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Heat Shock Protein (HSP) in micobateria disease
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Departamento de Parasitologia, Microbiologia e
Imunologia, Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sdo Paulo.

A tuberculose volta a ser um dos mais

graves problemas de saude publica em todo o
mundo, principalmente nos paises
subdesenvolvidos. @) Mycobacterium
tuberculosis, que é o agente etioldgico dessa
doenga, infecta atualmente mais de 1 bilhdo de
pessoas e € responsavel pela morte de
aproximadamente 3 milhGes de pessoas por
ano (WHO). O controle da tuberculose é feito
preventiva-mente em diversas partes do mundo
pela utilizacdo da vacina BCG. O BCG foi
obtido entre 1906 e 1919 pela atenuacdo de
um isolado de M. bovis por passagens
sucessivas em meios de cultura. Os bacilos
atenuados nunca foram clonados, mas foram
distribuidos pelo mundo inteiro e propagados
sob diferentes condi¢des de cultura para serem
usados como vacina. Contudo, depois de
varios estudos, verificou-se que a eficacia
desta vacina variava de zero a 80% entre as
diferentes populagbes do mundo submetidas
ao teste (1). Varias razfes tem sido propostas
para explicar e entender estas diferencas
observadas (1). Elas poderiam estar
relacionadas com: as diferencas nas
preparac@es de BCG testadas; com a viruléncia
do bacilo da tuberculose em diversas regides;
com diferengas genéticas e nutricionais dessas
populacdes infectadas; e possivelmente com o
emprego de diversas metodologias para coleta
dos dados e andlise dos resultados. Dados
atuais e relevantes mostram ainda que: (i) o
BCG ja foi detectado em pacientes infectados
pelo virus da AIDS (2); (ii) o uso desta vacina
impede o emprego

subsequente de testes de sensibilidade
cutdnea para detectar a tuberculose-infec¢éo
(3); (iii) ndo se sabe ao certo ainda, porque em
contraste com o BCG viavel, o BCG morto ou
os antigenos purificados conferem pouca
protecdo imunolégica mesmo quando
inoculados em altas concentracdes e ou
juntamente com adjuvantes (4). Por esses
motivos tem-se evitado em diversas partes do
mundo a utilizacdo do BCG como vacina,
sendo que uma série de pesquisas estdo em
desenvolvimento para se encontrar uma vacina
substituta.

Estes fatos reveladores sobre a ineficacia
do BCG, ocorreram justamente quando ha uma
revolucdo nas propostas de desenvolvimento
de vacinas, todas elas baseadas na tecnologia
do DNA recombinante. Certamente, nos pro-
ximos anos haverd uma nova geracdo de
vacinas destinadas a combater a maioria das
doengas infecciosas, incluindo a tuberculose.
Utilizando abordagens e metodologias recen-
tes, estas vacinas utilizardo genes ou partes de
genes dos microorganismos que causam as
doencas, e 0s seus produtos serdo expressos
de maneira apropriada nos organismos
vacinados. Sob este ponto de vista, 0 desenvol-
vimento de uma vacina contra estas infec¢des
sO tera éxito apds se resolver alguns para-
digmas, como: (i) identificacdo do mecanismo
imune efetor que leva a uma protecdo efetiva
contra a infeccao por micobactérias; (ii) escolha
de antigenos apropriados que possam induzir
uma resposta efetiva em todos os individuos;
(iii) escolha da maneira adequada de
administracdo da vacina, de modo a se obter a
melhor resposta nos individuos vacinados.

Como mencionado acima, na tentativa de

se obter uma nova vacina contra a tuberculose,
aue apresentasse melhor eficacia aue o BCG.
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uma série de trabalhos desenvolvidos nos
ultimos anos por diferentes autores, mostraram
gue as abordagens classicas de imunizacao
com diferentes componentes micobacterianos
purificados foram desapontadores quanto a
capacidade de conferir protecdo. Desta forma,
pode-se concluir que ou o BCG intracelular
secreta antigenos especiais que conferem
melhor protecdo, ou que a origem intracelular
dos antigenos, resulta em meios mais efetivos
de processamento e apresentacdo antigénica
para células efetoras especificas. Desta forma,
a melhor maneira para testar a hipétese de que
antigenos liberados intracelularmente sdo mais
efetivos para conferir protecdo imunolégica
contra a tuberculose, seria a realizacdo de
varios experimentos de vacinagdo com a
utilizacdo de genes micobacterianos, que
promovem a expressao dos respectivos
produtos génicos diretamente no citoplasma de
células apresentadoras de antigenos (APC).

