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RESUMO 
 

A única vacina disponível contra a tuberculose (TB) é o bacilo de Calmette-

Guérin (BCG), que é constituída por uma cepa de Mycobacterium bovis vivo atenuado, 

mas que possui variabilidade de proteção de 0 a 80%. Portanto é necessário o 

desenvolvimento de novas vacinas para o controle dessa infecção. Dentre as novas 

formulações profiláticas em teste para TB destacam-se as vacinas gênicas, sendo 

a DNAhsp65 a vacina investigada por nosso grupo. A DNAhsp65 é uma 

construção que contém o gene que codifica a proteína de choque térmico de 

65KDa do M. leprae. Em virtude da elevada homologia entre a hsp65 

micobacteriana e a hsp60 dos mamíferos, pode ocorrer mimetismo antigênico, ou 

seja, reatividade cruzada entre anticorpos e células T específicas para hsp65 

micobacteriana e hsp60 humana. Nesse contexto, nosso grupo tem estudado o 

possível efeito colateral da DNAhsp65 no desenvolvimento de doenças 

autoimunes. Neste projeto foi investigado o efeito (proteção, exacerbação ou 

inocuidade) de diferentes formulações vacinais para TB na encefalite autoimune 

experimental (EAE). Os objetivos foram caracterizar a resposta imune específica 

induzida pela DNAhsp65 em ratos Lewis e avaliar o efeito imunomodulador tanto 

da estratégia clássica de imunização (3 doses de DNAhsp65 por via im) quanto 

da estratégia prime-boost BCG / DNAhsp65, nas características clínicas, 

imunológicas e histológicas da EAE. Quanto à imunogenicidade da DNAhsp65, 

foram testadas duas doses da vacina administradas via intramuscular (100 e 300 

μg), sendo que somente a maior dose induziu IgG2b específica para hsp65 e 

produção de IFN-γ em cultura de células esplênicas estimuladas in vitro com 

rhsp65. Para avaliar o efeito da imunização com DNAhsp65 ou do prime-boost 

BCG /DNAhsp65 no desenvolvimento da EAE, os animais foram previamente 

imunizados com 3 doses de 300 μg de DNAhsp65 ou com 0,1 mL de BCG por via 

subcutânea seguido de 2 doses de 300 μg de DNAhsp65. Quinze dias após a 

última inoculação de DNA, os ratos foram submetidos à indução de EAE com 

mielina emulsificada em ACF. Os parâmetros analisados foram: perda de peso, 

escore clínico, inflamação no sistema nervoso central (SNC) e resposta imune 

anti-mielina. A evolução clínica da EAE foi similar entre os animais vacinados e 

não vacinados, mas a análise histopatológica demonstrou que a imunização 

prévia com DNAhsp65 ou BCG / DNAhsp65 diminui o processo inflamatório no 
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cérebro e na porção lombar da medula espinhal. Esse efeito foi acompanhado de 

uma modulação da produção de citocinas em órgãos linfóides secundários. Houve 

uma redução da produção de IFN-γ em culturas de células de baço e da produção 

de IL-10 em culturas de linfonodo estimuladas in vitro com mielina. Esse 

fenômeno foi mais claro em ratos imunizados com a vacina gênica sozinha se 

comparado com a estratégia de prime-boost. Este trabalho demonstrou que essas 

estratégias para a profilaxia da tuberculose não agravaram ou aceleraram a 

esclerose múltipla, podendo, então, ser consideradas seguras nesse aspecto. 

Além disso, essas estratégias vacinais demonstraram um potencial 

antiinflamatório, o qual poderá ser esclarecido mais detalhadamente em estudos 

futuros. 

 

Palavras-chave: encefalite autoimune experimental, vacina gênica, hsp65, BCG, 

tuberculose. 
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ABSTRACT 
 

BCG is the only accepted vaccine against tuberculosis (TB) but its 

protective ability is very limited. Many new vaccines are therefore being evaluated. 

Our group has been working with DNAhsp65 that is a genetic construction 

containing the gene of hsp65 from Mycobacterium leprae. In previous 

experimental work we demonstrated that both, DNAhsp65 alone or associated 

with BCG, in a prime-boost regimen, were effective to control TB. A possible 

deleterious effect related to autoimmunity needed to be tested because hsp65 is 

highly homologous to the correspondent mammalian protein. In this investigation 

we tested the effect of a previous immunization with DNAhsp65 alone or 

associated with BCG in a rat model of multiple sclerosis. Female Lewis rats were 

immunized with 3 doses of DNAhsp65 or primed with BCG followed by 2 

DNAhsp65 boosters. The animals were then immunized with myelin associated 

with Complete Freund Adjuvant to develop experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE). The following parameters were evaluated: weight loss, 

clinical score, inflammation at the central nervous system (CNS) and immune 

response against myelin. No deleterious effect was associated with these 

immunizations schedules. Immunized animals equally lost weight, the clinical 

scores were similar and inflammation at the CNS did not increase. Interestingly, 

both procedures determined decreased inflammation in the brain and lumbar 

spinal cord. This was concurrent with a modulatory effect over cytokine production 

by peripheral lymphoid organs. Cell cultures from spleen and lymph nodes in vitro 

stimulated with myelin produced less IFN-γ and IL-10, respectively. This 

phenomenon was more clear in rats immunized with the genetic vaccine alone 

than with the prime-boost strategy. Together the results suggest that these 

strategies for TB prophylaxis would not accelerate or aggravate MS, being 

therefore, safe in this aspect. In addition, they indicate that these vaccination 

regimens have a potential anti-inflammatory activity that could be better explored 

in the future. 

 

Keywords: experimental autoimmune encephalomyelitis, DNA vaccine, hsp65, 

BCG, tuberculosis
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1 – INTRODUÇÃO 
 

1.1 – Esclerose Múltipla (EM) 

A esclerose múltipla (EM) é uma doença desmielinizante do Sistema Nervoso 

Central (SNC) que é descrita como a causa principal de incapacidade neurológica em 

adultos jovens. A doença afeta 2,5 milhões de pessoas em todo o mundo, tendo uma 

maior prevalência na Europa e na América do Norte.  Além disso, a EM acomete mais 

mulheres do que homens, na razão 2:1 (WHO, 2006). Os custos pessoais, 

econômicos e sociais desta doença são muito elevados (Imitola et al., 2005). As 

manifestações clínicas inicias da EM incluem: fraqueza de um ou mais membros, 

perda da visão, falta de coordenação motora e parestesia (Silberberg, 1992). A maioria 

dos pacientes apresenta um quadro transitório de sintomas com recidivas da doença, 

seguido por uma fase secundária progressiva, caracterizada por perdas irreversíveis e 

neurodegeneração. Causa e patogênese da EM não são completamente 

conhecidas, mas ainda se acredita que esta seja, fundamentalmente, uma doença 

autoimune mediada por células Th1 com especificidade para antígenos do SNC, 

tendo as citocinas como TNF-α, IFN-γ e a emergente IL-17, um papel importante no 

processo inflamatório e conseqüente degeneração axonal, morte dos oligodendrócitos 

e disfunção neuronal (Steinman 1996; Lucchinetti et al., 2000; Elloso et al., 2005; 

Sospedra & Martin, 2005; Furuzawa-Carballeda et al., 2007). As principais 

características histológicas da EM são infiltração de células T, B e macrófagos, além 

de degradação da mielina, que se estende aos axônios e astrócitos. Não há cura para 

a esclerose múltipla, sendo que o tratamento é baseado no uso de drogas 

imunomoduladoras, como o IFN-β e o acetato de glatiramer, que reduzem a freqüência 

e a gravidade das remissões (WHO, 2006). 

 

1.2 – Encefalite Autoimune Experimental (EAE) 

A encefalite autoimune experimental (EAE) tem sido utilizada como modelo 

animal para o estudo da esclerose múltipla em humanos. Esta doença é induzida 

principalmente em camundongos e ratos através da imunização com antígenos 

derivados de mielina (myelin basic protein – MBP, proteolipid protein – PLP, 

myelin oligodendrocyte glycoprotein – MOG ou peptídeos derivados destas 

proteínas) em associação com o Adjuvante Completo de Freund (ACF). A 
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transferência adotiva de células T específicas para mielina também desencadeia 

a doença, indicando que a EAE é uma doença autoimune mediada pela resposta 

imune celular (Link & Xiao, 2001).  

Uma única inoculação com homogenato de medula espinhal, mielina ou 

peptídeos encefalitogênicos derivados de mielina, associados ao ACF, resultam 

em quase 100 % de doença em ratos Lewis. A EAE nesta cepa de ratos é 

caracterizada como uma doença aguda, grave e monofásica acompanhada por 

infiltração de células T no SNC e ativação da microglia (Namer et al., 1998). As 

características histopatológicas no rato Lewis incluem infiltração mononuclear 

meníngea, perivascular e parenquimal no SNC (Link & Xiao, 2001). Este modelo 

tem sido utilizado principalmente para investigar os mecanismos imunológicos 

envolvidos na EM e para testar possíveis estratégias terapêuticas (Liu et 

al.,1998).  

A EAE tem sido classicamente considerada uma doença Th1 não só 

porque clones Th1 específicos para mielina transferem adotivamente a doença, 

mas também porque tem sido demonstrado que citocinas pró-inflamatórias, tais 

como IFN-γ e TNF-α danificam a bainha de mielina (Klinkert et al., 1997). 

Entretanto, mais recentemente, outros tipos de células T efetoras tais como Tc e 

Th17 também podem contribuir com esta patologia. Células Th17 têm sido 

consideradas indutoras potentes de autoimunidade (Langrish et al., 2005). A 

expressão de IL-17 tem sido associada com diversas doenças autoimunes como 

artrite reumatóide, esclerose múltipla, lúpus eritematoso sistêmico e psoríase 

(Matusevicius et al., 1999; Kolls & Lindén, 2004).  Estudo recente demonstrou que 

a IL-17 está presente em grande quantidade nas lesões do SNC em pacientes 

com esclerose múltipla (Lock et al., 2002). Além disso, concentrações 

significativamente mais elevadas de IL-17 foram descritas no fluido 

cerebroespinhal de pacientes com esclerose múltipla quando comparado com 

indivíduos saudáveis (Ishizu et al., 2005).  

 

1.3 – Tuberculose (TB) 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada, na maioria dos 

casos humanos, pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). A infecção pulmonar é a 

mais comum, mas comprometimento de outros órgãos e inclusive doença 
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disseminada (TB miliar) podem ser observados. A infecção ocorre quando 

pacientes com doença ativa, ao respirar ou tossir, liberam os bacilos que podem 

ser transmitidos por via aérea. O estabelecimento da infecção depende de vários 

fatores, tais como número e virulência dos bacilos inalados, tempo de exposição 

aos mesmos, além das características imunológicas e genéticas do indivíduo 

exposto (Dannenberg, 1993). 

A gravidade da TB no mundo é evidenciada pelas informações 

epidemiológicas. Tem sido estimado que dois bilhões de pessoas, ou seja, mais 

ou menos 1/3 da espécie humana, está infectada com o Mtb. As estimativas mais 

recentes indicam 8,9 milhões de novos casos anuais de TB ativa e também 

prevêem que destes, 1,7 milhões de casos evoluirão para óbito. Além disto, a 

população mais atingida está na faixa etária de 15-49 anos, ou seja, o período 

economicamente mais produtivo. A incidência mais elevada ocorre na África Sub-

Saariana (300 por 100.000/anualmente), em parte devido à associação com HIV 

(Meya & McAdam, 2007). Por enquanto, a situação brasileira não difere muito da 

descrita para outros países em desenvolvimento. Segundo a Organização 

Mundial de Saúde (OMS), o Brasil está incluído entre os 22 países nos quais 

ocorrem 80% dos casos de TB. Neste contexto, nosso país está classificado em 

14o lugar em número de casos de TB. As estimativas também sugerem que 

aproximadamente 1/3 da população brasileira se encontra infectada com este 

bacilo e que 116.000 novos casos ocorram por ano (Jardim & Nascimento, 2007). 

A resposta imune protetora contra a tuberculose é do tipo celular e envolve 

células Th1 e Tc (Kaufmann, 2001).  

A única vacina disponível contra a TB é o BCG (Bacilo de Calmette-Guérin), 

que é constituída por uma cepa de Mycobacterium bovis vivo atenuado. A vacinação 

com BCG é considerada segura, sendo apropriada para administração no período 

neonatal. A eficácia protetora desta vacina é muito variável (Fine, 1995; Pereira et 

al., 2007). O BCG é recomendado pela OMS para todas as crianças com menos 

de um ano de idade. É consenso que o BCG protege crianças contra as formas 

mais graves de TB como a miliar e a meníngea (Rodrigues et al., 1993; Colditz et 

al., 1995; Sterne et al., 1998). Apesar da extensa utilização, a eficácia desta 

vacina é muito discutida, havendo evidências de que o efeito protetor decai no 

decurso de 10 a 15 anos (Sterne et al., 1998) e de que a doença pulmonar no 
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adulto não é prevenida por vacinação neonatal, vacinação na adolescência e nem 

por revacinação com BCG (Karonga Prevention Trial Group, 1996). 

Dentre as novas formulações profiláticas em teste para tuberculose 

destacam-se as vacinas gênicas.   

 

1.4 – Vacina gênica 

Vacinas genéticas são construídas pela inserção de um gene de interesse 

(gene que codifica um antígeno imunodominante) em um vetor que, normalmente, 

é um plasmídeo bacteriano. Esta construção genética possui outros 

componentes, tais como um promotor eucariótico, uma seqüência de finalização 

(poli A), um gene de resistência a antibiótico e um sítio de replicação (Nagata et 

al., 2004). As duas vias mais exploradas de inoculação para estas vacinas são a 

intramuscular, através de injeção no músculo quadríceps ou tibial anterior e a 

epidérmica, por inoculação com agulha ou por bombardeamento genético com 

uma pistola genética (gene gun) (Doria-Rose & Haigwood, 2003). O alvo celular 

vai depender da via de imunização: células musculares na via intramuscular (im) e 

queratinócitos na imunização intradérmica (id). Entretanto, o priming para a 

resposta imune vai depender de células apresentadoras de antígenos (APCs) que 

estão presentes ou que migram para o local da inoculação. Estas células 

endocitam o DNA que é transportado dentro de vesículas até o núcleo onde o 

gene de interesse é transcrito; o mRNA é transportado para o citoplasma e a  

proteína é então sintetizada (Huygen, 2005). Esta proteína pode ser processada 

no citoplasma da própria célula produtora e apresentada ou pode ser secretada e 

desta forma internalizada, processada e apresentada por outras APCs. 

