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RESUMO

A necessidade de uma vacina mais segura e eficaz para a profilaxia da tuberculose
(TB) & consenso na comunidade cientifica. A vacina génica contendo o gene da
proteina de choque térmico de 65 KDa (hsp65) do Mycobacterium leprae, e
denominada pVAXhsp65, vem sendo investigada no Brasil. Esta vacina induz
imunidade protetora contra a TB experimental em camundongos e cobaias. Como o
gene desta vacina codifica uma proteina altamente conservada, existe a
preocupacao de que a mesma induza autoimunidade. O objetivo deste trabalho foli,
portanto, investigar se esta vacina modula o desenvolvimento da encefalite
autoimune experimental (EAE), que € um modelo para estudo de Esclerose Mdltipla.
Esta investigacao foi feita em trés etapas: padronizacdo da EAE em ratos Lewis,
caracterizacdo da resposta imune induzida pela vacina pVAXhsp65 nestes animais
e, finalmente, avaliacdo do efeito desta vacina nas caracteristicas clinicas e
imunoldgicas da EAE induzida nestes animais. Ratos Lewis fémeas imunizados no
coxim plantar com 50 ug de mielina, associada ao Adjuvante Completo de Freund,
desenvolveram doenca tipica, caracterizada por perda acentuada de peso, escore
clinico elevado e alta producéo de IFN-y e TNF-a. A imunizacdo dos animais com 3
doses de pVAXhsp65 por via intramuscular ndo desencadeou resposta imune
humoral, entretanto, induziu resposta imune celular, caracterizada pela producao de
IFN-y por células esplénicas. Animais previamente vacinados desenvolveram EAE
com caracteristicas clinicas e imunoldgicas similares as observadas em animais nao
vacinados. Portanto, este trabalho permitiu padronizar de forma satisfatoria a EAE
em ratos Lewis 0 que permitird a utilizacdo deste modelo em futuras investigacdes.
Além disso, constatamos que a imunizacdo destes animais com DNAhsp65 nédo
alterou o desenvolvimento tipico da EAE, ou seja, esta doenca ndo se manifestou de
forma mais grave ou branda.

Palavras-chave: vacina génica, tuberculose, hsp65, esclerose multipla, encefalite
autoimune experimental (EAE).



ABSTRACT

The development of an effective tuberculosis (TB) vaccine is an urgent priority. A
genetic vaccine containing the heat shock protein (hsp65) gene from Mycobacterium
leprae (pVAXhsp65) showed prophylactic and therapeutic activity in experimental TB.
As anti-hsp65 immune response is present in both, multiple sclerosis and
experimental autoimmune encephalomyelitis (EAE), it is important to evaluate if
pVAXhsp65 immunization affects EAE development. To test this possibility we first
optimized EAE development in female Lewis rats. The best procedure included
immunization in the footpad with 50 ug of myelin associated with Complete Freund
Adjuvant. This triggered a typical disease, characterized by significant weight loss,
high clinical scores and elevated IFN-y and TNF-o. production. Immunization with
pVAXhsp65 induced immune response characterized by absence of anti-hsp65
antibodies but significant IFN-y production by splenic cells stimulated with
recombinant rhsp65. Animals previously immunized with pVAXhsp65 developed an
EAE with weight loss, clinical score and immune response very similar to non-
immunized rats. This investigation allowed the optimization of a very promising model
of multiple sclerosis that will benefit other research projects in our laboratory. In
addition, these results showed that immunization of Lewis rats with pVAXhsp65 did
not exacerbate or delay EAE development.

Key word: genetic vaccine, hsp65, tuberculosis, multiple sclerosis, experimental

autoimmune encephalomyelitis (EAE).
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1 INTRODUCAO

1.1 RESPOSTA IMUNE NA TUBERCULOSE

A tuberculose (TB) é uma doenca infecciosa que tem como agente etiolégico
0 Mycobacterium tuberculosis. E responséavel por cerca de 2 a 3 milhdes de mortes por
ano e permanece como a segunda maior causa de morte por doencas infecciosas no
mundo. A associacao com o virus HIV e a situacéo de extrema pobreza de alguns paises
em desenvolvimento sdo condicées que propiciam o aumento desses indices *. Dados da
Organizacdo Mundial da Saude (OMS) indicam que 32% da populacdo mundial esta
infectada pelo bacilo M. tuberculosis e o Brasil ocupa o 13° lugar entre os 22 paises onde
se estima que ocorram 80% dos casos de tuberculose no mundo 2.
M. tuberculosis € um patégeno intracelular facultativo e de crescimento lento
3. A transmissdo da tuberculose ocorre através da inalacéo de particulas contendo a
bactéria, as quais sédo expelidas em forma de aerossol por individuos com a doenca
ativa .

Apesar das estatisticas mostrarem um grande numero de individuos
infectados, uma parcela relativamente pequena dos individuos desenvolve a doenca.
Noventa por cento das pessoas infectadas desenvolvem uma forma latente e
assintomética. Uma pequena porcentagem desses individuos (aproximadamente
10%) pode apresentar reativacdo da infeccdo, que poderia ser decorrente de um
processo infeccioso secundario, de um quadro de imunossupressao, desnutricdo, ou
de elevado grau de exposicéo ao bacilo, entre outros fatores. Estas situacdes podem
resultar em tuberculose ativa. Por outro lado, 5 a 10% dos individuos infectados

desenvolvem a doenca progressiva logo apds a infeccéo primaria >°".

A profilaxia da tuberculose é realizada pela administracdo da vacina BCG
(Bacilo de Calmette-Guérin) que foi desenvolvida pelos pesquisadores Albert
Calmette e Camille Guérin no Instituto Pasteur, em 1921 ®°!° Esta vacina é
constituida por uma cepa virulenta de Mycobacterium bovis que foi atenuada através
de varias subculturas in vitro.

Apesar da existéncia desta vacina, a reemergéncia da tuberculose nos
ultimos tempos pode ser atribuida a fatores relacionados a problemas socio

econdmicos e de saude publica como, por exemplo, o declinio nas condicbes de
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vida da populacdo mundial, declinio de recursos destinados as acdes de controle da
doenca e problemas de ordem politica e organizacional, enfrentados pelos sistemas
de saude publica em todo o mundo. Em paises desenvolvidos, a incidéncia de
tuberculose tem aumentado em funcéo do elevado nimero de casos de co-infeccdo
com HIV.