Segundo a hipotese levantada pelo nosso
grupo de pesquisa, antigenos micobacterianos
originados intracelularmente em células APC
seriam mais eficientemente processados e
apresentados para linfocitos T especificos e
consequentemente induziria melhor resposta
imune efetora contra infecgdo por M. tubercu-
losis. Assim, varios modelos experimentais
foram desenvolvidos em nosso Laboratério de
Vacinas Genéticas e utilizados com a finalidade
tanto de induzir a expressdao de proteinas
micobacterianas endogenamente em células
APC como estudar o efeito protetor nos animais
imunizados, contra posterior infeccdo por M.
tuberculosis. O primeiro modelo utilizado para
expressdo enddgena desses antigenos, foi a
transfecgdo de células macrofagicas murina
J774 com o gene da proteina hsp65 clonado no
vetor retroviral pZIPNeoSV(X). Os retrovirus
recombinantes (pZIPNeoHSP65) foram usados
para transfectar células fibroblasticas psi-CRE
gque sao apropriadas para a producdo em larga
escala dos retrovirus em forma infectante. Os
retrovirus recombinantes e infectantes libera-
dos no sobrenadante dessas células fibroblas-
ticas, foram titulados em células 3T3, e
utilizados em seguida para infectar células
macrofagicas murina da linhagem J774 (8). As
células macrofagicas transfectadas foram
selecionadas na presenca de neomicina
(G418), e aquelas expressando endogena
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mente hsp65 (J774-hsp65) foram clonadas e
usadas para estudar o processamento e o0
reconhecimento do antigeno enddgeno por
diferentes subpopulacdes de linfocitos. As
andlises sobre 0 RNA mensageiro por Northen
blot, mapeamento com enzima nuclease S1, bem
como analises sobre a expressdo da proteina
hsp65 através de Western blot e andlise por
FACScan, mostraram que tanto o RNAmM como a
proteina estavam sendo expressos de forma
estavel nos macréfagos transfectados (5).

Os primeiros estudos realizados pelo
grupo sobre apresentacdo antigénica mostra-
ram que a proteina micobacteriana recombi-
nante expressada endogenamente na célula
J774-hsp65 utilizava-se tanto da via exdgena,
quanto da endégena da APC para ser
processada, e os fragmentos antigénicos
associados respectivamente a moléculas de
classe Il ou classe | do MHC, foram
reconhecidos respectivamente por linfécitos T
CD4 ou T CD8 hsp65-especificos (5,6). Houve
proliferacdo e secrecéo de IL-2 e IL-3 por esses
linfécitos, que tinham também a capacidade de
causar lise celular especifica em macrofagos
infectados com M. tuberculosis. Estes
resultados permitiram dar continuidade as
investigagcbes visando entender os possiveis
mecanismos efetores que levam a uma
protecéo eficaz contra estas infecges.

Como a célula macrofagica J774-hsp65
transfectada tinha a capacidade de apresentar
0 antigeno micobacteriano em sua superficie
tanto em associagdo com moléculas de classe
I como de classe Il do MHC, e ser reconhecido
respectivamente por linfécitos T CD8 e T CD4
hsp65-especificos, realizamos uma série de
experimentos com o intuito de induzir imuni-
dade especifica em camundongos pela
inoculacdo dessas células transfectadas (7).
Foram utilizados diferentes protocolos para
imunizacdo e o melhor esquema foi aquele
constituido de 4 inoculagBes (uma a cada
semana) de 1 x 10° células J774-hsp65 trans-
fectadas, por via ip ou iv, em camundongos
BALB/c. Este esquema de imunizacdo induziu
potente resposta imune celular contra a
proteina hsp65, sem desenvolvimento de
tumores e morte dos animais vacinados (7). 0

ponto mais importante desses
experimentos foi a demonstracdo de que
nesses animais imunizados  ocorria