Vacinas gênicas são potencialmente capazes de induzir resposta imune 

humoral e celular devido a sua capacidade de estimular as duas vias principais de 

processamento: a via restrita por classe II (antígenos exógenos) e a via restrita 

por classe I (antígenos endógenos). O processamento via classe I resulta em 

elevada resposta do tipo Tc, tornando este tipo de vacina particularmente atraente 

para agentes infecciosos intracelulares. O contato dos plasmídeos com as células 

dendríticas ocorre tanto por transfecção direta quanto pelo fenômeno conhecido 

como cross-priming, ou seja, internalização de vesículas apoptóticas liberadas 

pelo miócitos transfectados (Heath et al., 2004). Tem sido constatado que 

imunização intramuscular induz resposta predominantemente Th1 enquanto que 
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imunização id com gene gun polariza a resposta no sentido Th2 (Feltquate et al., 

1997). 

A capacidade destas vacinas de gerar resposta imune protetora foi 

inicialmente comprovada por Ulmer et al., (1998), através de um modelo de 

infuenza experimental. Desde então, várias publicações atestam a 

imunogenicidade e a eficácia protetora das vacinas gênicas em doenças 

infecciosas, câncer, alergia e doenças auto-imunes (Hartl et al., 2004; Kaslow, 

2004; Pavlenko et al., 2005; Prud’homme et al., 2007).   

 

1.5 – DNAhsp65 

Vários genes codificando antígenos imunodominantes de Mtb são 

investigados quanto ao seu potencial como vacinas gênicas para TB. Entre eles 

se destaca o gene que codifica a proteína de choque térmico de 65 kDa  (hsp65). 

Em camundongos infectados com Mtb, 10 a 20 % das células T específicas ao 

agente infeccioso são reativas com a hsp65 (Kaufmann et al., 1987). 

Pesquisadores do Centro de Pesquisas em Tuberculose da Faculdade de 

Medicina de Ribeirão Preto (CPT- FMRP-USP) têm avaliado uma vacina gênica 

para tuberculose, baseada justamente no gene que codifica a proteína de choque 

térmico de 65kDa de Mycobacterium leprae (pVAXhsp65). Camundongos BALB/c 

imunizados por via intramuscular, com esta vacina gênica apresentaram elevada 

produção de IFNγ e baixos níveis de IL-4, indicando uma estimulação preferencial 

de células tipo Th1 (Bonato et al., 1998). Observou-se também produção de 

anticorpos específicos anti-hsp65, intensa resposta linfoproliferativa de células de 

baço estimuladas com hsp65 recombinante (Lowrie et al., 1997), aumento na 

freqüência de células hsp65 reativas nos linfonodos e produção de células de 

memória (Bonato et al., 1998, Silva et al., 1999). Além disso, esta vacina 

desencadeou resposta imune protetora na TB experimental murina (Lowrie et al., 

1999). 

Outra alternativa vacinal investigada no CPT é a estratégia denominada 

prime-boost. Os protocolos de imunização do tipo prime-boost consistem na 

administração do mesmo antígeno em vetores diferentes. A exposição ao 

antígeno no primeiro vetor prima a resposta imune, enquanto que uma re-

exposição ao mesmo antígeno, num segundo vetor, amplifica a resposta. Neste 

caso, a administração da proteína hsp65 micobacteriana presente no BCG e de 
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seu gene inserido na vacina de DNA se caracteriza como uma estratégia de 

prime-boost. Relatos da literatura sugerem que esta estratégia seja promissora na 

TB experimental (Ferraz et al., 2004; Mollenkopf et al., 2004). Além disso, 

publicação recente do CPT demonstrou que a utilização de prime-boost 

heterólogo BCG intra-nasal / DNAhsp65 im foi mais eficiente na proteção contra a 

infecção murina por M. tuberculosis se comparado a uma imunização somente 

com BCG intra-nasal ou com apenas 3 doses de DNAhsp65. Essa proteção foi 

observada através da detecção de menor carga bacteriana, da preservação do 

parênquima pulmonar e do aumento da imunogenicidade da vacina DNAhsp65 

(Gonçalves et al., 2007). 

 

1.6 – Efeito imunomodulador de vacinas para tuberculose em doenças 
autoimunes 

Apesar do potencial profilático dessa vacina (DNAhsp65), existe uma 

grande preocupação no que concerne à sua segurança, devido à 

imunodominância deste antígeno e à homologia existente entre proteínas de 

choque térmico microbianas e humanas (Jones et al., 1993). Relatos indicam que 

a hsp60 humana está envolvida em várias doenças inflamatórias e autoimunes 

como diabetes insulino-dependente, artrite reumatóide, glomerulonefrite, doença 

de Hashimoto e esclerose múltipla (Lamb et al., 1989; Jones et al., 1993).  Nesse 

contexto, nosso grupo passou a estudar inicialmente o papel da vacina DNAhsp65 

na modulação de doenças autoimunes, utilizando modelos experimentais de 

artrite induzida por pristane em camundongos selecionados para elevada e baixa 

resposta inflamatória e diabetes mellitus em camundongos NOD. Os resultados 

obtidos até o momento apontam para um efeito protetor desta preparação vacinal, 

tanto na artrite quanto no diabetes experimental (Santos-Junior et al., 2005; 

Santos-Junior et al., 2007). 

De modo semelhante, outros relatos da literatura também apontam para a 

utilização de vacinas gênicas com ação imunomoduladora em doenças 

autoimunes, como a artrite adjuvante. A artrite adjuvante é uma doença 

autoimune experimental induzida pela imunização de ratos Lewis com M. 

tuberculosis associado ao Adjuvante Incompleto de Freund. Essa artrite 

experimental é um modelo bem aceito de artrite reumatóide em humanos. 

Segundo Ragno et al., (1997), ratos Lewis imunizados por via intramuscular com 
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vacina de DNA, cujo inserto codifica a proteína de choque térmico micobacteriana 

de 65kd (hsp65), apresentaram resistência à indução posterior de artrite 

adjuvante. Posteriormente, Quintana et al., (2002) verificaram inibição da artrite 

adjuvante em ratos Lewis pela administração de uma vacina de DNA codificando 

a hsp60 humana, que resultou em aumento da produção de IFN-γ e TGF-β1 por 

células T estimuladas com hsp60. Quintana et al., (2003) demonstraram que uma 

vacina de DNA que codifica fragmentos da proteína hsp60 humana também inibiu 

a indução de artrite adjuvante em ratos Lewis. Esta resposta regulatória à 

vacinação com hsp60 humana ou fragmentos, incluiu tanto um padrão de 

resposta Th1, pela secreção de IFN-γ, quanto Th2/Th3, pela secreção de IL-10 e 

TGF-β1. Esse mesmo grupo verificou que a imunização de ratos Lewis com 

vacinas de DNA, codificando hsp70 ou hsp90 humanas, também inibia o 

desenvolvimento de artrite adjuvante. Esta proteção estava associada com 

alteração da resposta das células T artritrogênicas de um padrão Th1 para um 

padrão Th2/Th3 (Quintana et al., 2004). 

A vacinação com BCG também tem sido descrita como capaz de suprimir 

alguns processos autoimunes. Um primeiro relato de que o BCG poderia ser 

utilizado para proteção da artrite adjuvante foi publicado por van Eden et al., em 

1988. Nesse estudo foram isoladas linhagens de células T artritogênicas para 

demonstrar que antígenos do M. tuberculosis contêm epítopos de reatividade 

cruzada com auto-antígenos presentes nas cartilagens das articulações. A 

administração desses antígenos a ratos induziu resistência a indução posterior de 

artrite. Posteriormente, essa seqüência de aminoácidos foi caracterizada como 

sendo uma porção peptídica da proteína de choque térmico de 65kDa (hsp65) do 

BCG e conferiu proteção completa a ratos Lewis contra indução de artrite 

adjuvante por M. tuberculosis (Yang et al., 1990). Além disso, a administração de 

BCG por via oral também inibiu significativamente o desenvolvimento dessa 

doença em ratos susceptíveis (Bersani-Amado et al., 1990).  

Alguns estudos também propõem o emprego do BCG na prevenção do 

diabetes experimental. O diabetes mellitus tipo I é uma doença causada pela 

destruição imunológica das células beta pancreáticas. Uma única administração 

intravenosa de BCG suprimiu a insulite e manifestações do diabetes em 

camundongos NOD (Harada et al., 1990). Um estudo mais recente também 

mostrou redução da insulite e manifestações do diabetes em um modelo de 
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indução com baixas doses de estreptozotocina (Baik et al., 1999). O mecanismo 

de proteção induzido pelo BCG no diabetes experimental vem sendo estudado. 

Qin et al., (2004) sugerem que a imunização com BCG bloqueia a destruição 

autoimune pela indução de apoptose de células T diabetogênicas através da 

produção de TNF-α e IFN-γ e pela via Fas – Fas ligante. 

A utilização do BCG na proteção contra a EAE também vem sendo 

investigada. Segundo O’Connor et al. (2005), camundongos infectados com BCG 

apresentaram uma sintomatologia clínica mais branda da EAE, se comparada aos 

animais não infectados com BCG. Os camundongos doentes infectados com BCG 

também apresentaram nível significativamente aumentado de apoptose de células 

TCD4+ encefalitogênicas em relação aos animais com EAE não infectados com 

BCG.  Outros autores sugerem que essa infecção micobacteriana atenue, em 

parte, a gravidade da EAE através da eliminação das células TCD4+ autoreativas 

por apoptose (Sewell et al., 2003).  

 

1.7 – Proteínas de choque térmico 
1.7.1 – Aspectos gerais e regulação da autoimunidade 

Existem diversas proteínas de choque térmico (hsps) que se classificam 

em famílias, de acordo com seu peso molecular. Fisiologicamente, as hsps 

funcionam como chaperonas, interagem com proteínas do citoesqueleto e 

modulam a ligação de hormônios esteróides a seus receptores nas células. Em 

determinadas situações de estresse, como alterações de temperatura, estímulo 

mecânico, isquemia, exposição a radicais livres e infecções, a produção de hsps é 

aumentada (Kaufmann et al., 1991).  A hsp65, como as demais hsps, é 

filogeneticamente conservada e largamente encontrada na natureza em 

organismos procarióticos e eucarióticos, sendo muito imunogênica 

(Kaufmann,1990). As hsps são moléculas-alvo em várias infecções, inclusive 

naquelas provocadas por patógenos intracelulares. São proteínas celulares 

abundantes, tem epítopos conservados, podem sensibilizar o hospedeiro 

imunologicamente e são preferencialmente processadas para apresentação 

antigênica (Kaufmann et al., 1991). Apesar do acentuado grau de conservação 

filogenética, as hsps são conhecidas como antígenos imunodominantes. Como 

dissemos anteriormente, estresse celular desencadeia produção aumentada 

destas moléculas. Isto significa que as células sob estresse produzem, processam 



                                                                                                                                             Introdução 

 

29

e apresentam grandes quantidades de epítopos de hsps, no contexto de 

moléculas de histocompatibilidade, às células T. Diferentemente do que ocorre 

com os outros autoantígenos, o sistema imune saudável possui células T e B com 

especificidade para epítopos das suas próprias hsps. Acredita-se que o 

significado fisiológico deste reconhecimento cruzado de hsps próprias esteja 

conectado com o controle de processos inflamatórios. Neste contexto, existem 

evidências de que células T regulatórias induzidas por hsp tenham a capacidade 

de suprimir processos autoimunes (van Eden et al., 2003). As primeiras 

evidências desta atividade regulatória são oriundas de modelos de artrite.  Após a 

definição da hsp60 micobacteriana como o antígeno mais relevante na artrite 

experimental em ratos (van Eden et al., 1988), várias tentativas de indução desta 

doença por imunização com hsp60 falharam. É importante ressaltar o fato de que 

essas imunizações terem induzido proteção contra indução subseqüente da 

artrite. Uma análise cuidadosa mostrou que a imunização com hsp bacteriana 

induzia células T com especificidade tanto para a proteína bacteriana quanto para 

a própria hsp de rato, ou seja, eram induzidas células T que apresentavam 

reatividade cruzada com hsp própria do hospedeiro. A transferência destas 

células ou imunização com peptídeos conservados induziu proteção (Anderton et 

al., 1995). Em estudos posteriores foi constatada a produção de IL-10 por estas 

células T, o que poderia ser responsável por seu efeito regulador. Tem sido 

proposto que a expressão aumentada e seletiva das hsp nos sítios inflamatórios, 

em função da liberação de mediadores pró-inflamatórios, seja essencial para 

atrair estas células T reguladoras para estes locais. Estas constatações 

experimentais são coerentes com alguns achados clínicos. Em crianças com 

artrite crônica, se observa uma concomitância entre a remissão da doença e o 

aparecimento de respostas T específicas para hsp60 humana (Prakken et al., 

1996). Esta modulação de quadros autoimunes é bastante promissora do ponto 

de vista terapêutico e profilático. 

 

1.7.2 – Participação da hsp65/hsp60 na EM e na EAE 

A participação da hsp65 na EAE tem sido menos investigada do que na 

artrite e no diabetes experimental. Proteínas de choque térmico são expressas 

constitutivamente em várias células do SNC (oligodendrócitos, astrócitos e 

neurônios). De maneira similar ao que ocorre em outros tecidos, sua presença 
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pode proteger as células de vários estímulos estressantes, tais como hipóxia, 

anóxia ou estimulação excessiva. Anticorpos contra hsp micobacteriana ligam-se 

em mielina e oligodendrócitos em regiões com desmielinização em pacientes com 

EM. Nestes pacientes também se observa resposta imune celular anti-hsp mais 

acentuada, principalmente no início da doença (Birnbaum,1995; Birnbaum & 

Kotilinek, 1999). A análise de células infiltrantes na EAE em ratos mostrou 

elevada freqüência de células T específicas para proteína básica e para hsp65 

(Mor & Cohen, 1992). Apesar da presença evidente de resposta anti-hsp65 na EM 

e na EAE, sua contribuição benéfica ou deletéria não foi ainda elucidada. Uns 

poucos trabalhos têm sugerido que a resposta anti-hsp possa contribuir para 

reduzir a incidência e gravidade desta doença (Birnbaum et al., 1996; Heneka et 

al., 2001). Além disso, Gao et al., (1995) avaliaram a hipótese de que a 

inflamação do SNC na EAE esteja associada com alteração da expressão de 

proteínas de choque térmico. Este trabalho demonstrou que a medula espinhal de 

camundongos normais apresentava imunorreatividade à hsp60 apenas nas 

mitocôndrias onde sua expressão é constitutiva. Em animais com EAE ocorreu 

um aumento na expressão de hsp65. Na fase aguda, este aumento esteve 

relacionado com células infiltrantes, enquanto que na fase crônica, esta 

expressão esteve associada aos componentes do SNC, como oligodendrócitos e 

astrócitos. Outro aspecto da patogenia tanto da EAE quanto da EM é a morte de 

oligodendrócitos, que são células produtoras de mielina. A destruição dessas 

células pode estar relacionada à expressão de proteínas de choque térmico, 

principalmente hsp60, reconhecidas por células T gama-delta, que têm sido 

localizadas nas lesões crônicas e que possuem atividade citolítica (Raine, 1994). 