Além destes fatores, existem os problemas ligados a dificuldade de adesao

de grande parcela dos pacientes aos esquemas terapéuticos. O tratamento da
tuberculose é realizado por meio de quimioterapia, que combina o uso de diferentes
antibioticos e tem duracédo de no minimo seis meses. Por isso, € muito alto o niumero
de casos de abandono do tratamento e, em razdo disto, nos ultimos anos, tem
aumentado o numero de pacientes portadores de cepas resistentes a mdltiplas
drogas ***2,
Como comentado anteriormente, a infeccdo pelo M. tuberculosis ocorre
através das vias aéreas superiores, por meio da inalacdo de goticulas contendo o
bacilo, suspensas no ar, dispersas por um individuo infectado (bacilifero). A chegada
dos bacilos nos pulmbes desencadeia uma resposta imune baseada principalmente
em mecanismos inatos, inicialmente com a ativacdo de macrofagos alveolares e de
componentes do sistema complemento (via alternativa e da lectina). Apds a
interacdo com macrofagos, os bacilos sdo rapidamente fagocitados. Entretanto,
durante o processo evolutivo da interacdo parasita-hospedeiro, o M. tuberculosis
desenvolveu estratégias para escapar dos mecanismos microbicidas dos
macrofagos. As proprias micobactérias induzem a ativagdo do sistema complemento
gerando componentes que as opsonizam, facilitando, desta forma, a sua fagocitose
através de interacdo com os receptores nos macréfagos 3. Esse processo impede o
mecanismo oxidativo, ou seja, a liberacdo de ROIs (Reagentes Intermediarios do
Oxigénio), que s&o toxicos para M. tuberculosis . Além disso, as micobactérias
também produzem as enzimas catalase e superdxido dismutase que sédo capazes de
degradar espécies reativas do oxigénio *°.

Também tem sido descrito que o bacilo da tuberculose tem a capacidade de
escapar do fagolisossoma ou impedir a fus&o do endossoma ao fagolisossoma *°.
Este escape pode ocorrer através da interagdo preferencial com alguns dos

17

receptores de macrogafos e pela presenca de determinados glicolipideos na

superficie micobacteriana, como o dimicolato de trealose (DMT) 8. Componentes da
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parede celular, como a lipoarabinomanana (LAM) também atuam na desativacao de
macréfagos *°.

Através destes mecanismos de escape, a micobactéria é capaz de persistir
no individuo infectado e desencadear a tuberculose mais tardiamente. Assim, a
ativacdo de uma resposta imune adaptativa € essencial para o controle da infeccao.
Macrofagos e células dendriticas desempenham importantes funcdes na ativacdo de
uma resposta especifica constituida por células T °. Estad bem estabelecido que a
resposta protetora na tuberculose esté relacionada ao desenvolvimento da resposta
de perfil Th1, com secre¢éo de IFN-y, IL-2, IL-12, IL-18 e TNF-a %2, O IFN-y é uma
das principais citocinas associadas a resposta protetora durante a infeccdo por
micobactérias sendo produzido por células TCD4*, CD8+ e NK %* % 24 O principal
papel atribuido ao IFN-y e outras citocinas de padrdo Thl citadas acima, na resposta
do hospedeiro contra a tuberculose, consiste na ativacdo e recrutamento de
macréfagos capazes de controlar a infeccdo por micobactérias *>?°. Além disso,
Zhang et al ?’, mostraram que a secrecdo de IL-12 por macréfagos pleurais
humanos é também importante. Essa citocina induz a ativacdo de células NK,

28

estimulando-as a produzir IFN-y ou aumentado sua capacidade citotoxica

diretamente sobre as células infectadas e, além disso, estimula a diferenciacdo de
linfécitos TCDA4" para o padrdo Thl 2%,

Além das células CD4" e macrofagos, um papel importante na resposta
protetora contra tuberculose tem sido atribuido as células TCD8" citotdxicas. Esses
linfécitos medeiam a lise de células infectadas por meio da formacé&o de poros pela
perforina e pela acdo das moléculas efetoras granulisinas e granzimas, ou, ainda,
por mecanismos de Fas/FasL **. Célula TCD8" de camundongos infectados
produzem IFN-y em resposta ao reconhecimento de antigenos de M. tuberculosis
apresentados por células dendriticas ou macréfagos *2. Além disso, cultura de
linfécitos, provenientes de pulm&o de animais infectados, na presenca de células
dendriticas, também infectadas, € capaz de ativar células TCD8" que reconhecem e
lisam macréfagos infectados por M. tuberculosis %. Portanto, as principais células
envolvidas na resposta imune especifica contra a tuberculose sdo as T CD4", CD8"
as quais sao citotdxicas e produtoras de IFN-y.

Células T que expressam y6 também desempenham importante papel contra

a tuberculose secretando citocinas tais como TNF-a e IFN-y, além de exercer
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atividade citotéxica contra macréfagos infectados 3*2**3*%_ Finalmente, foi mostrado
que células T duplo negativas (CD4-, CD8-) também participam do controle da

infeccdo por M. tuberculosis e podem contribuir para o sucesso da vacinacdo *’.

1.2 VACINAS PARA TUBERCULOSE

A Unica vacina disponivel contra a tuberculose é o BCG (Bacilo de Calmette-
Guérin), que é constituida por uma cepa atenuada de Mycobacterium bovis.
Atualmente, mais de 80% das criancas de todo o mundo receberam BCG. A
vacinagdo com BCG é considerada segura, sendo apropriada para administracdo no
periodo neonatal. Estudos clinicos mostram, entretanto, que o nivel de protecédo
dessa vacina alcancado em diferentes populacées varia de 0 a 75% . Além disso, o
BCG interfere nos testes de sensibilidade para deteccdo da doenca e ndo é
totalmente seguro para individuos com infecgcdo HIV/aids, por ser uma vacina
constituida de microrganismos vivos *.

Uma das razdes para esta variabilidade esta relacionada com as diferentes
cepas de BCG utilizadas nas diferentes populacfes. Outro aspecto relevante seria a
viabilidade do bacilo, visto que a poténcia da vacinagdo esta relacionada com a
quantidade de bacilos viaveis. Estudos mostram que ha uma variacdo de 5 a 45% na
proporcdo de bacilos viaveis nas preparacdes vacinais. A via de administracao
também é importante. Inicialmente, o BCG era administrado via oral, mas, devido a
inativacdo pela secrecdo gastrica, alterou-se sua via de inoculagdo para
intradérmica, que é considerada mais eficaz “°. Pesquisas recentes revelaram que
exposicdo as micobactérias ambientais alteram o0s efeitos da imunizacao
subseqiiente com BCG *' e que esses microrganismos do meio ambiente mudaram
o perfil da resposta imune induzida pela vacina, de Thl para Th2 “?. Por estas
razdes, € necessario o desenvolvimento de uma nova vacina contra a tuberculose.