protecdo altamente



significativa contra posterior infecgdo por M.
tuberculosis ou BCG. Estes resultados foram os
primeiros da literatura demonstrando que a
imunizagdo de animais com uma Unica espécie
de molécula antigénica era capaz de conferir
alto grau de protecdo imunolégica especifica
contra infeccdo por micobactérias (8-11).
Estudos realizados em paralelo com a
imunizacao de animais pela inoculagdo do
antigeno hsp65 recombinante em adjuvante
incompleto de Freund, mostraram que esse
sistema ao longo da infeccdo micobacteriana
era capaz de induzir somente uma bacte-
riostase, enquanto a imunizagdo com as células
J774-hsp65 transfectadas induzia uma reducgdo
do ndmero de micobactérias nesses animais
em torno de 90%, 30 dias apds infeccédo por M.
tuberculosis (10). Interessante mencionar que
camundongos C57BU6 imunizados com os
macréfagos J774-hsp65 nédo foram protegidos
pela infeccdo por M. tuberculosis, demons-
trando que a imunizagdo era restringida pelo
complexo maior de histocompatibilidade
(MHC), uma vez que as células J774 sdo H-
2Kd e os camundongos C57BU6 sdo H-2Kb
(11). Além disso, camundongos BALB/c ndo
foram protegidos contra infeccdo por Listeria
monocytogenes, mostrando também a
especificidade da imunizagéo (11)

Uma vez demonstrado que a imunizacéo
dos animais com as células J774-hsp65
conferia protecdo contra posterior infeccdo por
micobactérias, passamos a estudar se a
transferéncia adotiva de linfécitos T hsp65-
especificos obtidos dos animais vacinados
também induzia protecédo contra infeccdo por
M. tuberculosis em animais irradiados e néo
vacinados. Os linfécitos T CD4, T CD8 e Ty/S
dos animais imunizados foram separados por
selegdo negativa com anticorpos especificos,
seguido de lise por componentes do sistema
complemento. As diversas subpopulacdes de
linfécitos T obtidas foram incubadas na
presenca da célula J774-hsp65 irradiada, as
quais serviram como fonte de antigeno hsp65 e
ao mesmo tempo como células apresentadoras
para permitir a multiplicagdo dos linfécitos
hsp65-especificos in vitro. Em seguida, apds a
multiplicacdo desses linfécitos, as células foram
transferidas adotivamente para outros animais
irradiados e nao imunizados, e concomitante-
mente infectados com M. tuberculosis ou
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Listeria. Os resultados demonstraram que as
subpopulagdes dos trés fendtipos de células T
tinham a capacidade de induzir especificamen-
te protecdo aos animais contra a infeccdo
micobacteriana (reducdo em 18% do nimero
de micobactérias pela transferéncia de células
CD4; 38% para CD8; e 16% para /); os efeitos
observados eram aditivos quando eram feitas
transferéncias simultaneas de dois ou trés tipos
celulares (53% para CD4 + CD8; 25% para
CD4 + y/d ; 48% para CD8 + y/5; 60% para a
transferéncia concomitante dos trés tipos
celulares) (11). A célula que mostrou isola-
damente ser a mais eficiente foi a do fenétipo T
CD8, que também tinha a capacidade de lisar
especificamente células macrofagicas infec-
tadas com micobactérias, de maneira espe-
cifica e restrita pelo MHC (9-11).