No seu conjunto, os dados existentes na literatura sugerem que esta 

vacina genética para TB, seja ela administrada isoladamente ou associada ao 

BCG, não deva exacerbar a EAE. Entretanto, é importante que esta suposição 

seja investigada e comprovada em termos experimentais. Além disto, a 

associação BCG / DNA poderá ter um resultado diferente do previsto em bases 

teóricas, uma vez que BCG por via intradérmica e DNAhsp65 por via intra-

muscular são fortes indutores de resposta imune celular que é justamente o tipo 

de resposta imune envolvido na EM / EAE.  

Por outro lado, baseado em resultados anteriores que verificaram um 

efeito protetor da imunização com a vacina gênica DNAhsp65 em outros dois 
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modelos de doenças autoimunes, artrite e diabetes experimental, a inoculação de 

DNAhsp65 ou da associação BCG / DNAhsp65 poderia resultar em um efeito 

protetor na encefalite autoimune experimental.  
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2 – Objetivos 
 

2.1 – Objetivo Geral 

 

Avaliar o efeito (proteção, exacerbação ou inocuidade) de estratégias 

vacinais para tuberculose nas características clínicas, imunológicas e 

histopatológicas da EAE em ratos Lewis, que é considerada um modelo para o 

estudo da esclerose múltipla humana. 

 

2.2 – Objetivos específicos: 

 

1- Caracterizar a resposta imune específica, humoral e celular, 

desencadeada pela vacina gênica para tuberculose (DNAhsp65) em 

ratos Lewis. 

2- Avaliar o efeito imunomodulador do protocolo clássico de 

imunização com DNAhsp65 (3 doses / via im) nas características 

clínicas, histológicas e imunológicas da EAE. 

3- Avaliar o efeito imunomodulador da estratégia vacinal: BCG (1 dose 

/ via subcutânea) / DNAhsp65 (2 doses / via im), nas características 

clínicas, histológicas e imunológicas da EAE. 
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3 – Material e Métodos 
 

3.1 – Delineamento experimental geral  

O efeito das estratégias vacinais no desenvolvimento da EAE foi 

investigado pela imunização prévia dos animais com DNAhsp65 ou BCG / 

DNAhsp65, seguido de indução de EAE com mielina emulsificada em Adjuvante 

Completo de Freund (ACF). Como os ensaios pré-clínicos feitos com esta vacina 

até o momento incluíram somente camundongos e cobaias, era importante que 

fosse comprovada a imunogenicidade da mesma em rato Lewis. Para isto, foram 

utilizadas diferentes doses de DNAhsp65 para induzir resposta imune, a qual foi 

avaliada pela produção de anticorpos e citocinas (protocolo I). A dose da vacina 

que induziu resposta imune significativa nos animais foi utilizada nos protocolos II 

e III.  

 

3.2 – Animais 

Foram utilizados ratos Lewis (fêmeas) com 4-6 semanas de idade, 

provenientes do CEMIB – UNICAMP / Campinas, com peso corporal entre 120 e 

150 g. Os animais foram alojados em caixas plásticas com água e alimentos ad 

libitum. Os experimentos foram realizados segundo os regulamentos do Comitê 

de Ética em Experimentação Animal da Faculdade de Medicina – UNESP / 

Botucatu. 

 

3.3 – Purificação do DNA (vetor e vacina) 

 A purificação dos plasmídeos utilizados na imunização foi realizada seguindo-

se o protocolo do KIT CONCERT HIGH PURITY (Life Technologies), que utiliza 

colunas de resina de troca iônica para a purificação do DNA. Resumidamente, colônia 

isolada de E. coli  transformada foi cultivada durante 6-8 horas sob agitação, em meio 

LB Broth (Difco/Becton & Dickinson) contendo canamicina. A partir de diluição 

1:1000 deste crescimento foi iniciada cultura para obtenção de massa bacteriana. A 

massa bacteriana foi lisada por adição de tampão de lise alcalina, seguida de tampão 

de neutralização. Após centrifugação, o sobrenadante foi aplicado em coluna de 

sepharose e o plasmídeo retido foi eluído e, posteriormente, precipitado com 

isopropanol. O sedimento contendo o DNA foi ressuspenso em água estéril e 
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quantificado em Gene Quant (Pharmacia).  Alíquotas de vetor (pVAX) e vacina 

(pVAXhsp65) foram digeridos com enzimas de restrição e aplicados em gel de 

agarose 1% para verificar  a qualidade e pureza das construções. Este material foi 

fornecido pelo Centro de Pesquisas em Tuberculose da Faculdade de Medicina 

de Ribeirão Preto (CPT- FMRP-USP) com o qual temos um intercâmbio científico. 

 

3.4 – Imunização com DNA 

Os animais do protocolo I receberam 3 doses de DNA (vetor ou vacina) em 

diferentes concentrações (100 ou 300 μg). Cada animal do protocolo II recebeu 3 

doses de DNA (vetor ou vacina) na concentração de 300 μg. Cada animal do 

protocolo III recebeu 2 doses de DNA (vetor ou vacina) na concentração de 300 

μg. Cada dose (100 μL) de DNA continha 25% de sacarose e foi administrada no 

músculo quadríceps (50 μL no direito e 50 μL no esquerdo). O intervalo entre as 

doses foi de 15 dias.  

 

3.5 – Imunização com BCG 

Cada animal do Protocolo Experimental III recebeu 1 dose de BCG (0,1 

mL) por via subcutânea (sc) contendo 2 a 10x105 unidades formadoras de colônia 

(UFC) na base da cauda (Itil et al., 2006). 

  

3.6 – Obtenção de hsp65 recombinante (rhsp65) 

Escherichia coli DH5α contendo o plasmídeo que codifica a hsp65 foi 

submetida à indução com IPTG (isopropil-tio-β-D-galactosídeo). Após a indução, 

as bactérias foram centrifugadas e o sedimento lavado três vezes com tampão CE 

(citrato de sódio 30 mM, EDTA 10 mM, pH 6,0). O sedimento foi ressuspenso em 

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

bactérias foram lisadas em sonicador em banho de gelo. O material foi 

centrifugado e o sobrenadante precipitado com sulfato de amônio 1 M em banho 

de gelo, por 30 minutos. O material precipitado foi ressuspenso em tampão Tris-

HCl (40 mM / NaCl 20 mM, pH 7,0) e dialisado contra o mesmo tampão. A 

proteína obtida foi esterilizada por filtração, quantificada, aliquotada e 

armazenada a -70ºC. Este material foi fornecido pelo Centro de Pesquisas em 



                                                                                                                                Material e Métodos 

 

37

Tuberculose da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto (CPT- FMRP-USP) com 

o qual temos um intercâmbio científico. 

 

3.7 – Cultura de células 

No protocolo I, os animais foram sacrificados 15 dias após o término da 

imunização com DNA.  Nos protocolos II e III, os animais foram sacrificados na 

fase de recuperação da doença, ou seja, logo após o desaparecimento dos 

sintomas clínicos. Baço e linfonodos regionais (linfonodos poplíteos e inguinais) 

foram coletados para preparo de culturas celulares. Os órgãos foram 

divulsionados e as células centrifugadas e ressuspensas em meio RPMI contendo 

gentamicina, soro bovino fetal e L-glutamina. As células de baço (5 x 106 

células/mL) e linfonodos (2,5 x 106 células/mL), foram distribuídas em  placas de 

cultura e estimuladas com rhsp65 (10 μg/mL de cultura), mielina (10 μg/mL de 

cultura) e concanavalina A (5 μg/mL de cultura). Após incubação por 48 horas, a 

37ºC, em estufa de CO2, os sobrenadantes das culturas foram coletados e 

estocados a –70ºC para posterior dosagem de citocinas. 

 

3.8 – ELISA para detecção de citocinas 

Os sobrenadantes das culturas de baço e linfonodo dos protocolos I, II e III 

foram avaliados quanto à produção de IFN-γ, TNF-α, IL-4 e IL-10. Placas de 96 

poços (Nunc) foram recobertas com solução contendo anticorpo purificado de 

captura anti-IFN-γ, anti-TNF-α, anti-IL-4 ou anti-IL-10 de rato (R&D Systems), 

diluídos em tampão PBS na concentração 2 μg/mL, 4 μg/mL, 2 μg/mL e 4 μg/mL, 

respectivamente. As placas foram incubadas à temperatura ambiente durante 

uma noite. Após sucessivas lavagens com solução PBS – Tween 20 (0,05%) foi 

adicionada 300 μL da solução de bloqueio, constituída de PBS contendo 1% de 

albumina bovina (Sigma), com incubação por 2 horas, a temperatura ambiente. As 

placas novamente lavadas foram incubadas por duas horas, a temperatura 

ambiente, com as amostras e com as respectivas curvas de citocinas, diluídas na 

base 2 em tampão PBS contendo 1% de albumina bovina. Decorrido o tempo de 

incubação, as placas foram lavadas e incubadas com os anticorpos anti-IFN-γ, 

anti-TNF-α, anti-IL-4 ou anti-IL-10 de rato biotinilados na concentração 150 ng/mL, 

100 ng/mL, 50 ng/mL e 100 ng/mL, durante 2 horas, à temperatura ambiente. 
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Posteriormente, seguiu-se a incubação com estreptoavidina diluída 1:200 em 

tampão PBS contendo 1% de albumina bovina, durante 20 minutos, a temperatura 

ambiente. As placas foram lavadas e reveladas com ortofenilenodiamina (OPD - 

Sigma). A reação foi interrompida por adição de H2SO4 2N e a leitura realizada 

em 492 nm. O nível de detecção das citocinas foi de 19,5 pg/mL para o IFN-γ; 

31,25 para o TNF-α; 15,6 para a IL-4 e 31,25 para a IL-10. 

 

3.9 – ELISA para detecção de anticorpos (anti-hsp65 e anti-mielina) 

Soros dos animais do protocolo experimental I foram utilizados para a 

detecção de anticorpos específicos anti-hsp65 e os soros dos animais dos 

protocolos II e III foram utilizados para a detecção de anticorpos específicos anti-

hsp65 e anti-mielina. Placas de 96 poços foram recobertas com 100 μL/poço da 

proteína rhsp65 ou mielina na concentração de 5 μg/mL, diluída em tampão de 

ligação (Na2CO3 17 mM, NaHCO3 9,6 mM, pH 9,6) e incubadas a 4ºC, durante 

uma noite. Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes com PBS/Tween 20 

0,05% e bloqueadas com 300 μL por poço de PBS / Tween 20 0,05% e soro fetal 

bovino 10%. As placas foram incubadas por uma hora, a 37ºC e lavadas 

novamente. As amostras de soro foram diluídas 1/10 e 1/50 (rhsp65) e 1/1000 e 

1/5000 (mielina) em tampão de bloqueio e incubadas a 4°C, por uma noite. As 

placas novamente lavadas foram incubadas por mais uma noite, a 4ºC com 100 

μL por poço de anticorpo biotinilado anti-IgG1 ou anti-IgG2b de rato (Oxford 

Biotechnology) diluído em tampão de bloqueio na concentração de 500 ng/mL e 

250 ng/mL, respectivamente. Após incubação seguida de lavagem das placas, as 

mesmas foram incubadas com 100 μL por poço de complexo estreptavidina-

peroxidase (StrepAB - Dako Corporation) diluído em tampão de bloqueio, sob o 

abrigo da luz, por 30 minutos, a temperatura ambiente. A reação colorimétrica foi 

revelada com 100 μL por poço de solução de OPD (Sigma) e a reação 

interrompida com a adição de 50 μL por poço de H2SO4 2N. A absorbância foi 

determinada em leitor de ELISA a 492 nm. 

 

3.10 – Indução de EAE 

Nos protocolos II e III, ratos Lewis foram imunizados com 50 μL de uma 

emulsão contendo volumes iguais de proteína básica de mielina (MBP / Sigma) 
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diluída em salina (25 μg) e Adjuvante Completo de Freund contendo 

Mycobacterium butyricum (5 mg/mL).  

 

3.11 – Avaliação do escore clínico 

Os animais foram pesados e inspecionados quanto aos sinais clínicos da 

doença diariamente. A gravidade da doença foi definida segundo a seguinte 

escala: 0 = normal; 1 = cauda parcialmente frouxa; 2 = cauda frouxa; 3 = 

paraparesia moderada, perda da tonicidade do movimento; 4 = paraplegia; 5 = 

moribundo ou morte. 

 

3.12 – Análise histopatológica 

Para a análise histológica, as amostras de cérebro e medula espinhal 

(cervical, torácica e lombar) foram obtidas 20 dias após imunização com mielina. 

Fragmentos de cérebro e medula espinhal foram removidos e fixados em solução 

de formol tamponado 10% e embebida em Paraplast. Cortes de 5 μm foram 

obtidos e corados com hematoxilina / eosina (H&E) segundo procedimento 

padrão. As análises foram analisadas em um microscópio Leica.  

A comparação do processo inflamatório no SNC dos diferentes grupos foi 

feita através de inspeção visual. O critério utilizado para a escolha da região a ser 

documentada fotograficamente foi a de ser a mais inflamada em toda a lâmina a 

qual continha quatro cortes. 

 

3.13 – Análise estatística 

Para as variáveis paramétricas, os valores obtidos foram apresentados em 

média ± erro padrão da média (EPM) e as comparações entre os grupos foram 

feitas pelo teste t de Student ou análise de variância (ANOVA) seguida pela 

análise comparativa de Tukey. Para as variáveis não paramétricas, os valores 

obtidos foram apresentados em mediana e intervalo interquartílico e as 

comparações entre os grupos foram feitas pelo teste de Mann-Whitney ou 

Kruskal-Wallis. O nível de significância adotado foi de 5%.  

Os dados foram analisados pelo pacote estatístico SigmaStat for Windows 

version 2.0 1995, Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA.  
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4 - Protocolos Experimentais e Resultados 
 

Para atingir os três objetivos definidos anteriormente, utilizamos, 

respectivamente, os protocolos experimentais 1, 2 e 3, esquematizados a seguir. 

Com a intenção de facilitar o entendimento dos resultados, os mesmos serão 

sempre precedidos dos respectivos protocolos utilizados. 

 

4.1 – Protocolo Experimental I 

 

Objetivo: Caracterizar a resposta imune específica, humoral e celular, 

desencadeada pela vacina gênica para TB (DNAhsp65) em ratos Lewis. 

Cinco grupos experimentais (3 a 5 animais por grupo). 
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4.1.1 – Resultados do Protocolo Experimental I 
 

A. Resposta imune induzida pela vacinação com DNAhsp65 

 

A produção de anticorpos específicos para hsp65 foi dependente da 

concentração de DNAhsp65 administrada. Somente a maior dose da vacina (300 

μg) foi capaz de induzir níveis significativos de IgG2b. O vetor, mesmo na maior 

concentração, não induziu produção de anticorpo específico para hsp65. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1: Produção de anticorpos em ratos Lewis imunizados com 300 μg de 

pVAXhsp65. As dosagens foram feitas por ELISA em amostras de soro diluídas 

1/10. Os resultados da produção de IgG1 (a) e IgG2b (b) de animais imunizados 

com pVAXhsp65 representam a mediana (25 – 75%) de 3 a 5 animais por grupo.* 

p<0.05 em comparação com os grupos salina e pVAX. 
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Não detectamos IL-4 e IL-10 nas culturas de células esplênicas de ratos 

imunizados com as doses de 100 μg ou 300 μg de pVAXhsp65 (dados não 

mostrados). No entanto, a produção de IFN-γ foi claramente dependente da dose 

de DNAhsp65. Em ratos imunizados com a menor concentração de DNA, os 

níveis de IFN-γ induzidos por rhsp65 foram discretamente maiores no grupo 

vacinado comparado aos grupos vetor e controle, mas essa diferença não foi 

significativa (dados não mostrados). 