Dentre as novas formulagbes profilaticas em teste para tuberculose
destacam-se as vacinas génicas. Este tipo de vacina baseia-se no uso de
sequéncias do material genético do agente infeccioso que codifiquem antigenos
imunodominantes. Quando administrado ao individuo, esse DNA permite a sintese

da proteina imunogénica pelas proprias células do individuo vacinado e € capaz de
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induzir resposta imune especifica, celular e humoral, com memdéria imunoldgica.
Além disso, as vacinas de DNA mimetizam os efeitos das vacinas vivas por
possibilitarem a geragcdo de antigenos enddgenos e, consequientemente, a ativagdo
dos linfécitos T CD8*. O tipo de resposta imune que ocorre apds a vacinagao
depende, em parte, da via de administracdo. Quando o DNA é inoculado por via
intramuscular, predomina uma resposta celular com producdo de citocinas de
padrdo Thl, enquanto que ap0s administracdo por via intradérmica prodomina uma
resposta de padréo Th2 3

Para a obtencdo desta vacina, o plasmideo contendo o gene de interesse é
inserido em uma bactéria, geralmente Escherichia coli, por transformacéo
bacteriana. A bactéria, ao se replicar, permite que o plasmideo se reproduza em
larga escala, o que é fundamental para a producdo da vacina **. Além do gene de
interesse, esta construcdo vacinal possui sequéncia promotora ativa em mamiferos,
sequéncia sinal para finalizacdo da transcricdo, gene de resisténcia a antibidtico,
origem de replicacdo e sequéncia poli A para estabilizagdo do mRNA. Normalmente
os plasmideos também possuem sequéncias de nucleotideos, chamadas de “motifs”
CpG (citosina-fosfato-guanina ndo metiladas), as quais tém sido responsabilizadas
pelo aumento da imunogenicidade deste tipo de vacina, pois estimulam a producéo
de citocinas como IFN-y, TNF-a, IL-6 e IL-12 3,

Os mecanismos envolvidos na ativagcéo da resposta imune humoral e celular
pelas vacinas de DNA plasmideal ainda n&do foram completamente elucidados.
Alguns autores propde que a inducdo de resposta imune possa ter inicio apls a
transfeccdo de uma célula somatica (ndo apresentadora profissional de antigeno)
enguanto outros autores tem demonstrado a importancia de células CD11b+ ou
CD11c+ da medula 6ssea na inducdo da resposta imune **. De qualquer modo,
antigenos produzidos no citoplasma da célula hospedeira sdo processados por
varias enzimas e os fragmentos resultantes sdo apresentados na superficie celular
juntamente com moléculas de classe | do Complexo Principal de
Histocompatibilidade (MHC) para linfécitos T CD8". Por outro lado, parte dos
antigenos produzidos pelos miécitos ou Células Apresentadoras de Antigenos
(APCs) sdo processados e apresentados no contexto de MHC classe 1l ou
secretados sem sofrerem processamento, podendo estimular tanto linfécitos B a
produzirem anticorpos especificos, como serem endocitados por outras APCs e
estimularem linfécitos T CD4+ *°.
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Uma vacina génica para tuberculose baseada no gene que codifica a
proteina de choque térmico de 65 kDa (hsp65) do Mycobacterium leprae,
denominada pVAXhsp65, vem sendo atualmente estudada no Brasil. A partir da
constatacdo inicial de que esta vacina induzia imunidade protetora contra a TB

46

experimental "°, varios ensaios pré-clinicos foram realizados no sentido de

esclarecer o tipo de resposta imune induzido e também otimizar esta formulacao
47,48.

Para que esta vacina passe para a fase de ensaios clinicos, a mesma
devera ser avaliada quanto ao seu potencial de desencadear efeitos colaterais. No
caso especifico da hsp65 micobacteriana, em funcdo da homologia com a hsp60 dos
vertebrados, esta vacina precisa ser testada quanto & indugdo ou modulacdo de
doengas autoimunes. Além disto, esta vacina administrada por via intramuscular
induz uma resposta predominantemente Thl o que também poderia contribuir para

quadros de autoimunidade mediados por resposta Thl

1.3 PROTEINAS DE CHOQUE TERMICO: PAPEL NA AUTOIMUNIDADE

As proteinas de choque térmico (heat shock proteins - hsps) foram
originalmente identificadas como um grupo de proteinas induzidas pelo choque
térmico. Entretanto, logo foi esclarecido que outras situacfes de estresse também
induziam sua sintese, tais como fatores de crescimento, inflamacao, infeccao,
hipéxia e irradiacdo *°.

As hsps sdo categorizadas em 4 familias principais, em funcdo de seus
pesos moleculares: hsp90, hsp70, hsp60 e hsps menores. Dentre as varias
atividades biolégicas das hsps se destaca a atividade de chaperona, a qual
assegura, por exemplo, que polipeptideos em fase de sintese sofram o0s
dobramentos adequados ou que proteinas ndo sofram agregacdo em condi¢des de

estresse. %2,

Uma caracteristica marcante das hsps € o elevado grau de
homologia. Por exemplo, a hsp60 humana tem 50% de identidade com a proteina
micobacteriana correspondente, determinando portanto, a existéncia de varias areas
idénticas nas duas moléculas *>°°. Apesar deste elevado grau de conservacdo, as
hsps sdo imundgenos imunodominantes, sendo que parte substancial da resposta

imune contra microrganismos patogénicos € direcionada para peptideos derivados
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destas proteinas >*°*. Em vista da similaridade genética entre as hsps de mamiferos
e as microbianas e o0 consequente potencial para uma reatividade imunologica
cruzada, esta imunodominéncia foi entendida, inicialmente, como uma provavel
causa de autoimunidade.

Véarios achados implicaram as hsps, em especial a hsp60 e 70, como
autoantigenos envolvidos na artrite, esclerose maltipla e diabetes > °® *, Entretanto,
esta hipotese néo foi comprovada, pois a inoculagdo de hsps ndo induziu patologias
autoimunes na maioria dos protocolos utilizados. Ao contrario, em muitos modelos
experimentais de doencas autoimunes, observou-se que a imunizacdo com estes
antigenos impedia o desenvolvimento de autoimunidade induzida posteriormente *°.
As principais evidéncias deste efeito protetor foram obtidas a partir da artrite
experimental. Na artrite por adjuvante em ratos (AA), esta resisténcia foi induzida
tanto por imunizacdo com hsp60 micobacteriana associada ao Adjuvante Incompleto
de Freund °® quanto por vacinagdo genética com o gene da hsp60 micobacteriana *°.
Varios outros procedimentos também evitaram o desenvolvimento da AA, tais como
imunizacdo com o virus recombinante da vaccinia expressando hsp60 humana ou
micobacteriana ou a administracéo oral de hsp60. ®°®%%2 A pré-imunizacdo com
hsp60 também foi protetora em modelos experimentais de artrite desencadeadas por
componentes da parede celular de estreptococos, avridine e pristane ®3%4%, Além
destas observacbes na artrite experimental, foi constatado que processos
inflamatorios eram acompanhados de ativacao de células T autorreativas para hsps
% Os estudos relatados acima, juntamente com outras investigacdes, permitiram
concluir que a protecao induzida pela hsp60 se deve ao efeito de células T anti-
inflamatdrias induzidas pelo aumento de expressao de hsps proprias nos sitios
inflamatorios os quais ocorreriam tanto em doengas autoimunes quanto em doencas

infecciosas °%%.

