N-terminal da 

Hsp65) só foi imunogênica quando administrada por via intramuscular, 

induzindo resposta imune menos potente que aquela induzida pela 

construção vacinai pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G.

- A construção pCDNA3-DS (fragmento downstream) não induziu 

resposta imune significativa em relação à proteína hsp65, mostrando 

que esse fragmento não deve estar relacionado ao gene hsp65.

- A construção pCDNA3-N59 (59 pb codificante da N-terminal da Hsp65) 

também não desencadeou resposta imune, indicando que esse 

fragmento de DNA não deve codificar epitopos imunogênicos.
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- A imunização com as construções de DNA, por via intradérmica, 

promoveu o favorecimento de resposta Th2/Th1, porém com tendência 

para Th2. Já, por intramuscular, a resposta foi caracteristicamente Th1.

Então, é importante ressaltar que o fragmento downstream não induziu nem 

otimizou a resposta imune nos camundongos imunizados com as construções de 

DNA por via intramuscular. Assim, sugere-se que esse fragmento seja retirado 

da construção vacinai original pCDNA3-hsp65, embora seja necessária a 

realização de ensaios de proteção em modelo murino para reafirmar os dados 

aqui obtidos.
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RESUMO

Tem sido recentemente demonstrado que a vacina pCDNA3-hsp65 

apresenta atividade profilática e terapêutica na tuberculose experimental. Essa 

vacina é constituída do gene hsp65 Mycobacterium leprae e fragmento 

downstream de 1324 pb. Entretanto, uma investigação mais refinada da resposta 

imune desencadeada por diferentes fragmentos do inserto dessa vacina ainda não 

foi realizada. Também, não foi estudada, a influência do fragmento downstream 

ao gene hsp65 na indução da resposta imune pela vacina. Para tal propósito, 

foram construídos subclones da vacina pCDNA3-hsp65, com a colaboração da 

Dra. Sylvia Cardoso Leão (UNIFESP), para utilização nos esquemas de 

imunização e nos ensaios para avaliar a resposta imune humoral e celular. As 

novas construções de DNA foram denominadas pCDNA3-hsp65G (G = gene 

hsp65, para diferenciar da cosntrução vacinai original, que contém gene hsp65 + 

fragmento downstream), pCDNA3-N (N = N-terminal da proteína Hsp65), 

pCDNA3-N59 (N59 = 59 pb codificante da extremidade N-terminal da Hsp65) e 

pCDNA3-DS (DS = downstream).

Camundongos BALB/c foram imunizados por via intradérmica (Gene Gun) 

ou via intramuscular, com 10 pg/dose ou 100 jig/dose, respectivamente. Foram 

feitas três imunizações com intervalo de 15 dias entre elas; 30 dias após a 3a 

imunização, os animais foram sacrificados e a resposta imune foi avaliada. A 

resposta imune humoral foi avaliada pelos títulos de anticorpos IgG, lgG1 e lgG2a 

anti-Hsp65 através de ELISA. A resposta imune celular foi avaliada utilizando três 
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parâmetros: proliferação de células totais do baço e linfonodos inguinais por 

incorporação de timidina triciada, produção das citocinas IL-4, IL-10, IFN-gama e 

IL-12 Hsp65-específicas por ELISA e determinação do influxo de linfócitos B, 

linfócitos T CD4+ e CD8+, macrófagos e células dendríticas para o baço dos 

animais imunizados com as construções de DNA.

Por via intradérmica (Gene Gun), as imunizações com as construções a 

construção vacinai original pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G, construção 

contendo somente o gene hsp65 de Mycobacterium leprae, induziram elevados 

níveis de anticorpos IgG, lgG1 e lgG2a anti-Hsp65. Essas construções também 

induziram resposta imune celular específica. Células totais do baço e linfonodos 

inguinais dos animais imunizados com pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G 

proliferaram significativamente na presença de Hsp65 recombinante. A produção 

das citocinas IL-10, IFN-gama e IL-12 antígeno específica foi elevada, 

caracterizando um perfil misto Th1/Th2, porém com tendência a resposta Th2. 

Esse dado corroborou com os elevados títulos de anticorpos lgG1 e lgG2a. 

Também verificou-se um aumento no influxo de macrófagos, células dendríticas, 

linfócitos B, linfócitos T CD4+ e T CD8+ no baço dos animais imunizados em 

relação aos grupos controles (pCDNA3 e não imunizado). Entretanto, a resposta 

imune humoral e celular desencadeada pela construção vacinai original pCDNA3- 

hsp65 foi maior que aquela induzida por pCDNA3-hsp65G. As construções 

pCDNA3-N, pCDNA3-DS e pCDNA3-N59 não induziram resposta imune 

específica.

Por via intramuscular, as construções pCDNA3-hsp65, pCDNA3-hsp65G 

e pCDNA3-N induziram elevados títulos de IgG, lgG1 e lgG2a anti-Hsp65, 
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proliferação celular e produção significativa das citocinas avaliadas e aumento do 

influxo de macrófagos, células dendríticas, linfócitos B, linfócitos T CD4+ e CD8+ 

em comparação com os controles (pCDNA3 e não imunizado). Um perfil Th1 de 

resposta é induzido por pCDNA3-hsp65, pCDNA3-hsp65G e pCDNA3-N, quando 

injetadas por via intramuscular, uma vez que elevados níveis de IFN-gama e IL-12, 

além de elevados títulos de lgG2a, foram detectados. Entretanto, não foram 

verificadas diferenças na ativação da resposta imune humoral e celular quando as 

construções pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G foram comparadas. A construção 

pCDNA3-N desencadeou resposta imune em menor magnitude que as 

construções pCDNA3-hsp65 e pCDNA3-hsp65G. As demais construções 

(pCDNA3-N59 e pCDNA3-DS) não foram imunogênicas.