Em ratos imunizados com a maior dose da vacina, a produção de IFN-γ por 

células esplênicas após estimulação in vitro com rhsp65 foi significativamente 

maior nos animais vacinados em comparação com os animais inoculados com 

vetor ou salina (figura 2a). 

A produção de IFN-γ induzida por estimulação de células esplênicas in vitro 

com ConA foi similar nos diversos grupos experimentais imunizados com a maior 

concentração de DNAhps65 (figura 2b). 

Nas culturas celulares não estimuladas não houve produção de IFN-γ, TNF-

α e IL-10 (dados não mostrados). 
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Figura 2: Produção de IFN-γ em ratos Lewis imunizados com 300 μg de 

pVAXhsp65. As células esplênicas foram estimuladas in vitro com rhsp65 (a) e 

ConA (b). Os resultados representam a média de 3 a 5 animais por grupo ± erro 

padrão da média (EPM). * p<0.05 em comparação com os grupos salina e pVAX.  
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Não houve produção de TNF-α por células esplênicas estimuladas in vitro 

com rhsp65 nos grupos imunizados com a menor dose de DNAhsp65 (dados não 

mostrados). Em ratos imunizados com a maior concentração de DNA, os níveis 

de TNF-α induzidos por rhsp65 permaneceram abaixo do nível de detecção do 

ensaio que é de 15 pg/mL (figura 3a). 

Nos animais imunizados com a maior dose de DNAhsp65 a produção de 

TNF-α induzida por estimulação de células esplênicas in vitro com ConA foi 

similar nos diversos grupos experimentais (figura 3b). Já os níveis de TNF-α 

produzidos por células de linfonodo também estimuladas in vitro com ConA foram 

significativamente maiores no grupo vacinado comparado aos grupos vetor e 

salina  (figura 3c). 
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Figura 3: Produção de TNF-α em ratos Lewis imunizados com 300μg de 

pVAXhsp65. Células esplênicas estimuladas in vitro com rhsp65 (a) e ConA (b). 

Células de linfonodo estimuladas in vitro com ConA (c).Os resultados 

representam a média de 3 a 5 animais por grupo ± EPM. * p<0.05 em 

comparação com os grupos salina e pVAX. 
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Em ratos imunizados com a maior concentração de DNA, não houve 

produção de IL-10 por células de linfonodo estimuladas in vitro com rhsp65 

(dados não mostrados). Os níveis de IL-10 produzidos por estas células 

estimuladas in vitro com ConA foram discretamente maiores no grupo vacinado 

comparado ao grupo salina (figura 4). 
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Figura 4: Produção de IL-10 em ratos Lewis imunizados com 300 μg de 

pVAXhsp65. As células de linfonodo foram estimuladas in vitro com ConA. Os 

resultados representam a média de 3 a 5 animais por grupo ± EPM. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                 Protocolos Experimentais e Resultados 

 

48

4.2 – Protocolo Experimental II 
 
Objetivo: Avaliar o efeito imunomodulador do protocolo clássico de 

imunização com DNAhsp65 (3 doses / via im) nas características clínicas, 

histológicas e imunológicas da EAE. 

Cinco grupos experimentais (3 animais por grupo). 
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4.2.1 – Resultados do Protocolo Experimental II 
 

A. Efeito da vacinação com DNAhsp65 na resposta imune anti-mielina 

 

A imunização com mielina associada ao ACF desencadeou produção 

significativa de anticorpos específicos, tanto IgG1 quanto IgG2b. Os níveis de 

IgG1 foram significativamente mais elevados do que os de IgG2b específicos. A 

inoculação prévia de DNAhsp65 diminuiu significativamente os níveis de IgG1 

mas não de IgG2b anti-mielina (figura 5). 
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Figura 5: Efeito da imunização prévia com pVAXhsp65 na produção de IgG1 (a) e 

IgG2b (b) anti-mielina. As dosagens foram feitas por ELISA em amostras de soro 

diluídas 1/5000. Os resultados representam a mediana (25 – 75%) de 3 animais 

por grupo. * p<0.05 em comparação com o grupo salina. 
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A produção de IFN-γ por células esplênicas oriundas de animais com EAE, 

reestimuladas in vitro com mielina é significativa, comparativamente ao grupo 

controle (sem EAE), mas não é afetada pela inoculação prévia de vetor ou vacina 

(figura 6a). Após reestímulo in vitro destas células com ConA também se observa 

produção significativa de IFN-γ, como esperado. Porém a inoculação prévia de 

vetor ou vacina diminuiu significativamente estes níveis de IFN-γ. É importante 

ressaltar, entretanto, que os níveis de IFN-γ produzidos por células esplênicas de 

animais com EAE já são menores do que os níveis desta citocina detectados em 

animais do grupo controle, ou seja, sem EAE (figura 6b). 

Quanto à produção de TNF-α por animais submetidos à indução de EAE, 

observamos uma baixa detecção desta citocina em culturas de células esplênicas 

estimuladas in vitro com mielina. Além disso, a inoculação prévia de pVAX ou 

pVAXhsp65 não alterou a produção dessa citocina (figura 7a). Já em culturas 

estimuladas com ConA, os animais previamente imunizados com DNAhsp65 

apresentaram uma diminuição discreta, porém não significativa dos níveis de 

TNF-α (figura 7b). 

A inoculação de mielina associada ao ACF também desencadeou produção 

significativa de IL-10 por células de linfonodo estimuladas in vitro com mielina ou 

ConA. A imunização prévia com DNAhsp65, nesses animais submetidos à 

indução de EAE, reduziu os níveis desta citocina tanto em culturas estimuladas 

com mielina (figura 8a) quanto com ConA (figura 8b). 

Nas culturas celulares não estimuladas não ocorreu produção de IFN-γ, 

TNF-α e IL-10 (dados não mostrados). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                 Protocolos Experimentais e Resultados 

 

52

0

40

80

120

160

200

Salina Salina pVAX pVAXhsp65

IF
N

-g
am

a 
(p

g/
m

L)

 
 

 

0

1000

2000

3000

4000

5000

Salina Salina pVAX pVAXhsp65

IF
N-

ga
m

a 
(p

g/
m

L)

 
 

 

 

Figura 6: Efeito da imunização prévia com pVAXhsp65 na produção de IFN-γ em 

ratos Lewis submetidos à indução de EAE. Células esplênicas estimuladas in vitro 

com mielina (a) e ConA (b). Os resultados representam a média de 3 animais por 

grupo ± EPM. *p<0.05 em comparação com os grupos com EAE. 
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Figura 7: Efeito da imunização prévia com pVAXhsp65 na produção de TNF-α em 

ratos Lewis submetidos à indução de EAE. Células esplênicas estimuladas in vitro 

com mielina (a) e ConA (b). Os resultados representam a média de 3 animais por 

grupo ± EPM. 
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Figura 8: Efeito da imunização prévia com pVAXhsp65 na produção de IL-10 em 

ratos Lewis submetidos à indução de EAE. Células de linfonodo estimuladas in 

vitro com mielina (a) e ConA (b). Os resultados representam a média de 3 animais 

por grupo ± EPM.  
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B. Efeito da vacinação com DNAhsp65 no desenvolvimento clínico da 
EAE 

 

A vacinação prévia com DNAhsp65 não afetou a perda de peso dos 

animais com EAE, tanto na fase aguda quanto na fase de remissão da doença 

(figura 9a). A porcentagem de perda de peso foi similar nos diferentes grupos com 

EAE, ocorrendo perda de 10 a 15%, enquanto que os animais controle (sem EAE) 

tiveram um ganho de peso de 1 a 4% (figura 9b).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



                                                                                                 Protocolos Experimentais e Resultados 

 

56

100

120

140

160

180

200

220

Salina Salina pVAX pVAXhsp65

P
es

o 
(g

)

Aguda
Remissão

 
 

-16

-12

-8

-4

0

4

8

Salina Salina pVAX pVAXhsp65

Pe
rd

a 
de

 p
es

o 
(%

)

 
 

 

Figura 9: Efeito da DNAhsp65 na evolução do peso corpóreo de ratos Lewis 

submetidos à indução de EAE, por inoculação de MBP emulsificada em ACF. O 

peso corpóreo foi avaliado diariamente. O pico da fase aguda ocorreu no 14º dia 

após a indução da EAE, período correspondente ao escore clínico médio máximo. 

A fase de remissão ocorreu no 20º dia após a indução da EAE, período 

correspondente ao desaparecimento da sintomatologia clínica. Média do peso dos 

animais ± EPM (a). Média da porcentagem de perda de peso dos animais ± EPM 

(b). 
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A vacinação prévia com DNAhsp65 não afetou claramente a progressão do 

escore clínico dos animais com EAE (figura 10). Todos os animais tratados com 

salina chegaram ao escore 3. Entre os animais previamente imunizados com 

vetor, 1 animal alcançou o escore 4, 1 animal atingiu o escore 3 e 1 animal 

chegou apenas ao escore 2. Já nos animais imunizados com vacina, apenas 1 

animal atingiu o escore 3 e dois animais restantes alcançaram o escore 2. 

 

 

 

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

3,5

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dias após indução da EAE

Es
co

re
 c

lín
ic

o

Salina Salina EAE pVAX EAE pVAXhsp65 EAE
 

 

 

Figura 10: Efeito da DNAhsp65 no escore clínico de ratos Lewis submetidos à 

indução de EAE, por inoculação de MBP emulsificada em ACF. O escore clínico 

dos animais foi avaliado diariamente, através do grau de paralisia dos membros 

posteriores, que variam de 0 (animal normal) a 4 (paraplegia ou tetraplegia).  

Média de 3 animais por grupo. 
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C. Efeito da vacinação com DNAhsp65 no infiltrado inflamatório presente 
no cérebro e medula espinhal 

 

Os cérebros dos animais do grupo controle positivo, isto é, somente 

submetidos à indução de EAE, apresentaram focos inflamatórios típicos 

compostos por células mononuclares com localização perivascular. Além disso, 

observamos vasodilatação e presença de eritrócitos no interior dos vasos. Já os 

cortes de cérebro dos animais previamente imunizados com vetor ou vacina não 

apresentaram esses focos inflamatórios perivasculares, mantendo uma estrutura 

similar a dos animais sem o desenvolvimento de EAE (figura 11).  

As diversas porções da medula espinhal (cervical, torácica e lombar) dos 

animais do grupo controle positivo também apresentaram focos inflamatórios 

típicos, compostos predominantemente por células mononucleares localizadas ao 

redor dos vasos, além de vasodilatação e presença de eritrócitos no interior dos 

mesmos. Nos cortes de medula cervical (figura 12) e torácica (figura 13) dos 

animais do grupo controle positivo observamos presença de células 

mononucleares tanto ao redor dos vasos, quanto dispersas pelo tecido. Nos 

animais previamente inoculados com vetor ou vacina, o infiltrado inflamatório foi 

menos intenso e restrito ao redor dos vasos sanguíneos. Nos cortes de medula 

lombar, somente a imunização prévia com DNAhsp65 reduziu discretamente o 

infiltrado inflamatório perivascular (figura 14).  
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Figura 11: Efeito da inoculação prévia de pVAX e pVAXhsp65 no cérebro de 

animais submetidos à indução de EAE, por inoculação de MBP emulsificada em 

ACF. Avaliação da presença de infiltrado inflamatório no cérebro de animais 

normais (a), animais com EAE (b), animais do grupo vetor / EAE (c) e do grupo 

vacina / EAE (d). Cortes de 5 μm foram obtidos e corados com hematoxilina / 

eosina (H&E). 
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Figura 12: Efeito da inoculação prévia de pVAX e pVAXhsp65 na porção cervical 

da medula espinhal de animais submetidos à indução de EAE, por inoculação de 

MBP emulsificada em ACF. Avaliação da presença de infiltrado inflamatório na 

medula cervical de animais normais (a), animais com EAE (b), animais do grupo 

vetor / EAE (c) e do grupo vacina / EAE (d). Cortes de 5 μm foram obtidos e 

corados com hematoxilina / eosina (H&E). 
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Figura 13: Efeito da inoculação prévia de pVAX e pVAXhsp65 na porção torácica 

da medula espinhal de animais submetidos à indução de EAE, por inoculação de 

MBP emulsificada em ACF. Avaliação da presença de infiltrado inflamatório na 

medula torácica de animais normais (a), animais com EAE (b), animais do grupo 

vetor / EAE (c) e do grupo vacina / EAE (d). Cortes de 5 μm foram obtidos e 

corados com hematoxilina / eosina (H&E). 
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Figura 14: Efeito da inoculação prévia de pVAX e pVAXhsp65 na porção lombar 

da medula espinhal de animais submetidos à indução de EAE, por inoculação de 

MBP emulsificada em ACF. Avaliação da presença de infiltrado inflamatório na 

medula lombar de animais normais (a), animais com EAE (b), animais do grupo 

vetor / EAE (c) e do grupo vacina / EAE (d). Cortes de 5 μm foram obtidos e 

corados com hematoxilina / eosina (H&E). 
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D. Modulação da resposta imune anti-hsp65 pela indução de EAE 

 

Conforme demonstrado no protocolo experimental I, houve produção 

significativa de IgG2b específico para rhsp65 somente nos animais imunizados 

com 300 μg de vacina. A imunização posterior com mielina associada ao ACF 

alterou esse padrão de produção de anticorpos. Neste caso, observamos maior 

produção, apesar de não significativa, tanto de IgG1 (figura 15b) quanto de IgG2b 

(figura 15d) anti-hsp65 no grupo previamente imunizado com pVAXhsp65.  
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Figura 15: Efeito da imunização com mielina associada ao ACF na produção de 

anticorpos IgG1 (b) e IgG2b (d) anti-hsp65. Produção de IgG1 (a) e IgG2b (c) em 

ratos Lewis imunizados com 300 μg de pVAXhsp65. As dosagens foram feitas por 

ELISA em amostras de soro diluídas 1/10. Os resultados representam a mediana 

(25 – 75%) de 3-5 animais por grupo.  
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As citocinas IL-4, IL-10 e TNF-α não foram detectadas em culturas de 

células esplênicas de ratos previamente imunizados pVAXhsp65. O processo 

posterior de indução de EAE não alterou estes resultados (dados não mostrados). 