A caracterizacdo fenotipica destas células reguladoras, o
esclarecimento dos mecanismos moleculares envolvidos nesta regulacdo e sua
utiizagdo para o tratamento de doengas autoimunes, tém sido descritos

recentemente %8 8970,

1.4 ESCLEROSE MULTIPLA E ENCEFALITE AUTOIMUNE EXPERIMENTAL
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A esclerose mdltipla (EM) é uma doenca desmielinizante do Sistema Nervoso
Central (SNC). Tem sido descrita como a principal causa de incapacidade neuroldgica em
adultos jovens e apresenta substanciais custos econdémicos, pessoais e sociais . A
maioria dos pacientes apresenta um quadro transitério de sintomas, com recidivas da
doenca, seguidos por uma fase secundaria progressiva, caracterizada por perdas
irreversiveis e neurodegeneracdo. A etiologia da EM inclui uma reacdo autoimune contra
a mielina no SNC *". As principais caracteristicas histolégicas da EM s&o infiltrac&o de
células T, B e macréfagos, além da degradacdo da mielina, que se estende aos axdnios e
astrocitos ™.

Proteinas de choque térmico sdo expressas constitutivamente em varias
células do SNC (oligodendrdcitos, astrocitos e neurbnios). De maneira similar ao que
ocorre em outros tecidos, sua presenca pode proteger as células de varios estimulos
estressantes, tais como hipoxia, anoxia ou estimulacdo excessiva. Anticorpos contra
hsp micobacteriana ligam-se em mielina e oligodendrécitos em regides com
desmielinizacdo em pacientes com EM. Nestes pacientes também se observa
resposta imune celular anti-hsp mais acentuada, principalmente no inicio da doenca
578 A participacdo desta resposta anti-hsp na EM, se benéfica ou deletéria, ainda
nao esta esclarecida.

A encefalite autoimune experimental, ou encefalite alérgica experimental
(EAE), como denominada inicialmente, é considerada um modelo animal para o
estudo da esclerose multipla em humanos. Esta doenca pode ser induzida em ratos,
e outras espécies de animais suscetiveis, pela imunizacdo com antigenos derivados
de mielina associados ao Adjuvante Completo de Freund (ACF). A transferéncia
adotiva de células T especificas para mielina também desencadeia a doenca,
indicando que a EAE é uma doenca autoimune mediada por células T 7. Por volta
de 85% dos modelos experimentais de EAE utilizam ratos, enquanto que 42%
utilizam camundongos, indicando que a EAE no rato € um modelo bastante indicado
para investigar esta patologia. Uma Unica inoculacdo com homogenato de medula
espinhal, mielina ou peptideos encefalitogénicos derivados de mielina associados ao
ACF, resultam em uma incidéncia de quase 100% de EAE.

A EAE no rato Lewis é caracterizada como uma doenca aguda, grave e
monofasica com recuperacgdo esponténea. A gravidade da EAE tem sido relacionada
com a dose de micobactérias presente no inoculo; altas doses de mielina induzem

doenca grave, enquanto que baixas doses desencadeiam doenca mais branda.
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Todos os ratos imunizados mostram infiltracdo de células T no SNC, acompanhada
de ativacéo da microglia "®. As caracteristicas histopatoldgicas da EAE no rato Lewis
incluem infiltragdo mononuclear meningea, perivascular e parenquimal no SNC . O
processo inflamatério contra componentes da mielina pode levar a uma perda
neuronal aguda por apoptose. Além de sua grande utilidade para desvendar os
mecanismos imunoldgicos envolvidos na EM, este modelo também vem sendo
empregado para investigar possiveis abordagens terapéuticas, tais como inducéo de

tolerancia por via oral "

, tratamento com citocinas e imunoterapia baseada em
células dendriticas.

A participacdo da hsp65 na EAE tem sido menos investigada do que na
artrite e no diabetes experimental. Entretanto, a analise de células infiltrantes na
EAE em ratos mostrou elevada freqiéncia de células T especificas para proteina
béasica e para hsp65 .

Apesar da presenca evidente de resposta anti-hsp65 na EM e na EAE, sua
contribui¢cdo benéfica ou deletéria ainda néo foi elucidada. Uns poucos trabalhos tém
sugerido que a resposta anti-hsp possa contribuir para baixar a incidéncia e
gravidade desta doenca 8%,

Dentro deste contexto, € possivel que a imunizacdo com a vacina génica
contendo o gene da hsp65 acelere ou agrave um quadro de esclerose multipla. Isto
poderia ocorrer por ser a resposta imune induzida do tipo Thl e pela hsp65
micobacteriana apresentar mimetismo antigénico com a hsp60 humana. Por outro
lado, o reconhecimento imunoldgico de hsps bacterianas, em especial da hsp65,
parece ser parte de uma estratégia geral do sistema imunoldgico para controlar o
desenvolvimento de doencgas autoimunes, podendo a vacinagdo, neste caso,
proteger contra a EM.

Portanto, nosso obijetivo principal neste trabalho é investigar se a imunizacao
com a vacina pVAXhsp65, por via intramuscular, agrava de alguma forma o
desenvolvimento da EAE, considerada um bom modelo de esclerose multipla. Esta
avaliacdo é fundamental na fase pré-clinica, pois um efeito deletério sobre uma
doenca tdo grave quanto a esclerose multipla inviabilizaria 0 uso desta construcao
vacinal. Além disso, 0 mesmo procedimento experimental permitird avaliar um
possivel potencial profilatico da pVAXhsp65 nesta doenca autoimune. Esta
investigacdo tera que ser precedida da padronizacdo da encefalite autoimune

experimental em ratos Lewis.
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2 OBJETIVOS

2.1.Padronizar o modelo de encefalite autoimune experimental em ratos Lewis.

2.2.Avaliar as caracteristicas da resposta imune induzida pela vacina pVAXhsp65

em ratos Lewis.

2.3.Avaliar o possivel efeito imunomodulador da vacina pVAXhsp65 nas

caracteristicas clinicas e imunologicas da EAE em ratos Lewis.



Material e Métodos

ISR 2NN,




Material e Métodos 29

3 MATERIAL E METODOS

3.1 REAGENTES E ANIMAIS

3.1.1 Purificacdo de DNA (vetor e vacina)

O vetor e a vacina foram obtidos a partir do crescimento da bactéria E. coli
transformada em meio LB com ampicilina (100 pg/mL) durante uma noite, a 37°C,
em agitador a 200 rpm. ApGs o crescimento, a massa de bactérias foi sedimentada
por centrifugacdo a 10.000 g por 5 minutos e a purificacdo dos plasmideos realizada
de acordo com o protocolo descrito no kit Maxiprep (Gibco). Ao sedimento formado
foram adicionados 10 mL do tampéo de suspensdo contendo RNAse A e 10 mL de
solugéo de lise; a suspenséao foi incubada em temperatura ambiente por 5 minutos.
Apoés esse periodo, foram adicionados 10 mL de solugcdo alcalina (solucdo de
neutralizacao), invertendo cuidadosamente e incubando por mais 10 minutos. Em
seguida, a suspensao foi centrifugada por 10 minutos, a 15.000 g. O sobrenadante
foi transferido para um novo tubo e aplicado em coluna de troca ibnica previamente
equilibrada com tampéao especifico. A seguir, a coluna foi lavada e o DNA eluido. A
essa etapa seguiu-se a adicdo de 15 mL de isopropanol ao eluato e centrifugacao
por 30 minutos a 28.000 g. O sobrenadante foi desprezado e ao sedimento formado
foi adicionado 1 mL de tampéo TE. O DNA obtido foi quantificado no GENE QUANT
(Pharmacia Biotech) e, em seguida, amostras do DNA purificado foram digeridas

para posterior analise da presenca do inserto em gel de agarose 0,8%.