Apés demonstrarmos que a protecao
efetiva contra infecgdo por M. tuberculosis
ocorria principalmente com a transferéncia
adotiva de linfécitos T CD8 citotoxicos, procu-
ramos determinar comparativamente com
outros modelos de imunizagdo, a frequéncia
com que os linfécitos T CD4 e T CD8 hsp65-
especificos estdo presentes nos animais imu-
nizados. A frequéncia de células T CD8 espe-
cificas para hsp65 foi significativamente mais
alta nos animais imunizados com células J774-
hsp65 estando em torno de 1:100. Nos animais
vacinados com BCG ou com hsp65 recom-
binante na presenca de adjuvante, o apare-
cimento das células T CD8 especificas ficou
respectivamente em torno de 1:2960 e 1:25950
(8, 12). Estes experimentos deixaram claro que
a disponibilidade do antigeno enddégeno em
células APC mimetizando a infec¢do por mico-
bactérias, permite uma melhor interagédo
desses antigenos com as moléculas de classe
| do MHC e, consequentemente, estimulacao
de células T CD8 e protegdo efetiva contra
infeccdo por M. tuberculosis. Estes resultados
permitem ainda especular que, a liberacdo dos
bacilos do ambiente intracelular ap6s a fago-
citose dos mesmos, para 0 meio extracelular
pela acdo das células T CD8 citotéxicas
especificas, seria de extrema importancia para
a acao antibactericida de macrofagos recém-
migrados, 0s quais seriam estimulados por
interleucinas resultantes da ativagdo das
células T CD4, ou mesmo T CD8, como mos-
trado em nossos trabalhos (8-14).
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Para um melhor entendimento do
mecanismo imune efetor envolvido na protecdo
contra infeccdo micobacteriana, um total de
doze clones de cada uma das subpopulacGes
de células T CD4 e CD8 obtidos dos experi-
mentos acima realizados foram caracterizados
pormenorizadamente quanto: (i) a especi-
ficidade antigénica; (ii) restricdo pelo MHC; (iii)
apresentacdo antigénica via moléculas de
classe | ou classe lI; (iv) padrdo de secrecdo de
interleucinas; (v) atividade citotdxica; e (vi)
transferéncia adotiva de imunidade especifica
para animais nao imunizados. O principal
objetivo era estabelecer quais desses parame-
tros melhor se correlacionariam com a efetiva
protecdo contra infeccdo por M. tuberculosis
(12). Inicialmente, os doze clones CD4 hsp65-
especificos foram estudados comparativa-
mente quanto as suas habilidades de prolife-
rarem na presenca ou auséncia de hsp65 ou
PPD, e quanto aos efeitos de inibidores do
processamento e apresentacdo antigénica. Os
clones nao proliferaram na presenca de células
apresentadoras sem a proteina hsp65. A adicédo
de BSA ou PPD também nad induziu proli-
feracdo. A alta proliferagcdo na presenca de
células J774-hsp65 como apresentadoras de
antigenos foi inibida por cloroquina, que
blogueia o processamento do antigeno para
apresentacdo via moléculas de classe Il do
MHC, e também por anticorpos monoclonais
contra moléculas de classe 1l do haplotipo I-Ad
ou contra CD4. Anticorpos irrelevantes ou
contra moléculas de classe I, CD8 ou contra |-
Ak, ndo inibiram a proliferagdo. Por outro lado,
os clones CD8 foram caracterizados quanto a
citotoxicidade (13). Dez dos doze clones
apresentaram citotoxicidade para células J774-
hsp65 que tém capacidade de apresentarem
antigenos via moléculas de classe I. A
citotoxicidade foi inibida por brefeldin A que
blogueia a apresentacdo de antigenos via
classe I, e ndo por cloroquina que bloqueia a
apresentacdo de antigenos via moléculas de
classe Il. Além disso, a citotoxicidade foi inibida
por anticorpos anti-CD8 e anti-H-2Kd e ndo por
anti-CD4 e anti-H-2Kk. Cinco dos 12 clones
CD4 também apresentaram toxicidade para
células J774-hsp65 ou para células J774 nao
transfectadas mas acrescidas de hsp65
exogena (12). Estes resultados demonstraram
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que tanto os clones CD4 quanto os CD8
reconhecem antigenos de maneira classica, via
moléculas de classe I ou classe |,
respectivamente, e de maneira restrita as
moléculas do MHC.