Como demonstrado no protocolo experimental I, células esplênicas de 

animais imunizados com pVAXhsp65 produziram níveis significativos de IFN-γ  

quando re-estimuladas com rhsp65 (figura 16a). A posterior indução de EAE 

reduziu significativamente os níveis dessa citocina (figura 16b) 

Em animais imunizados com pVAXhsp65, não houve detecção de IL-10 em 

cultura de células de linfonodo re-estimuladas com rhsp65 (dados não 

mostrados). Entretanto, células de linfonodo de animais com EAE produziram 

altos níveis de IL-10. Devemos ressaltar o fato da produção desta citocina ser 

significativamente menor em animais com EAE, os quais foram previamente 

imunizados com pVAXhsp65 (figura 17a).  
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Figura 16: Efeito da imunização com mielina associada ao ACF na produção de 

IFN-γ especificamente induzida por rhsp65. Células esplênicas de animais 

somente imunizados com pVAXhsp65 (a) e células esplênicas de animais 

previamente imunizados com pVAXhsp65 e submetidos à indução de EAE (b). Os 

resultados representam a média de 3-5 animais por grupo ± EPM. * p<0.05 em 

comparação com os grupos salina e pVAX.  
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Figura 17: Efeito da imunização com mielina associada ao ACF na produção de 

IL-10 especificamente induzida por rhsp65. Células de linfonodo de animais 

previamente imunizados com pVAXhsp65 e submetidos à indução de EAE. Os 

resultados representam a média de 3-5 animais por grupo ± EPM. * p<0.05 em 

comparação com os grupos salina e pVAX.  
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4.3 – Protocolo Experimental III 
 
Objetivo: Avaliar o efeito imunomodulador da estratégia vacinal: BCG 

(subcutânea) / DNAhsp65 (2 doses / via im), nas características clínicas, 

histológicas e imunológicas da EAE. 

Seis grupos experimentais (5 a 6 animais por grupo). 
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4.3.1 – Resultados do Protocolo Experimental III 
 

A. Imunogenicidade do BCG 

 

A avaliação da produção de citocinas por células de animais imunizados 

com BCG indica que este procedimento determinou alterações condizentes com 

ativação imunológica tanto específica quanto não específica. Células esplênicas 

dos animais imunizados produziram maior quantidade de IFN-γ quando 

estimuladas in vitro com ConA (figura 18a) ou com rhsp65 (figura 18c), sendo que 

neste último caso o aumento foi significativo. Células oriundas de linfonodos de 

animais imunizados e estimuladas in vitro com ConA também produziram níveis 

significativamente mais elevados de IL-10 comparativamente aos animais do 

grupo controle, ou seja, injetados com salina (figura 18b). 
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Figura 18: Efeito da imunização com BCG na produção das citocinas: IFN-γ (a e 

c) e IL-10 (b). Células esplênicas estimuladas in vitro com ConA (a) ou rhsp65 (c) 

e células de linfonodo estimuladas in vitro com ConA (b). Os resultados 

representam a média de 5 animais por grupo ± EPM. * p<0.05 em comparação 

com o grupo salina.  
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B. Imunogenicidade da DNAhsp65 

 

É importante ressaltar que a imunogenicidade da DNAhsp65 associada 

com 2 doses desta vacina, como foi o caso deste protocolo, não foi testada 

separadamente. Portanto, os resultados aqui apresentados foram avaliados na 

fase de recuperação da EAE, ou seja, após a imunização com mielina associada 

ao ACF, podendo, portanto, ter sofrido interferência desta imunização. 

A imunogenicidade da DNAhsp65 foi testada através da avaliação da 

produção de anticorpos e de algumas citocinas após estímulo in vitro com rhsp65. 

Anticorpos de classe IgG1 específicos para hsp65 foram detectados tanto nos 

animais imunizados com BCG quanto com BCG / DNAhsp65. Apesar destes 

níveis serem mais elevados no grupo BCG / DNAhsp65, esta diferença não foi 

estatisticamente significativa (figura 19a). Por outro lado, anticorpos IgG2b anti-

hsp65 estavam presentes somente no grupo BCG / DNAhsp65, atestando a 

imunogenicidade da vacina gênica utilizada (figura 19b). 

Níveis mais elevados de IFN-γ (figura 20a) e IL-10 (figura 20b) foram 

detectados em culturas de células de baço e linfonodo, respectivamente, re-

estimuladas in vitro com rhsp65. Entretanto, este aumento não foi significativo. 

 Por razões metodológicas, a detecção de IL-10 só foi possível em culturas 

de células de linfonodo. 
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Figura 19: Produção de anticorpos IgG1 (a) e IgG2b (b) anti-hsp65 em ratos 

Lewis imunizados com BCG e pVAXhsp65 e posteriormente submetidos à 

indução de EAE. As dosagens foram feitas por ELISA em amostras de soro 

diluídas 1/10. Os resultados representam a mediana (25 – 75%) de 5 a 6 animais 

por grupo. * p<0.05 em comparação com os demais grupos. 
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Figura 20: Produção de IFN-γ (a) e IL-10 (b) em ratos Lewis imunizados com 

BCG e pVAXhsp65 e posteriormente submetidos à indução de EAE. Células 

esplênicas (a) e células de linfonodo (b) foram estimuladas in vitro com rhsp65. 

Os resultados representam a média de 5 a 6 animais por grupo ± EPM.  
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C. Efeito da estratégia BCG / DNAhsp65 na resposta imune anti-mielina 

 

O possível efeito modulador das imunizações com BCG e DNAhsp65 sobre 

a resposta imune específica para mielina foi avaliado pelo nível das subclasses 

IgG1 e IgG2b específicas e pela produção de IFN-γ pelo baço e IL-10 pelos 

linfonodos após estímulo in vitro com MBP. A inoculação prévia de DNAhsp65, 

mas não a de BCG, determinou aumento não significativo nos níveis de IgG1 anti-

mielina (figura 21a). Tanto o BCG quanto a DNAhsp65 diminuíram de forma 

discreta, não significativa, os níveis de IgG2b anti-mielina (figura 21b). Para 

facilitar o entendimento deste efeito, a relação entre os níveis de IgG1 e IgG2b 

nos diferentes grupos, é mostrada na figura 21c, indicando que só a imunização 

com DNAhsp65 foi capaz de aumentar os níveis de IgG1. 

A inoculação prévia de BCG modulou de forma similar a produção de IFN-γ 

pelo baço e IL-10 pelos linfonodos (figuras 22a e 22b, respectivamente). Nos dois 

casos, após estímulo com mielina, ocorreu menor produção, embora não tenha 

sido estatisticamente significativa, destas duas citocinas. No grupo inoculado com 

BCG e DNAhsp65 este efeito inibidor foi similar. 
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Figura 21: Efeito da estratégia BCG / pVAXhsp65 na produção de anticorpos anti-

mielina em ratos Lewis submetidos à indução de EAE. As dosagens foram feitas 

por ELISA em amostras de soro diluídas 1/5000 e 1/1000 para a análise de IgG1 

(a) e IgG2b (b), respectivamente. A relação IgG1 / IgG2b está representada na 

figura 21c. Os resultados representam a mediana (25 – 75%) de 5-6 animais por 

grupo. 
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Figura 22: Efeito da estratégia BCG / pVAXhsp65 na produção de IFN-γ (a) e IL-

10 (b) em ratos Lewis submetidos à indução de EAE. Células esplênicas (a) e 

células de linfonodo (b) estimuladas in vitro com mielina. Os resultados 

representam a média de 5-6 animais por grupo ± EPM. * p<0.05 em comparação 

com os grupos com EAE. 
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D. Efeito da estratégia BCG / DNAhsp65 sobre o desenvolvimento da 
EAE 

 

O desenvolvimento da EAE foi acompanhado através de três parâmetros 

distintos: perda de peso, escore clínico e intensidade do processo inflamatório no 

SNC (cérebro e diferentes regiões da medula espinhal: cervical, torácica e 

lombar). 

Os animais dos dois grupos controle (salina e BCG) não perderam peso. 

Ao contrário, e como esperado, estes animais ganharam peso no decurso do 

experimento (figura 23a). Os quatro grupos experimentais submetidos à indução 

de EAE, independentemente do protocolo da vacinação prévia aplicada, perderam 

peso (7 a 12%). Apesar desta perda de peso ter sido menor nos grupos que 

receberam pVAX / BCG ou pVAXhsp65 / BCG (7 a 8%), a mesma não diferiu 

estatisticamente dos grupos salina e salina / BCG. 

Em relação ao escore clínico, não foram observadas diferenças 

importantes entre os grupos. Os sintomas clínicos foram observados a partir dos 

dias 9 ou 10 após a inoculação de mielina. O escore máximo foi similar e a fase 

de recuperação também ocorreu em período similar nos diferentes grupos (figura 

23b). 
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Figura 23: Efeito da estratégia BCG / pVAXhsp65 na evolução do peso corpóreo 

e escore clínico de ratos Lewis submetidos à indução de EAE. Média da 

porcentagem de perda de peso dos animais ± EPM (a). Média do escore clínico 

dos animais (b). 
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Na figura 24 são mostrados os cortes de cérebro. Como pode se observar, 

os dois grupos controles apresentam padrão histológico condizente, ou seja, 

ausência de inflamação no grupo controle injetado somente com salina (figura 

24a) e presença de processo inflamatório típico, caracterizado pela 

predominância de células mononucleares no espaço perivascular, no grupo 

controle positivo com EAE, respectivamente (figura 24b). Este mesmo padrão foi, 

como esperado, constatado nos controles dos cortes de medula cervical (figuras 

25a e 25b), torácica (figuras 26a e 26b) e lombar (figuras 27a e 27b).  

O efeito da imunização prévia com BCG ou BCG/DNA foi distinto, 

dependendo da área do SNC que foi analisada. No cérebro, as três estratégias 

(BCG, BCG / vetor e BCG / DNA) mostradas nas figuras 24c, 24d e 24e, 

determinaram redução acentuada do processo inflamatório. Nos casos das 

medulas cervical (figuras 25c, 25d e 25e) e torácica (figuras 26c, 26d e 26e) o 

processo inflamatório foi acentuado e foi, aparentemente similar ao observado no 

grupo controle correspondente (salina / EAE). Na região lombar da medula 

ocorreu menor inflamação nos grupo BCG / EAE (figura 27c) e BCG / pVAXhsp65 

/ EAE (figura 27e). No grupo BCG / pVAX / EAE, esta redução da inflamação não 

foi observada (figura 27d). 
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Figura 24: Efeito da estratégia BCG / DNAhsp65 no processo inflamatório no 

cérebro de animais com EAE. Avaliação da presença de infiltrado inflamatório no 

cérebro de animais normais (a), animais com EAE (b), animais do grupo BCG / 

EAE (c), do grupo BCG / pVAX / EAE (d) e do grupo BCG / pVAXhsp65 / EAE (e). 

Cortes de 5 μm foram obtidos e corados com hematoxilina / eosina (H&E). 
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Figura 25: Efeito da estratégia BCG / DNAhsp65 no processo inflamatório na 

porção cervical da medula espinhal de animais com EAE. Avaliação da presença 

de infiltrado inflamatório na medula cervical de animais normais (a), animais com 

EAE (b), animais do grupo BCG / EAE (c), do grupo BCG / pVAX / EAE (d) e do 

grupo BCG / pVAXhsp65 / EAE (e). Cortes de 5 μm foram obtidos e corados com 

hematoxilina / eosina (H&E). 
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Figura 26: Efeito da estratégia BCG / DNAhsp65 no processo inflamatório na 

porção torácica da medula espinhal de animais com EAE. Avaliação da presença 

de infiltrado inflamatório na medula torácica de animais normais (a), animais com 

EAE (b), animais do grupo BCG / EAE (c), do grupo BCG / pVAX / EAE (d) e do 

grupo BCG / pVAXhsp65 / EAE (e). Cortes de 5 μm foram obtidos e corados com 

hematoxilina / eosina (H&E). 
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Figura 27: Efeito da estratégia BCG / DNAhsp65 no processo inflamatório na 

porção lombar da medula espinhal de animais com EAE. Avaliação da presença 

de infiltrado inflamatório na medula lombar de animais normais (a), animais com 

EAE (b), animais do grupo BCG / EAE (c), do grupo BCG / pVAX / EAE (d) e do 

grupo BCG / pVAXhsp65 / EAE (e). Cortes de 5 μm foram obtidos e corados com 

hematoxilina / eosina (H&E). 
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5 – Discussão 
 

A tuberculose (TB) é uma doença infecciosa causada, na maioria dos 

casos humanos, pelo Mycobacterium tuberculosis (Mtb). A gravidade da TB é 

evidenciada pelas informações epidemiológicas e tem sido estimado que 2 

bilhões de pessoas, ou seja, cerca de 1/3 da espécie humana está infectada com 

o Mtb e, portanto, em risco de desenvolver a doença ativa. As estimativas mais 

recentes indicam 8,8 milhões de novos casos anuais de TB ativa e também 

prevêem que, destes, 1,6 milhões de casos evoluirão para óbito (World Health 

Organization, 2007). A imunoprofilaxia da TB é realizada pela administração da 

vacina BCG (bacilo de Calmette-Guérin), mas sua eficácia protetora é muito 

variável (Fine, 1995). Por isto, novas vacinas para TB estão sendo investigadas 

quanto ao seu potencial de proteção contra esta infecção. Entre as diferentes 

preparações vacinais se destacam as vacinas gênicas e entre elas a DNAhsp65. 

Esta vacina foi constituída pela inserção do gene que codifica a hsp65 

micobacteriana em um vetor plasmideal. Em vários relatos foi constatado o 

potencial protetor desta vacina. Entretanto, existem várias preocupações quanto à 

segurança das vacinas gênicas. Neste caso, em particular, existe a possibilidade, 

em função da elevada homologia entre a hsp65 micobacteriana e a hsp60 dos 

vertebrados, que o uso desta vacina possa desencadear ou exacerbar quadros de 

autoimunidade. Por outro lado, baseado em resultados anteriores que verificaram 

um efeito protetor da imunização com a vacina gênica DNAhsp65 em outros dois 

modelos de doenças autoimunes, a artrite e o diabetes experimental, a inoculação 

de DNAhsp65 ou da associação BCG / DNAhsp65 poderia resultar num efeito 

protetor da encefalite autoimune experimental. Neste contexto, o objetivo geral 

deste trabalho foi investigar o efeito desta vacina no desenvolvimento da 

encefalite autoimune experimental, que é um modelo de esclerose múltipla. Duas 

estratégias vacinais distintas foram testadas: 1) o protocolo clássico de vacinação 

gênica, ou seja, 3 doses de DNAhsp65 nu e 2) estratégia prime-boost heterólogo 

definida pelo priming com BCG, seguida de boosters com DNAhsp65. 