3.1.2 Obtencé&o de hsp65 recombinante (rhsp65)

Escherichia coli DH5a contendo o plasmideo que codifica a hsp65 foi
cultivada na presenca de IPTG (isopropil-tio-B-D-galactosideo). Apos a inducéo, as
bactérias foram centrifugadas e o sedimento lavado trés vezes com tampao CE
(citrato de s6dio 30 mM, EDTA 10 mM, pH 6,0). O sedimento foi ressuspendido em
tampao UPE (uréia 6M, tampdo fosfato 50 mM pH 7,0 e EDTA 20 mM) e as
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bactérias foram lisadas em sonicador em banho de gelo. O material foi centrifugado
e o0 sobrenadante precipitado com sulfato de aménio 1 M em banho de gelo, por 30
minutos. O material precipitado foi ressuspendido em tampao Tris-HCI (40 mM /
NaCl 20 mM, pH 7,0) e dialisado contra o mesmo tampdo. A proteina obtida foi
esterilizada por filtracdo, quantificada, aliquotada e armazenada a -20°C.

O material obtido foi testado quanto a presenca de contaminacdo com
LPS pelo teste cromogénico do lisado de amebdcito de Limulus polyphemus. Foram
consideradas amostras livres de endotoxina, e portanto adequadas para uso neste

trabalho, aquelas que apresentavam valores menores que 0,1 UE/ug de proteina.

3.1.3 Animais

Foram utilizados ratos Lewis fémeas com 2 a 4 semanas de idade oriundos
do CEMIB (Unicamp). Estes animais foram referidos como colénia CEMIB. O
namero de animais por grupo experimental variou de 3 a 8 animais. A fase inicial de
padronizacdo também incluiu o estabelecimento de uma colénia de ratos Lewis no
Biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia — Instituto de Biociéncias —
Unesp — Botucatu, cujas matrizes foram gentilmente cedidas pela Dra. Maria Sato do
Instituto de Medicina Tropical de Sdo Paulo — USP. Estes animais foram referidos
como colonia Botucatu.

Os animais foram mantidos no Biotério do Departamento de Microbiologia e
Imunologia do Instituto de Biociéncias da UNESP — Botucatu, alojados em caixas
plasticas com agua e alimentos ad libitum e mantidos sob cuidados especiais, o0 que
incluia limpeza constante do ambiente e esterilizagdo da dgua e da racao oferecidas.
Além disso, somente 0s pesquisadores diretamente envolvidos no projeto tinham
acesso a sala dos animais. A entrada nesta sala, reservada somente para este

projeto, exigia uso de propés, avental, luvas e mascara.

3.2 IMUNIZACAO GENETICA E AVALIACAO DA RESPOSTA IMUNE

3.2.1 Imunizagdo com DNA
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O plasmideo (pVax) e a vacina (pVAXhsp65) purificados foram diluidos em
salina e suas concentracdes acertadas para 1 ug/uL ou 2 pg/uL. A estas solucdes
acrescentou-se sacarose (concentracao final de 10 - 12%). Cada animal recebeu 3
doses de 100 uL de preparacéo vacinal, contendo 100 pug de DNA, administrada no

musculo quadriceps. O intervalo de tempo entre as doses foi de 15 dias.

3.2.2 Culturas celulares

Apés o sacrificio dos animais, os bagos foram retirados e divulsionados. As
suspensdes celulares foram lavadas com PBS e o sedimento celular coletado
através de centrifugacéo a 1500 rpm durante 5 minutos. O numero de células nestas
suspensdes foi ajustado para 5 x 10° células / mL em meio RPMI 1640 contendo
gentamicina (100.000 U/mL), L-glutamina e 10% de soro bovino fetal. Em seguida,
as células foram distribuidas em placas de 48 pocos (1 mL). Posteriormente, foram
adicionados os seguintes estimulos: ConA (5 ug/mL de cultura), rhsp65 (10 pg/mL
de cultura) e mielina (10 pg/mL de cultura). Apos 48 horas de incubacédo a 37°C em
ambiente contendo 5% de CO., os sobrenadantes foram coletados e estocados a -

20°C para posterior dosagem de citocinas.

3.2.3 ELISA para deteccao de anticorpos (anti-hsp65 e anti-mielina)

Para a deteccdo de anticorpos especificos, placas de 96 pocos foram
recobertas com 100 ulL/poco de rhsp65 ou mielina diluidas em tampéo de ligagédo
(Na,CO3 17mM, NaHCO3 9,6 mM, pH 9,6) na concentracdo de 5 pg/mL e incubadas
a 4°C, durante uma noite. Em seguida, as placas foram lavadas 5 vezes com
PBS/Tween 20, 0,05% e bloqueadas com 200 uL por po¢co de PBS / Tween 20
0,05% e soro fetal bovino 10%. As placas foram incubadas por uma hora, a 37°C e
lavadas novamente. As amostras de soro foram diluidas 1/10 (rhsp65) e 1/1000
(mielina) em tampé&o de bloqueio e incubadas a 4°C, por uma noite. As placas foram
novamente lavadas e incubadas por mais uma noite, a 4°C com 100 pL por poco de
anticorpo biotinilado anti-lgG1 ou anti-lgG2b de rato (Oxford Biotechnology) diluido
em tampdo de bloqueio nas concentragcbes de 500 ng/mL e 250 ng/mL,
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respectivamente. Apds incubacdo seguida de lavagem das placas, as mesmas
foram incubadas com 100 upL por poco de complexo estreptavidina-peroxidase
(StrepAB - Dako Corporation) diluido em tampao bloqueio, sob o abrigo da luz, por
30 minutos, em temperatura ambiente. A reacdo colorimétrica foi revelada com 100
uL por poco de solugdo de OPD (Sigma Chemical) e H,O, e a reacéo interrompida
com a adicao de 50 uL por poco de H,SO4 a 16%. A absorbancia foi determinada em
leitor de ELISA a 492 nm.