Esses resultados indicaram que a ausência do fragmento downstream ao 

gene hsp65 interfere significativamente na ativação da resposta imune humoral e 

celular pela vacina, quando os animais foram imunizados por via intradérmica 

(Gene Gun) com pCDNA3-hsp65G, construção que não contém o fragmento 

downstream. Isso sugeriu que existe a provável participação de motifs CpG, 

presente no fragmento downstream, na indução da resposta imune, que foi 

significativamente diminuída quando esse fragmento foi retirado da construção de 

DNA pCDNA3-hsp65G. Por outro lado, por via intramuscular, o fragmento 

downstream parece não interferir no desencadeamento da resposta imune 

humoral e celular pela vacina. Essas diferenças na indução da resposta imune 

pelo fragmento downstream parecem estar diretamente relacionadas com a 

quantidade de DNA que é injetada nos animais e com a via de administração do 

DNA.
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SUMMARY

Recently, it had been demonstrated that pCDNA3-hsp65 DNA vaccine has 

prophylactic and therapeutic activities in experimental tuberculosis. This vaccine 

contains hsp65 gene from Mycobacterium leprae and 1324 bp downstream 

fragment. However, an investigation more refined of immune response triggered 

by different fragments from vaccine insert was not performed. Also, the influence 

of 1324 bp downstream fragment to induce immune response was not studied. 

Thus, DNA constructs were engineered from pCDNA3-hsp65 vaccine. These 

new DNA constructs were called pCDNA3-hsp65G (G = hsp65 gene, to differ of 

pCDNA3-hsp65, that contain hsp65 gene and 1324 bp downstream fragment), 

pCDNA3-N (N = Hsp65 N-terminal), pCDNA3-N59 (N59 = 59 bp codifying Hsp65 

N-terminal) e pCDNA3-DS (DS = downstream).

BALB/c mice were immunized by intradermal (Gene Gun) and intramuscular 

route, with 10 pg/dose and 100 pg/dose, respectively. Three immunizations were 

performed with 15 days between each one; 30 days after the last immunization, 

the mice were sacrificed and the immune response was evaluated. The humoral 

immune response was evaluated by anti-Hsp65 IgG, lgG1 and lgG2a antibody 

titles by ELISA. The cellular immune response was evaluated using three 

parameters: proliferation of spleen and lymph nodes cells by thimide tritiated 

incorporation, production of IL-4, IL-10, IFN-y, IL-12 Hsp65- specific by ELISA and 

determination of B, T, T CD4+ and T CD8+ lymphocytes, macrophages and 

dendritic cells influx to spleen of the immunized mice.
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By intradermal (Gene Gun) route, the immunizations with pCDNA3-hsp65 

and pCDNA3-hsp65G induced high anti-Hsp65 IgG, lgG1 and lgG2a antibody 

titles. These DNA constructs also triggered specific cellular immune response. 

Spleen and lymph node cells from mice immunized with leveis pCDNA3-hsp65 

and pCDNA3-hsp65G proliferated significantly with recombinant Hsp65. The 

leveis of IL-4, IL-10, IFN-y and IL-12 antigen-specific was high, characterizing 

Th1/Th2 profile, but tending to Th2 response. These data correlated to high lgG1 

and lgG2a antibody titles. Also, it was found that there is a influx of 

macrophages, dendritic cells and lymphocytes B, T, T CD4+ and T CD8+ into mice 

spleens in relation to control groups (pCDNA3 and non immunized). However, 

the humoral and cellular immune response were not evoked by pCDNA3-hsp65 

was higher than that one triggered by pCDNA3-hsp65G. The pCDNA3-N, 

pCDNA3-N\DS and pCDNA3-N59 did not induce specific immune response.

By intramuscular route, pCDNA3-hsp65, pCDNA3-hsp65G and pCDNA3-N 

induced high anti-Hsp65 IgG, lgG1 and lgG2a, cellular proliferation, significant 

cytokine leveis and increase of macrophages, dendritic cells, lymphocytes influx 

comparing to contrais (pCDNA3 and non immunized). Th1 response was evoked 

by these DNA constructs because it was detected high IFN-y and IL-12 leveis and 

lgG2a titles. It not found differences in humoral and cellular immune response 

evoked by pCDNA3-hsp65 and pCDNA3-hsp65G. The pCDNA3-DS and 

pCDNA3-N59 were not immunogenic.

These results indicated that the absence of downstream fragment interfere 

significantly in immune response activation, when mice were immunized by 
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intradermal route with pCDNA3-hsp65, construct that not contain downstream 

fragment. This suggest that there is a putative participation of CpG motifs, 

contained into downstream fragment, to induce immune response, that was 

decreased when this fragment was excised. By the other hand, by intramuscular 

route, the downstream fragment interfere in immune response triggering. It is 

believed that these differences in role of downstream fragment is related with 

DNA quantity injected into mice and administration route.
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