Inicialmente, testamos a capacidade desta vacina de induzir resposta 

imune em ratos Lewis. No primeiro protocolo foram testadas três doses de 

pVAXhsp65 contendo 100 μg/dose associada com sacarose 25%. Essa escolha 
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foi baseada em relato anterior de Lowrie et al., (1997), que demonstrou indução 

de resposta imune específica associada com proteção contra tuberculose 

experimental murina através deste protocolo. Mais recentemente, concentração 

similar desta vacina também foi capaz de reduzir significativamente a infecção 

com M. tuberculosis em cobaias, que são animais com peso similar ou até maior 

do que os de ratos (de Paula et al., 2007). No entanto, esse esquema de 

vacinação (3 doses de pVAXhsp65, 100 μg/dose) por via intramuscular, induziu 

apenas uma ativação discreta da imunidade celular demonstrada pelo aumento 

não significativo da produção de IFN-γ por células esplênicas reestimuladas in 

vitro com rhsp65. Esta baixa dose de DNA não foi capaz de induzir resposta 

imune humoral específica para rhsp65. Uma maior concentração da vacina (300 

μg/dose) foi então testada em função de relatos da literatura que enfatizam a 

necessidade do uso de maiores concentrações de DNA em animais maiores. 

Publicações recentes têm descrito a utilização de 150 a 300 μg de DNA para 

imunizar estes animais (Xiao et al., 2007; Yu et al., 2007). Caracterizamos, então, 

a resposta imune induzida por três doses de 300 μg de DNA pela via 

intramuscular. Nestas condições de imunização, verificamos uma produção 

significativamente maior de IFN-γ especificamente induzida por rhsp65 em 

animais imunizados com pVAXhsp65. Em relação à resposta imune humoral, 

constatamos produção significativa de anticorpos IgG2b específicos para mielina, 

mas não de IgG1. Isto é interessante porque o isotipo IgG2b tem capacidade 

opsonizante, estando associado à polarização Th1 no rato (Gracie & Bradley, 

2006). Na presente investigação, ratos normais ou ratos inoculados com pVAX 

(vetor plasmidial sem o inserto) não produziram anticorpos anti-hsp56 e IFN-γ 

após estimulação in vitro com rhsp65. Esses resultados sugerem, portanto, que a 

vacina pVAXhsp65, quando administrada por via intramuscular em ratos Lewis, 

induz uma resposta imune predominantemente celular, o que é similar aos dados 

relatados em camundongos imunizados com vacinas gênicas por esta via 

(Gurunathan et al., 2000). 

A predominância de um padrão de resposta no sentido Th1 após 

imunização com pVAXhsp65 poderia, teoricamente, contribuir para acelerar ou 

agravar a EAE. Essa suposição é baseada no fato de que ambas, EM e EAE são 

mediadas principalmente por células Th1 produtoras de IFN-γ (Mustafa et al., 
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1991; Imitola et al., 2005). Alguns relatos têm demonstrado também a presença 

de reposta imune anti-hsp65 durante o desenvolvimento da EM e da EAE 

(Birnbaum, 1995; Birnbaum & Kotilinek, 1997). Além disso, DNA bacteriano e 

oligodeoxynucleotídeos, que contêm sequências CpG, têm sido relatados como 

imunomoduladores, exacerbando os quadros de autoimunidade em modelos 

experimentais de EM (Tsunoda et al., 1999; Segal et al., 2000).  Uma investigação 

mais detalhada tem sido feita em outras patologias autoimunes como diabetes e 

artrite. Pesquisadores descreveram a presença de anticorpo anti-hsp65 no soro 

de pacientes com diabetes mellitus dependente de insulina (Takei et al., 1993). Já 

no caso da artrite, foi demonstrada a presença de células T específicas para 

hsp65 nas articulações de pacientes com artrite (Res et al., 1991). 

Observamos, inicialmente, que a evolução clínica da EAE foi similar entre 

os animais vacinados e os não vacinados, ou seja, não constatamos diferenças 

na perda de peso ou no escore clínico da EAE nestes dois grupos. Os resultados 

do escore clínico poderiam até sugerir um pequeno efeito protetor. Pensando na 

possibilidade de que este efeito pudesse ser mais acentuado na fase aguda, 

fizemos um protocolo de análise de escore clínico nesta fase. Entretanto, também 

não observamos efeito evidente. O não agravamento das manifestações clínicas 

é um achado importante, pois sugere que esta vacina não possui efeitos 

colaterais no caso desta patologia. Associado aos estudos feitos anteriormente 

pelo nosso grupo nos modelos de artrite e diabetes autoimune (Santos-Junior et 

al., 2005; Santos Júnior et al., 2007), este resultado indica que esta vacina, 

apesar de sua elevada homologia com a correspondente em mamíferos (Jindal et 

al., 1989), não foi capaz de acelerar ou exacerbar doenças autoimunes. Apesar 

de existirem várias outras doenças autorreativas, estas três são aquelas na qual a 

autorreatividade para hsp60/65 tem sido mais investigada. Neste contexto, 

entendemos que esta vacina pode ser agora explorada no sentido de ter sua 

eficácia protetora otimizada.  

A possibilidade de que estivesse ocorrendo um efeito protetor, sugerido de 

forma muito sutil pela análise do escore clínico, foi esclarecido e confirmado pela 

análise histopatológica subseqüente. Cérebro de animais previamente inoculados 

com pVAX ou pVAXhsp65 não apresentaram focos inflamatórios perivasculares, 

ou seja, o aspecto histológico foi semelhante ao de animais normais (sem o 

desenvolvimento de EAE). Nos cortes de medula cervical e torácica dos animais 
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controle com EAE observamos presença de células mononucleares dispersas 

pelo tecido. Este fato não foi observado nos animais previamente inoculados com 

vetor ou vacina, nos quais o infiltrado inflamatório foi menos intenso e restrito à 

região perivascular. Nos cortes de medula lombar, a imunização prévia com 

DNAhsp65 reduziu a intensidade do infiltrado inflamatório perivascular comparado 

ao grupo controle e pVAX. Esse mecanismo de proteção diferencial no cérebro e 

na medula espinhal não foi investigado. Gostaríamos de ressaltar, entretanto, que 

a interação de leucócitos circulantes com o endotélio de ambas as barreiras, 

hemato-encefálica e hemato-medula espinhal, têm um papel fundamental no 

processo inflamatório do SNC. Nesse contexto, diferenças nas moléculas de 

adesão, quimiocinas e outros receptores presentes nessas barreiras poderiam 

explicar esses achados (Engelhardt, 2006). Este efeito protetor foi discreto, mas 

acreditamos que o mesmo seja relevante, pois existe amplo suporte para o 

mesmo na literatura (Hauet-Broere et al., 2006). Várias evidências indicam que 

este efeito antiinflamatório da hsp60/65 é dominante, comparativamente a um 

possível efeito deletério autoimune. Estudos visando esclarecer este mecanismo 

antiinflamatório em várias doenças autoimunes indicam que a hsp60/65 tem a 

habilidade de induzir células T reguladoras capazes de suprimir o processo 

inflamatório (van Eden et al., 2005). Publicação recente sugere, inclusive, o uso 

de vacina de DNA constituída pelo gene da hsp65 como uma estratégia para a 

indução de células Treg específicas para esta proteína capazes de controlar 

doenças autoimunes (Quintana & Cohen, 2005). 

Interessantemente, esse efeito antiinflamatório está associado com um 

efeito imunomodulador tanto da resposta imune humoral quanto celular. Essa 

modulação foi caracterizada por uma redução da produção de IgG1 anti-mielina e 

da produção de IFN-γ e IL-10 em culturas de células de órgãos linfóides 

secundários. Esse efeito modulador observado pela produção de citocina pode 

explicar a redução do processo inflamatório. Embora o IFN-γ exerça um papel 

importante da imunopatogênese da EM e da EAE (Willenborg et al., 1996; Imitola 

et al., 2005; Xiao et al., 2008), estudos recentes sugerem que essa citocina 

desempenha um papel regulador (Wheeler & Owens, 2005). Essa possibilidade é 

reforçada por trabalhos empregando modelos experimentais para EM e artrite. 

Utilizando camundongos Knockout para o receptor de IFN-γ como modelo de 
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EAE, pesquisadores demonstraram que essa citocina é crucial no controle da 

doença (Willenborg et al., 1999). Esses achados foram posteriormente 

confirmados e o mecanismo de proteção foi parcialmente elucidado. O IFN-γ 

modula a inflamação no SNC através da regulação da expressão de quimiocinas 

e também aumenta a apoptose das células T infiltrantes no SNC (Tran et al., 

2000; Furlan et al., 2001). Essa capacidade regulatória do IFN-γ, em conjunto com 

o TNF-α, foi recentemente revisada por pesquisadores com ênfase na artrite 

adjuvante, que verificaram que determinadas concentrações de IFN-γ e TNF-α 

são necessárias para desencadear uma doença autoimune. No entanto, abaixo 

de certo nível, essas citocinas desencadeiam mecanismos reguladores que 

suprimem o desenvolvimento da doença (Kim & Moudgil, 2008). Nesse contexto, 

nós acreditamos que a redução da produção de IFN-γ e IL-10 observados nos 

órgãos linfóides secundários encontrados no nosso trabalho, pode ser devido a 

migração das células T produtoras dessas citocinas para o SNC, onde 

controlariam o tráfico e a apoptose das células T encefalitogênicas. 

Comparativamente aos efeitos protetores observados por nosso grupo em 

outros modelos de autoimunidade como artrite (Santos-Junior et al., 2005) e 

diabetes (Santos Júnior et al., 2007); o efeito protetor desencadeado pela 

DNAhsp65 neste modelo de EAE foi discreto. É possível que isto se deva à 

peculiaridade do modelo EAE em ratos Lewis. Neste caso a doença se 

caracteriza por uma evolução aguda acompanhada de recuperação e resistência 

a uma indução posterior da doença (Racke, 2001). Além disto, está caracterizada 

a indução de células Treg durante a evolução da doença (O’Connor & Anderton, 

2008). É possível que este efeito fosse muito mais marcante se utilizássemos 

camundongos como modelo de EM.   

Através deste protocolo inicial, observamos o efeito protetor desta vacina 

na inflamação do SNC, mas não no escore clínico. A literatura é escassa a este 

respeito, mas é descrito que a paralisia na EAE em ratos Lewis é devida ao 

edema e não ao processo inflamatório (Swanborg 2001). 

Na segunda etapa deste projeto, avaliamos o efeito do esquema prime-

boost BCG/DNAhsp65 no desenvolvimento da EAE. A inclusão deste tipo de 

avaliação foi considerada importante não só porque a manutenção do BCG no 

contexto de uma nova estratégia vacinal é altamente desejável, mas também 
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porque este protocolo mostrou efeito protetor mais acentuado do que a utilização 

só de DNAhsp65 (Orme, 2005; Gonçalves et al., 2007). Dentro deste contexto, 

avaliamos inicialmente, se as preparações vacinais empregadas neste protocolo 

estavam induzindo resposta imune ou desencadeando alterações condizentes 

com ativação imunológica. No caso da inoculação de BCG ocorreu produção 

tanto de IFN-γ quanto de IL-10. Como a IL-10 é considerada indicadora de padrão 

Th2 no rato, a produção concomitante destas duas citocinas poderia indicar a 

existência de um padrão misto Th1/Th2 nos animais injetados com BCG. Neste 

protocolo não testamos a vacina DNAhsp65 sozinha, mas sim associada ao BCG. 

Neste caso, detectamos IgG1 anti-hsp65 tanto nos animais vacinados com BCG 

quanto com BCG / DNAhsp65. A produção de anticorpos anti-hsp65 em animais 

vacinados com BCG é esperada uma vez que esta micobactéria também contém 

um gene que codifica esta proteína (Dai et al., 2004). A análise de um lisado de 

BCG revelou elevada concentração de hsp, mostrando que este gene está 

ativado e que esta proteína é liberada pela bactéria (De Bruyn et al., 2000). 

Somente nos animais vacinados com BCG/DNAhsp65 foi detectado o isotipo 

IgG2b anti-hsp65. Este resultado é coerente com os observados no primeiro 

protocolo, no qual constatamos produção significativa de anticorpos IgG2b 

específicos para rhsp65, mas não de IgG1. Em princípio, estes resultados 

sugerem que esta associação de prime-boost heterólogo (BCG/DNAhsp65) 

poderia modificar o padrão Th1 originalmente induzido pela vacina em um padrão 

misto. Realmente, em trabalho recentemente publicado, constatamos que esta 

associação utilizando BCG como priming e DNA como booster determinou um 

padrão de resposta Th1 / Th2 (Pelizon et al., 2007). É possível que este efeito 

modulador do BCG seja dependente da dose utilizada semelhante ao que parece 

ocorrer com seu efeito protetor. Segundo Tree et al., (2004) a inoculação de BCG 

intranasal protegeu os animais contra a infecção com M. tuberculosis de uma 

forma dose-dependente. Essa proteção foi evidenciada pela redução da formação 

de granulomas no pulmão. Outro trabalho mais recente demonstrou uma proteção 

eficaz contra a infecção por M. tuberculosis em cobaias após a utilização de uma 

baixa dose de BCG recombinante (Horwitz et al., 2006). A grande variabilidade 

dos resultados referentes aos níveis de IFN-γ e IL-10 dificulta a interpretação dos 

mesmos. A comparação dos diferentes grupos submetidos à indução de EAE 
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sugere um nível discretamente aumentado destas duas citocinas no grupo BCG / 

DNAhsp65, em comparação com os demais. 

Tendo constatado que as duas preparações vacinais eram dotadas de 

imunogenicidade neste modelo, avaliamos a seguir, o efeito destes protocolos na 

resposta imune induzida pela imunização com a mielina. O efeito modulador 

sobre a resposta imune humoral foi evidente: a DNAhsp65, mas não o BCG, 

determinou aumento significativo nos níveis de IgG1 anti-mielina. Este resultado 

foi considerado interessante porque poderia indicar uma modulação positiva 

preferencial para o sentido Th2 já que a IgG1 está associada com as citocinas 

produzidas por esta subpopulação (Romagnani, 2006). A variabilidade dos níveis 

de citocinas mais uma vez dificultaram o entendimento dos resultados; entretanto 

observamos um padrão similar na produção de IFN-γ e IL-10 caracterizado por 

uma diminuição destes níveis nos grupos BCG, BCG/vetor e BCG/ vacina, em 

comparação com o grupo controle salina, ou seja, não imunizado previamente. 

Em função dos mecanismos imunopatogenéticos envolvidos na EM e na EAE, 

poderíamos hipotetizar que no caso dos animais previamente vacinados com 

BCG ou DNAhsp65, esta menor produção de IFN-γ e IL-10 nos órgãos linfóides 

periféricos se deve a uma migração destas células para o SNC onde está 

ocorrendo o ataque autoimune. Esta possibilidade é corroborada por achados 

recentes publicados por Sonobe et al., (2007). Neste trabalho os autores 

verificaram a presença de células TCD4+ e TCD8+ reativas para MOG (myelin 

oligodendrocyte glycoprotein) no SNC de camundongos com encefalite em maior 

quantidade durante o pico de gravidade da doença, indicando que estas células 

possuem um papel importante no desenvolvimento da EAE. Já no baço desses 

animais foi detectada uma menor quantidade dessas células específicas para 

MOG e não houve um aumento durante o pico da doença. 