3.2.4 ELISA para deteccéo de citocinas

Os sobrenadantes de cultura de baco foram avaliados quanto & producéo de
IFN-y e TNF-a. Placas de 96 pocos (Nunc) foram recobertas com solugdo contendo
anticorpo purificado de captura anti-IFN-y e anti-TNF-o. de rato (R&D Systems),
diluidos em tampao PBS na concentracdo 2 ug/mL e 4 ug/mL, respectivamente. As
placas foram incubadas a temperatura ambiente durante uma noite. Apos
sucessivas lavagens com solugédo PBS — Tween 20 (0.05%) foram adicionados 300
ML da solucdo de bloqueio, constituida de PBS contendo 1% de albumina, com
incubacéo por 2 horas, a temperatura ambiente. As placas foram novamente lavadas
e incubadas por duas horas, em temperatura ambiente, com as amostras e com as
respectivas curvas de citocinas, diluidas na base 2 em tampao PBS contendo 1% de
albumina. Decorrido o tempo de incubacédo, as placas foram lavadas e incubadas
por duas horas em temperatura ambiente com os anticorpos biotinilados anti-IFN-y e
anti-TNF-o. de rato, diluidos em tampdo PBS contendo 1% de albumina na
concentracdo 150 ng/mL e 100 ng/mL durante 2 horas, respectivamente.
Posteriormente, fez-se a incubacdo com estreptoavidina diluida 1:200 em tampéo
PBS contendo 1% de albumina, durante 20 minutos, em temperatura ambiente. As
placas foram lavadas e reveladas com OPD. A reacéo foi interrompida por adicéo de

H>S0O,4 16% e a leitura realizada em 492 nm.

3.3 AVALIACAO DA EAE
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Na fase de padronizacdo, os animais foram inoculados com doses de 50 ou
100 pug da emulsdo contendo mielina (50 ug), associada ao Adjuvante Completo de
Freund’'s (Adjuvante incompleto de Freund’s mais M. butyricum) no dorso ou no

coxim plantar.

3.3.1 Determinacéo do peso corpdreo e escore clinico

Os animais foram pesados no dia da imunizagdo com mielina e diariamente
até o dia do sacrificio.

O escore clinico dos animais também foi monitorado diariamente e descrito
segundo uma escala que variou de 0 a 5. Os seguintes critérios clinicos foram
utilizados para classificar o animal dentro desta escala: 0- sem nenhuma alteragcao
do movimento, 1 - cauda parcialmente frouxa, 2 - cauda frouxa, 3 - paraparesia
moderada, 4 - paraplegia ou tetraplegia e 5 — moribundo. Escore clinico elevado (3-
4) foi o critério utilizado para definir a fase aguda enquanto que a diminuicdo deste

escore para 1 ou zero definiu a fase de recuperagéo .

3.4 COMITE DE ETICA

Os experimentos foram realizados segundo os regulamentos do Comité de
Etica Animal da Faculdade de Medicina — UNESP — Botucatu.

3.5 ANALISE ESTATISTICA

Os dados obtidos foram analisados empregando-se o programa Graph Pad
Software (San Diego, CA, USA, 1993). Os resultados foram avaliados por analise de
variancia (ANOVA), seguida de comparacao pelo método de Tukey. Valores com

p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4 PROTOCOLOS E RESULTADOS

Para atingirmos os objetivos definidos anteriormente, utilizamos os
protocolos experimentais I, II, 1ll, IV e V esquematizados a seguir. Com a intengao
de facilitar o entendimento dos resultados, os mesmos serdo sempre precedidos dos

respectivos protocolos utilizados.
4.1 PROTOCOLO EXPERIMENTAL I

Objetivo: Padronizacdo da Encefalite Autoimune Experimental em ratos
Lewis mantidos no biotério do Departamento de Microbiologia e Imunologia —
Instituto de Biociéncias — Unesp — Botucatu, com matrizes vindas do Instituto de

Medicina Tropical de S&o Paulo — USP.

Ratos da col6nia Botucatu

— ™~

Inoculagéo dorsal Inoculag&o coxim

subcutanea plantar
' 4 L4 ' & ' & )
/ Vs I I Vs
Controle MEAI_E Controle EAE EAE
5|§ ina Mielina Mielina
(50 ng) (25 ng) (50 pg)

Escore clinico
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4.1.1 Resultados Protocolo Experimental I: Escore clinico

Ap0s a imuniza¢do com mielina no dorso ou no coxim plantar com 50 ou 100
ul de emulséo, os animais foram avaliados quanto ao escore clinico.

Os resultados de escore clinico sdo mostrados nas figuras abaixo (1, 2 e 3).

A figura 1 mostra os resultados obtidos nos animais inoculados com 100 uL
da emulsdo (50 ug de mielina), no dorso, pela via intradérmica. Nesta etapa, 0s
animais atingiram, entre o 12° e 15° dia, somente o escore 1 (cauda parcialmente
frouxa) e, apoés este periodo, recuperaram-se atingindo novamente o escore 0.

A figura 2 apresenta os resultados dos animais inoculados com 50 ul da
emulsao (25 ug de mielina), no coxim plantar. Os resultados foram semelhantes aos
encontrados na figura 1, sendo que os animais inoculados com mielina atingiram
somente escore 1.

Na figura 3 sdo apresentados os resultados de imunizacdo com mielina,
também no coxim plantar, porém com a dose de 100 ul da emulsdo. Neste caso,
como pode ser observado na figura abaixo, um animal atingiu o escore 1, o0 outro o
escore 2 e o Ultimo escore 3. Os resultados foram, portanto, melhores mas nao

foram homogéneos.
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Escore clinico

1 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dias ap0s a inducdo de EAE

—e— Controle

—s—FRato 1
Rato 2
Rato 3

—%— Rato 4

Figura 1 — Escore clinico em ratos Lewis da col6nia Botucatu, submetidos a indugdo de EAE por

imunizacao no dorso com 100 ul de emulséo (mielina 50 pg) associada ao ACF. Os escores clinicos

foram avaliados diariamente. Resultados representam os escores clinicos individuais dos 4 animais

imunizados. Somente um controle foi incluido para facilitar a visualizagéao.
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4
o 34 —e— Controle
g —s—FRato1
% 2 Rato 2
()
§ Rato 3
@ 19 F— —%— Rato 4
i1

0 1 R—IR—IR—R—R—IR————R—K—IK—I—R—IK

-1 ‘ ‘ ‘ ‘ ‘ : : : : ‘

1 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dias ap0s a indugéo de EAE

Figura 2 - Escore clinico em ratos Lewis da colbnia Botucatu, submetidos a inducdo de EAE por
imunizacdo no coxim plantar com 50 ul da emulsdo (mielina 25 ug) associada ao ACF. O escore
clinico foi avaliado diariamente. Resultados representam os escores clinicos individuais dos 4 animais

imunizados. Somente um controle foi incluido para facilitar a visualizacéo.
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g 3 —e— Controle
< = Rato1l
c 2
o Rato 2
3 Rato 3
8 1 n n n o
’ —0—4—0—0

04 m 7 3 3 Al P A

-1 : : : :

i1 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

Dias ap0s a inducdo de EAE

Figura 3 — Escore clinico em ratos Lewis da col6nia Botucatu, submetidos a indugdo de EAE por
imunizacdo no coxim plantar com 100 ul emulséo (mielina 50 pg) associada ao ACF. O escore clinico
foi avaliado diariamente. Resultados representam os escores clinicos individuais dos 3 animais

imunizados. Somente um controle foi incluido para facilitar a visualizacéo.
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4.2 PROTOCOLO EXPERIMENTAL I

Objetivo: Padronizacdo da Encefalite Autoimune Experimental em ratos

Lewis adquiridos no CEMIB — Unicamp.