Devido ao fato da producéo de IFN-y pelos
linfocitos T estar associada com boa resposta
imune celular contra patégenos (padrdo de
resposta imune tipo Thl) e a producdo de IL-4
estar associada com resposta imune humoral
(padrao de resposta imune tipo Th2) noés
estudamos o padrdao de secregcdo dessas
interleucinas nos doze clones CD4 ou CD8
quando submetidos a estimulagdo com
antige-no especifico ou sob estimulagdo com
anti-CD3 ou PMA (13). Quanto a produgdo de
citocinas, trés dos doze clones CD4 nao
produziam IFN-y mas produziam IL-4. Um outro
clone produzia IFN-y e pequena quantidade de
IL-4. Todos os outros oito clones produziram
somente IFN-y. Quanto aos clones CD8, dez
entre doze deles produziram IFN-y em grandes
quantidades. Quatro clones produziam IL-4 e
dois deles produziam IFN-y em pequena
quantidade. Uma vez determinadas as
caracteristicas de citotoxicidade, especifici-
dades antigénicas, frequéncias de reatividade e
0 padrao de secrecdo de interleucinas pelos
clones CD4 e CD8, passamos a estudar a
atividade antimi-cobacteriana dessas células
hsp65-especificas. O objetivo era estabelecer
correlagdes entre sub-populagdes de linfécitos,
producédo de interleucinas e citotoxicidade, com
protecdo efetiva contra infeccdo por M.
tuberculosis (12,14). Todos os clones CD8 e
sete dos clones CD4 citotéxicos foram
testados, e tiveram a habilidade de lisar
macréfagos peritoneais infectados com M.
tuberculosis, mas nado aqueles infectados com
Listeria. Lise celular especifica ocorreu em
macrofagos provenientes de camundongos
BALB/c e ndo naqueles obtidos da linhagem
C57BV6, denotando lise celular restrita pelo
MHC. Em seguida, alguns clones CD4 e CD8
com atividades citotéxicas e producdo de
interleucinas varidveis, foram analisados
guanto a contribuicdo que as interleucinas e a
citotoxicidade podem desempenhar na
protecdo contra infeccdo por M. tuberculosis.
Inicialmente foram verificadas as ac¢fes dos
sobrenadantes das culturas dos clones de
células T (ou seja, a composigdo de citocinas



desses sobrenadantes) sobre a estimulagéo de
cultura de macrofagos de medula éssea para
eliminagdo da infeccdo  micobacteriana.
Sobrenadantes de quatro dos clones testados,
os quais eram produtores de IFN-y, foram
efetivos em diminuir em torno de 30 a 40%, o
namero de micobactérias intracelulares, quando
comparados com macrofagos controles nao
tratados ou com aqueles tratados com
sobrenadantes de clones produtores de IL-4. A
capacidade dos sobrenadantes provenientes de
clones produtores de IFN-y de induzir agéo
micobactericida foi suprimida pela adicdo de
anticorpo anti-IFN-y. Estes resultados indicaram
que o IFN-y tém contribuicdo modesta na
protecdo contra infeccdo por M. tuberculosis.
Em outra série de experimentos, clones CD4 e
CD8 com atividade citotéxica foram incubados
diretamente com os macréfagos infectados,
sendo que houve reducgdo entre 22 a 80% do
namero de micobactérias intracelulares, mesmo
na auséncia de estimuladores como o IFN-y
(quando comparados com macréfagos expostos
a clones CD4 ou CDS8 inespecificos).

Os resultados demonstraram que a
atividade citotdxica direta dos linfécitos T sobre
os macréfagos infectados tém papel preponde-
rante na protecdo contra infeccdo por M.
tuberculosis, sendo os clones mais efetivos
aqueles de fendtipo CD8 (13,14).

Além da demonstragdo da atividade
antimicobacteriana dos sobrenadantes e da
acao direta dos clones de linfocitos T sobre
macrofagos infectados com M. tuberculosis, os
diversos clones de linfocitos T CD4 e CD8 com
reatividade especifica para hsp65, também
foram utilizados em experimentos de trans-
feréncia adotiva para animais nao imunizados.