Tendo demonstrado que as imunizações prévias modulavam a resposta 

imune anti-mielina, avaliamos a seguir, o efeito sobre o desenvolvimento da EAE. 

Para isto, avaliamos os três parâmetros que são considerados mais relevantes 

para caracterizar o desenvolvimento da EAE: perda de peso, escore clínico e 

intensidade do processo inflamatório no SNC. De forma similar ao que ocorreu no 

protocolo anterior, a evolução clínica da EAE foi similar entre os animais 

vacinados e os não vacinados, pois não foram detectadas diferenças importantes 

entre os grupos. A análise histopatológica preliminar confirmou a ausência de 
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efeito colateral deletério da estratégia prime-boost, pois não foi detectado um 

aumento do processo inflamatório no SNC destes animais. No contexto de uma 

nova vacina para TB este resultado é, como o observado no protocolo III, 

relevante, pois sugere que a vacina DNAhsp65, mesmo quando administrada sob 

a forma de um esquema de prime-boost, não acelera ou agrava um quadro de 

autoimunidade no SNC. 

Como também já tínhamos observado no protocolo anterior, tanto para o 

vetor quanto para a vacina, a inflamação perivascular no cérebro foi 

significativamente diminuída pela imunização prévia com BCG, BCG / vetor e 

BCG / vacina. O tipo de análise utilizada, que consistiu em uma inspeção visual, 

não permitiu uma comparação quantitativa entre os diferentes grupos.  

Neste contexto, os resultados obtidos com estes protocolos experimentais 

são considerados bastante promissores em relação a esta vacina gênica para a 

tuberculose, visto que sugerem que a vacinação com essa construção gênica, 

isoladamente ou associada ao BCG, não acelerou ou agravou o desenvolvimento 

da EAE. Além disto, estes resultados apontam para um possível efeito protetor 

desta vacina na EAE, similar ao que descrevemos anteriormente para diabetes e 

artrite. Utilizando camundongos selecionados para uma reação inflamatória 

máxima (AIRmax), foi observado que a imunização com pVAXhsp65 ou seu vetor 

pVAX não acarretou artrite enquanto que inoculação de pristane resultou em 62% 

de incidência da doença. Além disso, administração de pVAXhsp65 após a 

inoculação de pristane reduziu significativamente a incidência de artrite nos 

animais AIRmax. Esse efeito protetor estava associado a uma redução da 

produção de IL-6 e IL-12 e concomitante aumento de IL-10 (Santos-Júnior et al., 

2005). Esta vacina também preveniu a progressão do diabetes em camundongos 

NOD, que desenvolvem, espontaneamente, insulite pancreática progressiva 

associada com elevados níveis de glicose. Este efeito, mais evidenciado com a 

imunização com pVAXhsp65 comparado a inoculação apenas do vetor (pVAX), foi 

associado a uma alteração do padrão do infiltrado celular no pâncreas. Essa 

mudança de padrão incluiu redução do infiltrado de células T CD4+ e CD8+, 

influxo de células CD25+ e aumento da marcação para IL-10 nas ilhotas (Santos-

Júnior et al., 2007). 

Além da relevância dos resultados observados em termos de continuidade 

dos estudos sobre o efeito protetor desta vacina, estes resultados estimulam uma 
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discussão importante sobre os novos rumos que poderiam ser seguidos por nossa 

equipe de pesquisa. Em função de publicações recentes sobre a participação de 

células Treg na resposta imune (Allan et al., 2008; Brusko et al., 2008)  e de dados 

mais clássicos da literatura, que mostram de forma evidente o potencial 

antiinflamatório da hsp65 (van Eden et al., 2005),  é bastante provável que a vacina 

DNAhsp65 induza células Tregs. Neste contexto uma próxima etapa seria avaliar 

estratégias vacinais, profiláticas ou terapêuticas, baseadas no efeito 

imunorregulador da hsp65 na EAE induzida por MOG em camundongos C57BL/6, 

que reproduz a cronicidade da esclerose múltipla humana. 
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7 – Anexos 
 

7.1 – Comitê de Ética 
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7.2 – Manuscrito I  

 

Immunization with pVAXhsp65 decreases inflammation and modulates 
immune response in experimental encephalomyelitis  

 

 

Abstract  

pVAXhsp65 is a new tuberculosis vaccine that contains a mycobacterial heat 

shock protein (hsp65). As theoretically it could, by molecular mimicry, trigger or 

worsen an autoimmune pathology, we investigated its effect on experimental 

autoimmune encephalomyelitis (EAE). Female Lewis rats were immunized with 

pVAXhsp65 and injected with myelin basic protein. Immunization with pVAXhsp65 

induced a specific immune response but did not change EAE clinical parameters. 

However, the vaccine decreased brain inflammation and IFN-γ and IL-10 in vitro 

production. Our data demonstrated that this vaccine does not trigger a deleterious 

effect on EAE development and also points to a potential protective effect. 
 

Keywords: Experimental Autoimmune Encephalomyelitis 

                  Rats Inbred Lew 

                  DNA vaccine 

                  Tuberculosis 

                  Heat shock protein 

 

 
1. Introduction 

 

One third of the world’s population is infected with Mycobacterium 

tuberculosis (M. tuberculosis) and this disease kills nearly 2 million people 

annually. Current approaches to tuberculosis (TB) control are expensive, have 

limited efficacy and are being overcome by the appearance of drug-resistance 

strains (Ernst et al., 2007). 

The only currently available vaccine against TB is Calmette-Guérin Bacillus 

(BCG) whose protective efficacy varies from 0 to 80% (Colditz et al., 1994; 

Andersen and Doherty, 2005). Consequently, a major effort has been done to 
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develop a new vaccine against TB. Experimental evidences indicate that DNA 

vaccines, due to their ability to induce a strong Th1 type of response, could 

contribute to TB control. Our group has previously shown that a DNA plasmid 

encoding the Mycobacterium leprae 65-kDa heat shock protein displayed both a 

prophylactic (Bonato et al., 1998) and therapeutic effect in a murine model of 

tuberculosis (Lowrie et al., 1999; Bonato et al., 2004). One of the arguments 

against taking this vaccine into clinical trial is the fact that hsp65 from M. leprae 

presents a high homology (55%) with its equivalent mammalian protein (Feige and 

van Eden, 1996). Theoretically, an anti-hsp65 immunity could trigger on worsen an 

autoimmune disease. In support of these arguments, many studies have shown 

immune responses against bacterial hsp65 in diabetes (Horváth et al., 2002), 

atherosclerosis (Keren et al., 2000) and arthritis (Cohen, 1991). 

Multiple sclerosis (ME) afflicts more than 1 million individuals worldwide. It 

is an inflammatory, demyelinating and neurodegenerative disorder of the central 

nervous system (CNS) and is widely considered to be an autoimmune disease. 

Many experimental models are available but experimental autoimmune 

encephalomyelitis (EAE) induced by immunization of rodents with myelin 

proteolipid protein, myelin basic protein (MBP) or myelin olygodendrocyte 

glycoprotein, is currently widely adopted for immunological and therapeutic 

investigations (Arnett and Viney, 2007). 

Recent findings indicate that different cell types as Th1, Th17, cytotoxic T 

cells, B cells and also T regulatory cells are involved in the inflammatory process 

present in MS and EAE (Holmøy and Hestvick, 2008). 

The contribution of the immunity against hsp60/65 in MS and EAE is less 

investigated than in other autoimmune diseases. It is know, however, that hsps are 

constitutively expressed in normal CNS (oligodendrocytes, astrocytes and 

neurons), their expression also increases during inflammation and this increase 

seems to induce a specific immune response. Interestingly, antibodies to 

mycobacterial hsp bind to normal human myelin and to oligodendrocytes in MS 

demyelinating plaques (Birnbaum and Kotilinek, 1999). A few experimental studies 

indicated that hsp has a protective effect over EAE development (Birnbaum et al., 

1996; Birnbaum et al., 1998). 

Cytokines play an important role in the pathogenesis of inflammatory 

diseases including MS. A dual contribution of IFN-γ has been described in this 
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disease. As its expression increases during the peak of the disease and 

decreases during remission, IFN-γ has been more associated with sustained 

inflammation. However, it may also have regulatory functions that become more 

apparent in its complete absence (Imitola et al., 2005; Wheeler and Owens, 2005).  

On the other hand, some cytokines as TGF-β and IL-10 play a protective 

role controlling excessive inflammation (Sojka et al., 2008). IL-10 has been clearly 

corrected with protection and recovery EAE (O’Neill et al., 2006; Prod’homme et 

al., 2007). 

In this context, the present study was designed to determine the effect of a 

previous immunization with a genetic vaccine against TB (DNAhsp65) for 

tuberculosis on experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE).     

 

 

2. Material and Methods 

 

2.1. Experimental design 

 

Female Lewis rats were immunized with pVAXhsp65. Two weeks after last 

DNA dose they were either sacrificed to characterize the induced immune 

response or submitted to EAE induction by immunization with myelin. The effect of 

previous DNA immunization on EAE was evaluated by clinical follow-up (weight 

and clinical score), histopathological analysis of the central nervous system (CNS) 

and characterization of immunity against myelin. Non-immunized and pVAX 

(empty vector) injected animals were included as control groups.   

 

2.2. Animals 

 

Female Lewis rats (4-6 weeks old) of approximately 175 g were purchased 

from CEMIB (UNICAMP, São Paulo, SP, Brazil). The animals were fed with 

sterilized food and water ad libitum and were manipulated in accordance with the 

ethical guidelines adopted by the Brazilian College of Animal Experimentation 

(COBEA). The experimental protocol was approved by the local Ethics Committee 

(CEEA). 
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2.3. Genetic vaccine construction and purification 

 

The vaccine pVAX-hsp65 was derived from the pVAX vector (Invitrogen®, 

Carlsbad, CA, USA), previously digested with BamH I and Not I (Gibco BRL, 

Gaithersburg, MD, USA) by inserting a 3.3 kb fragment corresponding to the M. 

leprae hsp65 gene and the CMV intron A. The empty pVAX vector was used as a 

control. DH5α E. coli transformed with plasmid pVAX or the plasmid carrying the 

hsp65 gene (pVAX-hsp65) were cultured in LB liquid medium (Gibco BRL, 

Gaithersburg, MD, USA) containing kanamycin (100 μg/ml). The plasmids were 

purified using the Concert High Purity Maxiprep System (Gibco BRL, 

Gaithersburg, MD, USA). Plasmid concentrations were determined by 

spectrophotometry at λ= 260 and 280 nm by using the Gene Quant II apparatus 

(Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, UK).  

 

2.4. Immunization with DNA vaccine 

 

Lewis rats were injected by intramuscular route (quadriceps muscle) with 3 

doses of pVAXhsp65 (300 μg / 100μL / each dose), associated with 25% of 

saccharose. DNA doses were administered at 15 days interval. Control groups 

received the same volume of saline or the same concentration of pVAX (empty 

vector). 

 

2.5. EAE induction and evaluation 

 

EAE was induced as previously described (Harness et al., 2003). Briefly, 

rats were immunized with 50 μg of myelin (Sigma) emulsified with Complete 

Freund’s Adjuvant (CFA) containing 5 mg/mL of Mycobacterium butyricum. 

Animals were injected in the hind left footpad with 100 μL of the emulsion and daily 

evaluated for weight loss and clinical score. Signs of disease were graded as 0 

(zero): no disease; 1: loss of tonicity in the distal portion of the tail; 2: total loss of 

tail tonicity; 3: hind limb weakness (partial paralysis); 4: complete hind limb 

paralysis and urinary incontinence and 5: moribund.  
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2.6. Histological analysis of the Central Nervous System 

 

The histological analysis was performed during recovery phase. After 

euthanasia and blood withdrawal, brain and cervical spinal cord samples were 

removed and fixed in 10% solution of buffered formalin. Paraffin slides (4-5 μm) 

were routinely stained with hematoxylin and eosin (H&E) and analyzed with a 

Leica microscope. 

 

2.7. Anti-myelin and anti-hsp65 antibody levels 

 

Serum samples were collected two weeks after DNA immunization or at the 

recovery phase after EAE induction and tested by ELISA for the presence of 

antibodies against rhsp65 and MBP, respectively. Briefly, plates were coated with 

5 μg/mL of antigen in coating solution (Na2CO3 / NaHCO3; pH 9,6) overnight at 

4ºC. Non-specific antibody binding was blocked by incubation with 0,05% Tween 

20, 10% fetal calf serum (FCS) in PBS (200 μL per well) for 1h at 37°C. 

Subsequently the plates were incubated overnight at 4°C with dilutions of serum 

samples from control and immunized rats. For the detection of specific serum IgG1 

and IgG2b, the plates were incubated with biotinylated mouse anti-rat antibodies 

(Oxford Biotechnology). Plates were then incubated for 30 min at room 

temperature with Strept AB (kit from Dako, Carpinteria) and revealed by adding 

H2O2 + OPD (Sigma). Color development was stopped with H2SO4 and optical 

density was measured at 492 nm. 

 

2.8. IFN-γ and IL-10 production 

 

Normal and immunized rats were sacrificed two weeks after DNA 

immunization or at the recovery EAE phase. Lymph node (popliteal + inguinal) or 

splenic cells were collected and adjusted to 2,5.106/mL or 5.106/mL, respectively. 

Cells were cultured in complete RPMI medium (RPMI supplemented with 5% FCS, 

20mM glutamine and 40 IU/mL of gentamicin), in the presence of myelin (10 

μg/mL), rhsp65 (10 μg/mL) or Concanavalin A (5 μg/mL). Cytokine levels in culture 

supernatants were evaluated 48h later by ELISA according to manufacturer 
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instructions (R&D Systems). Ninety-six well plates (NUNC) were coated with 

capture antibodies for IFN-γ (DY 585) or IL-10 (DY 522) diluted in PBS at 2 μg/mL 

and 4 μg/mL, respectively. Plates were incubated overnight and then blocked 

during 2h with 1% albumin in PBS. Standard rat cytokines and culture 

supernatants were added and the plates incubated during 2h. Biotinylated anti-

IFN-γ and anti-IL-10 were added (150 and 100 ng/mL, respectively) and plates 

incubated for additional 2h at room temperature. Plates were incubated at room 

temperature for 30 minutes with Streptavidin and then revealed by adding H2O2 + 

OPD (Sigma). Color development was stopped with H2SO4 and optical density 

was measured at 492 nm. 

 

2.9. Statistical analysis 

 

Statistical analysis were performed using SigmaStat statistical software 

(Jandel Corp., San Rafael, CA). The Kruskal-Wallis nonparametric test was used 

to compare the antibody production. Cytokine data was expressed as mean ± 

standard error of the mean (SEM) and tested for statistical significance by analysis 

of variance (ANOVA) and Tukey test. A P value of less than 0.05 was considered 

statistically significant. 

 

3. Results 

 

3.1. pVAXhsp65 vaccination induces a Th1 profile in Lewis rats 

 

This immunization protocol was able to induce significant levels of IgG2b 

but not IgG1 (figure 1). The empty vector did not induce antibody production. 