Ratos da col6nia CEMIB

v VY

Inoculacdo dorsal Inoculagdo no coxim

subcutanea plantar
' & L4 ' & ' & )
-w\\_ #\, #b ~ > — y "w’ ~
) / . I Vs
Controle EAIE Controle EAE EAE
l\gge ina Mielina Mielina
(50 ng) (25 ng) (50 ng)

Escore clinico
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4.2.1 Resultados Protocolo Experimental Il: Escore clinico

Neste protocolo, ratos Lewis da colénia CEMIB foram submetidos aos
mesmos esquemas de indugéo de EAE utilizados na colbnia Botucatu.

Em uma primeira etapa, testamos a inoculacdo pela via intradérmica
(dorsal), com a maior dose da emulséo utilizada nos protocolos anteriores (100 pl).
Como documentado na figura 4, um animal deste grupo experimental atingiu o
escore 4 da EAE e os outros dois animais chegaram a apresentar escore 3. Todos
recuperaram-se espontaneamente apos este periodo.

Posteriormente, utilizamos a dose de 50 ul da emulséo inoculada no coxim
plantar, e obtivermos resultados muito semelhantes aos verificados na figura 4,
sendo que um animal do grupo atingiu o escore 4 da EAE e os outros dois animais
do grupo chegaram a apresentar escore 3. Todos recuperaram-se espontaneamente
apos este periodo.

Na figura 6 sdo apresentados os resultados do escore clinico dos animais
imunizados com a dose de 100 ul da emulsao, no coxim plantar. Todos 0s animais
imunizados com mielina atingiram o escore clinico 4 no periodo entre o 10° e 14°
dia. Apdés o 14° dia os animais comecaram a manifestar recuperacdo espontanea,

sendo que no 21° dia todos atingiram novamente o escore clinico 0.
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5,
3 4
£
S 3 oy —eo— Controle
g \ —s—FRato 1l
O 2 A PR
4 Rato 2
14 Rato 3
0 B—B——I—r— X
_1 T T T T T T

1 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
Dias ap0s a indugéo de EAE

Figura 4 — Escore clinico em ratos Lewis da colénia CEMIB, submetidos a inducdo de EAE por
imunizacao no dorso com 100 ul da emulsdo (mielina 50 pg) associada ao ACF. O escore clinico foi
avaliado diariamente. Resultados representam os escores clinicos individuais dos 3 animais.

Somente um controle foi incluido para facilitar a visualizagéo.
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£ 37 K —e— Controle
o —8— Rato1
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u 1 Rato 3
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1 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dias ap0s a inducdo de EAE

Figura 5 — Escore clinico em ratos Lewis da colénia CEMIB, submetidos a inducdo de EAE por
imunizagcdo no coxim plantar com 50 ul da emulsao (mielina 25 pg) associada ao ACF. O escore
clinico foi avaliado diariamente. Resultados apresentam escores clinicos individuais de 3 animais

Somente um controle foi incluido para facilitar a visualizagéo.
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31 . g —e— Controle
—s—Rato1

\ Rato 2
14 NG Rato3

Escore clinico

_1 T T T T T T T T T T T
1 6 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

Dias ap0s a indugéo de EAE

Figura 6 — Escore clinico em ratos Lewis da colénia CEMIB, submetidos a inducdo de EAE por
imunizacdo no coxim plantar com 100 ul da emulsdo (mielina 50 ug) associada ao ACF e o escore
clinico foi avaliado diariamente. Resultados apresentam escore clinico individual dos 3 animais.

Somente um controle foi incluido para facilitar a visualizagao.
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4.3 PROTOCOLO EXPERIMENTAL Il

Objetivo: Padronizagcdo da Encefalite Autoimune Experimental em ratos Lewis
adquiridos no CEMIB — Unicamp.

Ratos da colénia CEMIB

v hW

Inoculag&o no coxim Inoculag&o no coxim

plantar plantar
' & '-t
V4 4
Sali
alina EAE
Mielina
(50 pg)

Avaliacoes:
++ Peso corpéreo e escore clinico
+ Producao IFN-y e TNF-a
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4.3.1 Resultados Protocolo Experimental Il

4.3.1.1 Peso corporeo e escore clinico dos animais

Apoés a imunizacdo com mielina os animais foram diariamente pesados e
avaliados quanto ao aparecimento dos sintomas tipicos da EAE. O peso médio dos
animais, no inicio do experimento, foi de 150 gramas. Os animais do grupo controle
apresentaram um ganho de peso constante durante o experimento, tendo atingido
média de 186 gramas no 20° dia.

Os animais imunizados com mielina comecaram a perder peso a partir do
10° dia apdés a imunizacdo, como pode se observar na figura 7a, na qual séo
mostrados os resultados individuais. Estes mesmos resultados sdo mostrados na
forma de média na figura 7b.

Os resultados referentes ao escore clinico sdo mostrados na figura 8a
(resultados individuais) e 8b (média). Como pode se observar, entre os dias 10 e 12
todos os animais apresentaram sintomatologia clinica com escores que atingiram até
o nivel 4. Entre os dias 15 e 16 estes sintomas comecaram a diminuir. No 20° dia a

sintomatologia tinha regredido em todos os animais, atingindo escores 0 ou 1.
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Figura 7 — Evolugdo do peso corpdreo de ratos Lewis submetidos ao processo de inducdo de EAE
por imunizagdo no coxim plantar com 100 ul da emulsdo (mielina 50 ug) associada ao ACF. Os pesos
individuais dos 6 animais foram avaliados diariamente. a) Pesos individuais (somente um controle foi

incluido para facilitar a visualizagdo). b) Peso médio + desvio médio.
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Escore clinico

Escore clinico
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Rato 2
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Dias ap6s a inducéo de EAE

Figura 8 — Escore clinico em ratos Lewis submetidos ao processo de indugao de EAE por imunizacéo

no coxim plantar com 100 ul da emulsdo (mielina 50 ug) associada ao ACF. Os escores clinicos de 6

animais foram avaliados diariamente. a) Escore individual dos animais (somente um controle foi

incluido para facilitar a visualizagdo). b) Escore médio + desvio médio.
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4.3.1.2 Niveis de anticorpos anti-mielina

Os animais imunizados com 100 pug da emulsdo contendo mielina e ACF
foram submetidos a eutanasia na fase aguda (15°dia) e na fase de recuperacdo
(20°dia). Nestes dois periodos foram coletadas amostras de soro e os niveis de
anticorpos foram avaliados por ELISA. Foi constatada producdo significativa de
anticorpos especificos tanto 1Ggl (figura 9a) quanto IgG2b (figura 9b) nas duas
fases da doenca.