A finalidade deste ensaio foi verificar quais
dos clones realmente transferem protecao
imunoldgica efetiva contra infeccdo por M.
tuberculosis (12,14). Camundongos BALB/c
foram inoculados iv com 5 x 10° células T
seguido de inoculagédo de 1 x 10s UFC de M.
tuberculosis. Outro grupo de camundongos
também recebeu tratamento iv com anticorpos
anti-IFN-y 2 dias e imediatamente antes da
transferéncia adotiva, seguido de inocula¢des
do anticorpo a cada 4 dias de intervalo. O clone
gue apresentou maior protecdo (CD8.4) reduziu
0 crescimento bacteriano em 99%, tinha
fenétipo CD8 e apresentava citotoxicidade e
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produzia IFN-y. Nos animais tratados com anti-
IFN-y, o clone CD8.4 teve agéo protetora pouco
reduzida. Um outro clone (CD8.5) que também
apresentou alta atividade protetora (94%) nao
produzia IFN-y mas sim IL-4, e ndo teve
atividade protetora reduzida naqueles animais
tratados com anti-IFN-y. J& o clone CD8.8 que
tinha alta producdo de IFN-y e baixa atividade
citotéxica, apresentou acdo protetora mode-
rada, uma vez que reduziu somente em torno
de 30% o numero de bacilos nos 6rgédos dos
animais infectados. Este efeito foi neutralizado
nos animais infectados e tratados com anti-IFN-
y. O mesmo padré&o de prote¢éo imunoldgica foi
obtido com a transferéncia adotiva dos clones
CD4, embora com magnitude menor que a
demonstrada pelos clones CD8. Clones CD4
ndo citotoxicos e produtores de IFN-y tiveram
baixa acdo protetora (34%) e seus efeitos foram
bloqgueados pelo tratamento dos animais
infectados com anti-IFN- y. Clones CD4 que
ndo eram citotoxicos nem produziam IFN- y n&o
tinham nenhum efeito protetor. Comparando-se
0os resultados obtidos com esses clones
representativos, ficou evidente que a protecao
contra infeccdo micobacteriana esta associado
com duas propriedades: (i) um efeito modesto
devido a producéo de IFN- y e que pode ser
neutralizado por anti-IFN-y; (i) e um efeito
altamente  protetor associado com a
citotoxicidade, principalmente de linfocitos T
CD8. Portanto, o efeito protetor contra infecgao
por M. tuberculosis depende de imunidade
celular especifica resultante da estimulacao de
células T CD8 produtoras de IFN-y, sendo que
este estado de ativacdo depende fundamen-
talmente da disponibilidade de antigenos
enddgenos complexados a moléculas de classe
I do MHC em células apresentadoras de
antigenos.

Apesar de termos obtido bons indices
de protecédo efetiva contra infecta,, por M. tuber-
culosis usando macrdéfagos transfectados para
imunizacdo, em termos praticos a metodologia
de transfecgdo celular é onerosa e de dificil
manipulagdo. Assim, em continuidade as
nossas investigacdes utilizamos outros métodos
de imunizacdo, visando a praticidade e a
manutencéo da eficiéncia. Dois novos métodos
foram testados com essa finalidade. Um deles
utilizava injecdo intramuscular de &cidos
nucleicos (imunizacdo com DNA) que
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codificam antigenos micobacterianos e o outro
a inoculacao de vesiculas lipossomais con-
tendo antigenos encapsulados.

A utilizacdo de DNA para imunizagfes
esta sendo considerada atualmente como a
vacina de terceira geragdo (15). Nas vacinas de
primeira geracdo foram utilizados micror-
ganismos totais, atenuados ou mortos, como o
da poliomielite e da variola, que induzem
estimulagdo tanto de células T CD8 citotoxicas
quanto de T CD4 auxiliares, além da imunidade
humoral. Embora remoto, o maior risco dessas
vacinas é a possibilidade de reversdo desses
agentes para a forma patogénica (15). As
vacinas utilizando microrganismos mortos nao
correm este risco, mas elas somente séo
capazes de gerar resposta imune celular com
linfécitos T CD4 e imunidade humoral, sem
induzirem especificamente linfocitos T CD8
citotéxicos (15). De forma semelhante, vaci-
nagdo com componentes proteicos definidos
(vacinas de segunda geragdo) como a toxina
tetanica ou diftérica, ou mesmo antigenos
recombinantes como o da hepatite B, também
ndo induzem linfécitos T CD8 citotoxicos. As
vacinas utilizando acidos nucleicos séo capazes
de induzir ambos os tipos de resposta imune
protetora, inclusive a estimulagédo de linfécitos T
CD8 citotoxicos (15), sem o risco associado as
vacinas de organismos vivos. A tecnologia é
relativamente simples, pois 0 DNA ou RNA
apropriadamente preparado é levado direta-
mente as células do organismo a ser imunizado,
onde eles sdo incorporados, ocorrendo
posteriormente a expressdo dos produtos desses
genes. A expressdo endogena dos produtos
génicos induz subsequentemente resposta
imune protetora no hospedeiro. Embora, as
vacinas de DNA estejam sendo testadas
predominantemente quanto a prote¢cdo nas
infecgBes virais, essas vacinas podem ter um
efeito protetor significativo contra infec¢Bes
bacterianas, fungicas e mesmo parasitarias (15).