No IL-4 or IL-10 were detected in spleen cell cultures from rats immunized 

with pVAXhsp65 (not shown). However, a significant production of IFN-γ was 

clearly observed in cultures from vaccinated rats re-stimulated in vitro with 

recombinant hsp65, in comparison to animals injected with pVAX or saline (figure 

1c). As expected, similar high levels of IFN-γ were induced by ConA in the three 

experimental groups (not shown). 
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3.2. Previous pVAXhsp65 vaccination did not modify clinical EAE development 

 

EAE development caused, as expected, a weight loss that varied from 10 to 

15 %. The previous vaccination or vector injection did not affect this parameter, 

nor in the acute neither in the remission phase. These results are showed in figure 

2a. The previous contact with vector or vaccine also did not affect the clinical 

scores that varied from 2 to 4 as documented at figure 2b.  

 

3.3. pVAXhsp65 prevents inflammatory infiltration in the brain 

 

The severity of the inflammatory reaction in the brain of the control group 

with EAE, clearly correlated with the observed clinical symptoms. Brain sections 

showed typical inflammatory foci, dominated by mononuclear cells and localized 

around small vessels. Blood vessels were dilated and filled with erythrocytes. A 

very distinct picture was observed in animals that were previously immunized with 

the vaccine or injected with the vector. No inflammation was present in these 

sections, resembling the normal structure observed in animals without EAE. These 

results can be observed in figure 3. 

Sections from spinal cord were also evaluated. Typical inflammatory foci 

were observed in cervical section derived from control animals with EAE. In a 

general way, visual inspection suggested that spinal cord inflammation was also 

decreased or modified (inflammatory cells seem to be more restricted to the 

vascular bed) by previous inoculation with vaccine or vector. These results can be 

observed in figure 4. 

 

3.4. DNA modulates anti-myelin immune response 

 

Myelin immunization, as expected, induced a significant production of both, 

IgG1 and IgG2b anti-myelin antibodies. Previous inoculation of both, vaccine and 

vector, decreased specific IgG1 but not IgG2b production as can be observed in 

figure 5. 

IFN-γ production by splenic cells from EAE animals, re-stimulated with 

myelin in vitro,  was significant comparing to control (without EAE) animals. These 

levels were not altered by previous contact with DNA. However, IFN-γ levels 
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induced by ConA were significantly decreased in animals that were previously 

injected with DNA (vaccine and vector).These findings are showed in figure 6 (a 

and b, respectively). 

DNA inoculation also modulated IL-10 production. Lower levels of this 

cytokine were detected in lymph node cultures stimulated with myelin or ConA. 

The decrease in animals injected with the vaccine was more pronounced than in 

the ones injected with the vector. These results can be observed in figure 6 (c in 

myelin and d in ConA stimulated cultures). 

 

4. Discussion 

 

In this investigation we evaluated if a previous vaccination with pVAxhsp65, 

that is a protective vaccine in experimental tuberculosis, could affect the 

development of experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE) in Lewis rats. 

In preliminary assays we observed that a vaccination schedulee employing 3 

pVAXhsp65 doses of 100 μg/each by intramuscular route, that is able to induce 

protective immunity in both, mice and guinea pigs (Lima et al., 2003; de Paula et 

al., 2007), was not inducing a detectable immune response (results not shown). A 

higher DNA amount was then tested because literature reports have emphasized 

the requirement of higher DNA concentrations to induce immunity in bigger 

animals (Xiao et al., 2007; Yu et al., 2007). Lewis rats were therefore immunized 

with 3 pVAXhsp65 doses (300 μg each dose) by the same route. In this case a 

significant amount of IFN-γ was specifically induced by rhsp65 in immunized 

animals. Interestingly, IgG2b but not IgG1 antibodies were also induced. In rats 

the IgG2b isotype has opsonizing ability and is, therefore, associated with Th1 

polarization (Gracie and Bradley, 2006). Normal rats or rats injected with pVAX did 

not produce anti-hsp65 antibodies nor IFN-γ upon in vitro stimulation with rhsp65. 

These results suggested, therefore, that pVAXhp65 by i.m route in Lewis rats 

induced a predominantly Th1 immune response that is the most common and 

expected immunity induced by genetic vaccines thought this route (Gurunathan et 

al., 2000). 

A Th1 response to hsp65 could theoretically contribute to accelerate or 

worsen EAE. This assumption is based on the fact that Th1 lymphocytes, mainly 
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by producing IFN-γ, are key cells involved in the pathogenesis of EAE and MS 

(Mustafa et al., 1991; Imitola et al., 2005). A few reports have also detected the 

presence of humoral and cellular anti-hsp65 immune response during MS and 

EAE (Birnbaum, 1995; Birnbaum & Kotilinek, 1999). In addition, bacterial DNA and 

oligodeoxynucleotides, with contain CpG motifs, have been reported to enhance 

immunostimulation, determining exacerbation of autoimmune animal models for 

MS (Tsunoda et al., 1999; Segal et al., 2000). 

In this context, one important contribution of this work was the 

demonstration that the previous immunization with pVAXhsp65 or injection of the 

empty vector, did not deleteriously affect the clinical EAE development induced by 

immunization with myelin plus Complete Freund’s Adjuvant (CFA). This was 

initially demonstrated by the very similar clinical evolution of the disease in DNA 

vaccinated and non-vaccinated animals. They equally lost weight, average clinical 

score was the same and acute and remission phases occurred at comparable time 

periods. This was further confirmed by histopathological findings that did not show 

any signs of augmented inflammation. These results were considered very 

promising having in mind the use of DNAhsp65 as a vaccine to protect or to treat 

tuberculosis because they suggest that vaccination with this construct would not 

be a triggering or worsening factor in MS cases.  

Even though this possible deleterious effect was an important concern in 

this investigation, a protective activity of this vaccine over EAE development was 

even expected. This assumption was based on both, our previous experience with 

the effect of this vaccine on other models of experimental autoimmunity as arthritis 

and diabetes (Santos-Junior et al., 2005; Santos Júnior et al., 2007) and also on 

the ability of heat shock proteins to induce Treg cells. Heat shock proteins (hsp), 

specially hsp65 are possible targets for regulatory T cells due to their enhanced 

expression in inflamed tissues and strong evidences that they are able to induce 

anti-inflammatory immunoregulatory T cells responses (van Eden et al., 2005; van 

Eden et al., 2007).  

As we stated before, the previous injection of DNA did not affect the clinical 

parameters (weight and clinical score) that are usually used to characterize the 

clinical development of EAE. However, both DNA (empty vector or vaccine) 

preparations clearly decreased intensity of the inflammatory infiltrates in the brain. 

In addition, inflammatory infiltration changed in cervical spinal cord sections. In this 
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case, a smaller degree of inflammation associated with a more limited distribution 

of inflammatory cells (inside the vascular bed) was detected in animals that were 

injected with pVAX or pVAXhsp65.  

The mechanism of this differential protective effect over the brain and the 

spinal cord was not investigated. Having in mind that interaction of circulating 

leukocytes with the endothelium of both, blood-brain and blood-spinal cord 

barriers, is a critical step in inflammatory diseases of the CNS, we could 

hypothesize that differences in adhesion molecules, chemokines on their receptors 

could explain this finding (Engelhardt, 2006). 

Interestingly, this anti-inflammatory activity was associated with a clear 

immunomodulatory effect over both, the humoral and the cellular immune 

response. This modulation was characterized by less IgG1 anti-myelin production 

and, more interestingly, a decreased production of IFN-γ and IL-10 by cells from 

secondary lymphoid organs. This modulatory effect observe on cytokine 

production could explain the reduced inflammation. Even though IFN-γ is best 

known on MS and EAE by its role on imunopathogenesis (Willenborg et al., 1996; 

Imitola et al., 2005; Xiao et al., 2008), recent studies indicate that it may not be the 

major detrimental factor and may even have a regulatory function (Wheeler and 

Owens, 2005). This possibility is highly reinforced by previous reports on EAE 

itself and by very recent investigations on the arthritis model. By using an IFN-γ 

receptor KO mice as an EAE model, Willenborg et al., 1999, demonstrated that 

this cytokine was critical to the control of the disease. These findings were further 

confirmed and the mechanism of this protection was partially elucidated. IFN-γ 

shapes the immune invasion of the CNS by regulating chemokine expression and 

also increases apoptosis at T cells that infiltrate the CNS (Tran et al., 2000; Furlan 

et al., 2001). This regulatory ability of IFN-γ, together with TNF-α, was recently 

reviewed by Kim and Moudgil, 2008, with a special emphasis to an adjuvant 

arthritis (AA) experimental model. According to them, a specific threshold of IFN-γ 

and TNF-α is required for the initiation of autoimmune diseases. However, above a 

certain level, these cytokines trigger regulatory mechanisms that suppress the 

ongoing disease. Very interesting and highly concerned with the immunogen 

(hsp65) employed in our investigation, are the results obtained by Durai et al., 

2007. These authors downmodulated AA in Lewis rat by pretreating them with an 
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arthritogenic determinant derived from hsp65. Noteworthy are earlier findings by 

Paul et al., 2000 and Quintana et al., 2002 showing that these antigen specific T 

cells were able to produce both, IFN-γ and IL-10. In this context, we believe that 

the reduction of IFN-γ and IL-10 observed in peripheral lymphoid organs, showed 

in our work, is due to a migration of these cells to the CNS where, somehow they 

control trafficking or determine apoptosis of encephalitogenic T cells. 

An intriguing fact is that these cells that we suppose to be migrating to the 

CNS seem to be two distinct populations: one that is specific for myelin and 

produce IL-10 but not IFN-γ and other that seem to produce much higher IFN-γ 

and IL-10 levels but is not specific to myelin. One important question that also 

needs further elucidation is the similar modulatory effect of pVAX and pVAXhsp65. 

No statistic difference was observed between them but we think that there is a 

tendency for a higher effect on pVAXhsp65 vaccinated animals. We expect to 

disclose this finding by using another rodent model of EAE as C57BL/6 mice that 

mimetizes MS better than Lewis rats and that showed a clear reduction in both, 

brain inflammation and clinical severity, when submitted to an stress response 

(Heneka et al., 2001).   

Even though the anti-inflammatory effect observed in the brain was clear, it 

could be considered less expressive when compared with our earlier findings in 

arthritis and diabetes experimental models. By using mice selected for maximal 

inflammatory reaction (AIRmax), we observed that immunization with DNAhsp65 

or the corresponding vector did not trigger arthritis whereas pristane injection 

resulted in a 62% incidence of this disease. In addition, administered after 

pristane, DNAhsp65 significantly down-regulated arthritis incidence in AIRmax 

animals. This protective effect was associated with down-regulation of IL-6 and IL-

12 and concomitant up-regulation of IL-10 (Santos-Junior et al., 2005). This 

vaccine also prevented progression to severe diabetes in NOD mice that present a 

spontaneous and progressive pancreas insulitis associated with high glucose 

levels. This effect that was much more pronounced with pVAXhsp65 than with the 

empty vector, was associated with a clear shift in the cellular infiltration pattern in 

the pancreas. This change included reduction of CD4+ and CD8+ T cells 

infiltration, appearance of CD25+ cells influx and increased staining for IL-10 in the 

islets (Santos Júnior et al., 2007). 
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If this more discrete protection observed in EAE is due to the fact that Lewis 

rats develop an acute self-cured disease, compared to the chronic progression 

characteristic of the arthritis and diabetes models studied, remains to be 

elucidated. 

The results obtained in this investigation show that the homology of this 

vaccine (hsp65) with its counterpart in mammalians (hsp60) is not triggering or 

worsening experimental encephalomyelitis in Lewis rats that are described as an 

adequate model to study MS. Together with our previous investigations in arthritis 

and diabetes, these results highly suggest that this vaccine will not be a triggering 

or worsening factor for autoimmune diseases, being therefore safe in this aspect 

to be submitted to clinical trials.  
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Legends 
 
Fig. 1. Immune response induced by pVAXhsp65 vaccination in Lewis rats. 

Animals received 3 pVAXhsp65 doses (300 μg each) and 15 days after last dose 

they were euthanized. Control groups received saline or pVAX. IgG1 (a) and 

IgG2b (b) anti-hsp65 were determined in the serum. IFN-γ production by splenic 

cells was determined after in vitro stimulation with rshp65. Antibody values are 

represented by medians and interquartile ranges and cytokine levels by means ± 

standard error of the mean (SEM) for 4-6 animals. * p<0.05 in comparison to 

control groups. 

 
Fig. 2. Effect of immunization with pVAXhsp65 on clinical EAE development in 

Lewis rats. Animals previously immunized with pVAXhsp65 or injected with the 

empty vector (pVAX) or saline were inoculated with myelin basic protein (MBP) 

emulsified with complete Freund’s adjuvant (CFA) and daily evaluated. Weight (a) 

and clinical score (b) during acute and remission phases. Data are presented by 

mean ± SEM for 4-6 rats. 

 

Fig. 3. Effect of immunization with pVAXhsp65 on brain inflammation in Lewis rats 

submitted to EAE induction. Animals previously immunized with pVAXhsp65 or 

injected with the empty vector (pVAX) or saline were inoculated with MBP 

emulsified with CFA. Inflammation was evaluated in brain sections, stained with 

H&E, during the remission phase (day 20th). Control animals without EAE (a), 

control animals with EAE (b), immunization with pVAXhsp65 before EAE (c), 

inoculation of pVAX before EAE (d). 
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Fig. 4. Effect of immunization with pVAXhsp65 on cervical spinal cord 

inflammation in Lewis rats submitted to EAE induction. Animals previously 

immunized with pVAXhsp65 or injected with the empty vector (pVAX) or saline 

were inoculated with MBP emulsified with CFA. Inflammation was evaluated in 

cervical spinal cord sections, stained with H&E, during the remission phase (day 

20th). Control animals without EAE (a), control animals with EAE (b), immunization 

with pVAXhsp65 before EAE (c), inoculation of pVAX before EAE (d). 

 

Fig. 5. Effect of immunization with pVAXhsp65 on humoral anti-myelin immune 

response in Lewis rats submitted to EAE induction. Animals previously immunized 

with pVAXhsp65 or injected with the empty vector (pVAX) or saline were 

inoculated with MBP emulsified with CFA. Blood samples were collected during 

remission phase (day 20th) and IgG1 (a) and IgG2b (b) anti-myelin antibodies were 

determined by ELISA. Data are presented by medians and interquartile ranges for 

4-6 animals. 

 

Fig. 6. Effect of immunization with pVAXhsp65 on cellular anti-myelin immune 

response in Lewis rats submitted to EAE induction. Animals previously immunized 

with pVAXhsp65 or injected with the empty vector (pVAX) or saline were 

inoculated with MBP emulsified with CFA. IFN-γ was evaluated in splenic cell 

supernatants stimulated with myelin (a) or ConA (b). IL-10 was evaluated in lymph 

node cell supernatants stimulated with myelin (c) or ConA (d). Data are presented 

by mean ± SEM for 4-6 animals. * p<0.05 in comparison to other groups. 
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