Na fase de recuperacao o nivel dos dois isotipos testados foi mais elevado
em comparacdo com a fase aguda, porém este aumento so foi significativo no caso
de IgG2b.

p<0,01 p<0,001
I
44 a p<0,05 4- b p<0,05 p<0,05
I
T 3 E 3
S 2 T
2 T e
@) 21 o 24
a o
o 3 T
2‘7 14 = 14
(0] ‘ : : 0 ‘ ‘ |
Controle Aguda Recuperagio Controle Aguda Recuperagao

Figura 9 - Nivel de anticorpos séricos anti-mielina em ratos Lewis submetidos a inducdo de EAE por
imunizacdo com mielina (50 ug) associada com ACF. Os niveis de anticorpos foram avaliados em
amostras de soro obtidas nas fases aguda (15° dia) e de recuperacgdo (20° dia). As dosagens foram
feitas por ELISA em amostras de soro diluidas 1:1000. Os resultados representam a média de 3

animais por grupo * desvio médio.
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4.3.1.3 Producao de IFN-y e TNF-a

O desenvolvimento da encefalite foi acompanhado de producéo significativa
de IFN-y (figura 10a) e TNF-a (figura 11a) por células esplénicas estimuladas com
mielina nas duas fases da doenca. Niveis mais elevados destas citocinas foram
observados nas culturas esplénicas realizadas durante a fase aguda em
comparacdo com a fase inicial de recuperacdo, entretanto, esta diferenca néo foi
significativa.

Nas culturas estimuladas com ConA, como esperado, os niveis de IFN-y
(figura 10b) e TNF-a (figura 11b) também estavam igualmente elevados nos 3

grupos experimentais.
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Figura 10 - Producdo de IFN-y (pg/mL) por células esplénicas de ratos Lewis com EAE. Células

esplénicas foram obtidas nas fases aguda (15° dia) e de recuperagcdo (20° dia) da doenca e

estimuladas com mielina 10 ug/mL de cultura (a) ou (b) estimuladas com ConA 5 ug/mL de cultura

(b). Os sobrenadantes foram coletados ap6s 48 horas e os niveis de IFN-y determinados por ELISA.

Os resultados representam a média de 3 animais por grupo * desvio médio.

25 4 a

20

15

10

TNF-a (pg/ml)

p<0,001

Q0
&
A\

N2
Q
N
&

00

Sb
N
>

s

o
&

@“&Q

TNF-a (pg/ml)

600 - b
500 +
400 + ;|;
300 A
200 A
100 -
0
E I S
0{\\ e &
o 3

Figura 11 - Producgdo de TNF- a (pg/mL) por células esplénicas de ratos Lewis com EAE. Células

esplénicas foram obtidas nas fases aguda (15° dia) e de recuperagdo (20° dia) da doenga e

estimuladas com mielina 10 pg/mL de cultura (a) ou com ConA 5 pg/mL de cultura (b). Os

sobrenadantes foram coletados apds 48 horas e os niveis de TNF-a determinados por ELISA. Os

resultados representam a média de 3 animais por grupo + desvio médio.
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4.4 PROTOCOLO EXPERIMENTAL IV

Objetivo: Avaliar a resposta imune induzida pela vacina (pVAXhsp65) em

ratos Lewis.
] \ : % ] %
Salina Vetor Vacina
I |
3 doses — 100 pug / i.m. (intervalo de 15 dias)
15 dias
Resposta imune celular in vitro Concentracao
(cultura de células esplénicas): de anticorpos
séricos anti-
INF-y } rhsp65 e ConA hsp65

N\

lgG1 19G2b
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4.4.1 Resultados Protocolo Experimental IV

4.4.1.1 Producao de anticorpos anti-hsp65

Ratos Lewis foram imunizados com pVAXhsp65 (3 doses com intervalo de
15 dias / 100 ug cada / via i.m.). Quinze dias apds a ultima dose, os animais foram
sacrificados, amostras de soro foram coletadas e os niveis de anticorpos anti-hsp65
(IgG1 e IgG2b) foram determinados, apés diluicdo 1/10. Como podemos observar na
figura 12, ndo ocorreu producao significativa de 1gG1 (a) e 1gG2b (b) apos este

esquema vacinal.

14 a 19 b
—~ 08+ —~ 0,8+
E £
N 06 S 106
N 6 1 o) ,6
2 < |
Y o
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Figura 12 — Producédo de anticorpos IgG1 (a) e IgG2b (b) em ratos Lewis imunizados com pVAXhsp65
(3 doses com intervalo de 15 dias / 100 pg cada / via i.m.). As amostras de soro foram coletadas duas
semanas apos a Uultima dose da vacina e testadas apos diluicdo 1/10. Os resultados séo expressos

como a média *+ desvio médio de 4 animais.
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4.4.1.2 Producao de IFN-y

Ratos Lewis foram imunizados com pVAXhsp65 (3 doses com intervalo de
15 dias / 100 ug cada / via i.m.). Quinze dias apdés a ultima imuniza¢do, os animais
foram sacrificados e a producdo de IFN-y por células esplénicas foi testada por
estimulacdo in vitro com rhsp65 e ConA. Os resultados observados sdao mostrados
nas figuras 13 a (estimulo com rhsp65) e 13 b (estimulo com ConA). Niveis mais
elevados de IFN-y foram produzidos nas culturas de animais vacinados, em
comparagao com animais que receberam vetor ou salina. Entretanto, esta diferenca
nao foi estatisticamente significativa. Os niveis de IFN-y induzidos por ConA foram

elevados e similares, como esperado, nos trés grupos experimentais.
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Figura 13 - Producéo de IFN-y por células esplénicas de ratos Lewis imunizados com pVAXhsp65 (3
doses com intervalo de 15 dias / 100 ug cada / via i.m.) Células esplénicas foram obtidas 15 dias
ap6s a Ultima dose da vacina e as culturas estimuladas com rhsp65 (a) e ConA (b). Os
sobrenadantes foram coletados apds 48 horas e a concentragao de IFN-y foi determinada por ELISA.

Os resultados sdo expressos como a média + desvio médio de 8 animais.
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4.5 PROTOCOLO EXPERIMENTAL V

Objetivo: Avaliar o possivel efeito imunomodulador da vacina pVAXhsp65

nas caracteristicas clinicas e imunoldgicas da EAE em ratos Lewis.

3 doses de 100 ug/im (intervalo 15 dias)

15 dias apos ultima dose

Mielina + ACF

Salina Salina Vetor
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