Para os estudos iniciais de vacinagéo
com DNA nés introduzimos o gene da proteina
hsp65 nos plasmideos pCDNA3 (com promotor
do citomegalovirus) e pHMG (com promotor da
hidroxi-metil-glutaril-CoA-redutase)  (8,9,14).
Ambos promotores efetivamente dirigem a
expressdo de genes micobacterianos em
células de mamiferos. Utilizando um protocolo
padréo de imunizagéo, diferentes DNAs foram
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inoculados por via intramuscular (quadriceps)
em camundongos (50 ug na perna esquerda e
50 ug na perna direita, por 4 vezes em
intervalos de 3 semanas cada uma). Animais
controles receberam somente plasmideos
(controle negativo), proteina hsp65 em salina
ou em adjuvante incompleto de Freund, ou uma
simples inoculagdo de BCG intradérmico
(controle positivo). Nos camundongos imu-
nizados com o DNA hsp65, a resposta da
producdo de anticorpos especificos foi obser-
vada 2 semanas apoés a terceira dose de DNA,
além de intensa resposta linfoproliferativa dos
esplenécitos na presengca de hsp65. Nos
sobrenadantes dos ensaios de linfoproliferacdo
dos animais imunizados, empregando ELISA,
foi detectada a presenca de IFN-y e ndo de IL-
4, indicando estimulagéo preferencial de células
T do tipo Thl. Em outra analise mais pormeno-
rizada, utilizando-se de linfécitos T de nédulos
linfaticos, foi observado por RT-PCR a presenga
de IFN-y e IL-12 e ndo foram detectadas as
interleucinas IL-4, IL-10 ou IL-13 (14).

Este protocolo padrdo de imunizagdo com
DNA hsp65 foi altamente efetivo para proteger
0s animais imunizados contra posterior
infeccdo com M. tuberculosis, sendo o efeito
protetor muito semelhante aquele apresentado
pelos animais imunizados com BCG viavel (14).

Com base nestes dados, foram clonados
outros antigenos micobacterianos (hsp70,
hspl10, 36 KDa e 6 KDa) nos plasmideos
pCDNA3 e pHMG e posteriormente testadas as
suas atividades protetoras. Os DNAs que
codificam os antigenos hsp70 e 6 KDa
induziram protecdo significativa, porém menor
gque aquela mostrada por hsp65. Por outro lado,
imunizacdo com DNA de hspl0 e 36 KDa néo
mostraram atividade protetora contra infecgcéo
por M. tuberculosis. Em resumo, estes estudos
demonstraram que as inoculacbes dos DNAs
que codificam os genes das proteinas
imunogénicas hsp65, hsp70 e 6 KDa por via
intramuscular, associado aos promotores do
citomegalovirus e da hidroxi-metil-glutaril-CoA
redutase, conferem protecdo significativa
contra infeccdo por M. tuberculosis em
camundongos (8,9,14).

Baseado nos dados acima obtidos e com
0 intuito de que os conhecimentos provenientes
de nossos trabalhos possam num futuro
préximo, serem utilizados no delineamento de



uma vacina a ser empregada em humanos,
realizamos outra série de experimentos com o
objetivo de estabelecer correlag6es fundamen-
tais entre diferentes sistemas de imunizagbes.
Assim, foram inoculadas em camundongos
preparag@es de: (i) antigenos micobacterianos
emulsionados em adjuvantes; (ii) antigenos
encapsulados em lipossomos (16); (iii) DNAs
que codificam antigenos proteicos; (iv) macro-
fagos transfectados com o0s genes desses
antigenos; e (v) BCG viavel intra-dérmico. Apos
as devidas imunizacBes foi observado que a
vacina mais efetiva era aquela constituida pela
inoculagdo com moléculas de DNA que
codificam antigenos micobacterianos.

Essa vacina teve a propriedade de
estimular resposta imune humoral e celular,
principalmente pela estimulacdo de células T
CD8 com padrao de secrecao de interleucinas
tipo Th1l; e mesmo apds 8 meses do término da
vacinagao, ainda ocorria protegdo efetiva (54%)
contra infeccdo por M. tuberculosis e com alta
porcentagem de células de meméria com
fendtipo CD44hi e L-selectinlow detectadas por
FACScan.

Os resultados obtidos em nossos
trabalhos prévios podem ser considerados de
grande relevdncia uma vez que estdo
proporcionando uma mudanca conceitual
profunda sobre protegcdo contra infeccdo
micobacteriana. Com a utilizagdo de uma Unica
espécie de molécula antigénica conseguiu-se
protecao altamente efetiva contra M. tubercu-
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