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“Ha quem diga que todas as noites sdo de sonhos.
Mas hd também quem garanta que nem todas, so as
de verdo. No fundo, isso ndo tem importdncia. O que
interessa mesmo ndo é a noite em si, sdo os sonhos.
Sonhos que o homem sonha sempre, em todos os
lugares, em todas as épocas do ano, dormindo ou
acordado”

Shakespeare, Sonhos de Uma Noite de Verdo
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ABREVIATURAS

7AAD — 7-amino-actinomicina D

ACD - &cido citrato dextrose

APC — célula apresentadora de antigenos
BCG — bacilo de Calmette-Guérin

CFSE -
diacetate, succinimidyl Ester

5-(and-6)-carboxyfluorescein

CMSP — células mononucleares do
sangue periférico

CpG — motivos ou seqliéncias de citosina-
guanina ndo-metiladas

CR — receptor para o complemento

CTL — linfécito T citolitico

FACS - citometria de fluxo

Fas-L —fas-ligante

FcR — receptor para a porcdo constante
de imunoglobulinas

GM-CSF - fator estimulador de colbnias
de granuldcitos e macrofagos

HIV — virus da imunodeficiéncia humana
IFN-y — interferon gama

Ig — imunoglobulina

IL- interleucina

iINOS — enzima indutora da sintese de
oxido nitrido

IP-10 — proteina induzida por IFN-y

LAM — lipoarabinomanana

LPS — lipopolissacarideo

mAb — anticorpo monoclonal

MCP-1 — proteina quimioatrativa de
monocitos

ME — mercapto-etanol

MHC -
histocompatibilidade

complexo  principal de
MIF — mediana da intensidade de
fluorescéncia

MIP — proteina inflamatéria de macréfagos
MLR — reacéo leucocitaria mista

MR — receptor para manose

NF-kB — fator de transcricao kappa-B

NK — células exterminadoras naturais
ODN - oligodeoxinucleotideos

PAMP — padrdo molecular associado a
patbégenos

PBS — solucao fostato tamponada

PCR — reacdo em cadeia da polimerase
PFC — proteinas de filtrado de cultura de
M. tuberculosis

PRR - receptor de reconhecimento
padrao

SEM — erro padrdo da média

TAP — transportador associado ao
processamento de antigenos

TB —tuberculose

TLR — receptor do tipo toll

TNF — fator de necrose tumoral

UFC — unidades formadoras de colénia
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RESUMO

A vacina DNA-hsp65, construcao pcDNA3-hsp65, na qual foi inserido o gene
que codifica a proteina de choque térmico de 65 kDa (hsp65, do inglés Heat Shock
Protein 65 kDa) de Mycobacterium leprae apresentou atividade profildtica e
terapéutica contra a tuberculose experimental. O vetor plasmideal usado na
construcdo desta vacina (pCDNAS3) nédo é liberado para uso clinico pelo fato de
conter o gene que confere resisténcia a ampicilina. Uma nova construcao vacinal foi
desenvolvida clonando-se o gene da hsp65 no vetor pVAX (DNA-hsp65, construgcéao
pVAX-hsp65), que contém o gene de resisténcia a kanamicina, sendo liberado para
ensaios clinicos. A vacina DNA-hsp65 (pVAX-hsp65) esta sendo testada pelo nosso
grupo, integrantes do Centro de Pesquisas em Tuberculose da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto — USP (CPT-FMRP-USP) em modelo animal, numa
abordagem comparativa para testar sua eficacia protetora em relagdo a construgéo
vacinal pcDNA3-hsp65. No presente trabalho, nosso objetivo constituiu em avaliar o
potencial imunoestimulatério da vacina DNA-hsp65 (pVAX-hsp65) sobre células
humanas, mais especificamente sobre macrofagos e ceélulas dendriticas. Estas
células apresentadoras de antigenos (APC, do inglés Antigen Presenting Cell)
exercem fungdes essenciais na ativagdo da resposta imune contra M. tuberculosis.

Nossos resultados mostraram que apds 4 horas de estimulacdo com DNA-
hsp65, tanto macréfagos quanto células dendriticas foram capazes de capturar a
vacina de DNA. Ambas as populagdes celulares expressaram o RNAm para a
hsp65, além de apresentarem elevada expressao constitutiva de TLR9 intracelular.
ApGs 48 horas de estimulacao, células dendriticas apresentaram regulacao positiva
na expressdao dos receptores CD80 e CD86 e produziram concentragdes
significativas de IL-12. Em contrapartida, macréfagos ndo apresentaram alteracdes
no fenétipo celular e nem secretaram IL-12. No entanto, foram capazes de produzir
concentragdes significativas de IL-6, TNF-a e IL-10. Verificamos também que
macrofagos estimulados com a vacina DNA-hsp65 foram mais eficientes em
restringir o crescimento de M. tuberculosis apés infec¢ao in vitro, em relacdo as
células dendriticas submetidas ao mesmo estimulo.

Em uma outra abordagem do nosso trabalho, analisamos também a
capacidade imunoestimulatéria das proteinas do filirado de cultura de
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Mycobacterium tuberculosis, descritas como PFC, sobre macréfagos e células
dendriticas. Essas proteinas sao descritas como antigenos imunodominantes na
tuberculose e também tém sido estudadas como alvos potenciais para o
desenvolvimento de novas vacinas. Macréfagos estimulados com PFC secretaram
niveis elevados de TNF-qa, IL-6, e IL-10, e ndo secretaram IL-12, enquanto células
dendriticas secretaram niveis elevados de IL-12 e IP-10. Quanto aos marcadores de
superficie, macrofagos estimulados com PFC acrescidas de motivos CpG,
apresentaram modulagcdo positiva na expressdo de CD86, enquanto células
dendriticas estimuladas apenas com PFC também apresentaram aumento na
expressao deste receptor.

Os resultados apresentados neste trabalho mostram, pela primeira vez, que
uma vacina de DNA, cujo efeito profilatico e terapéutico descrito contra a TB
experimental, foi capaz de ativar células apresentadora de antigenos humanas de
modo distinto.
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ABSTRACT

The DNA vaccine (pcDNA3-hsp65) that codifies the 65 kDa heat shock protein
(hsp65) from Mycobacterium leprae presented a prophylactic and a therapeutic effect
against experimental tuberculosis. The plasmid pcDNA3 is not allowed to be used in
clinical assays because it contains the resistance gene to ampicilin. A new construct
was developed by cloning hsp65 gene into pVAX vector (DNA-hsp65, construct
pVAX-hsp65), which contains the resistance gene to kanamicin and is allowed to
clinical assays. In this work, our aim was to evaluate the immunostimulatory effect of
DNA-hsp65 vaccine (pVAX-hsp65) over human macrophages and dendritic cells.
These antigen presenting cells play an essential role in the immune response against
micobacterial infections.

Our results showed that 4 hours after DNA-hsp65 stimulation, both
macrophages or dendritic cells were able to uptake the DNA plasmid. Both antigen
presenting cells expressed mRNA to hsp65 and high levels of intracellular
constitutive TLR9. On one hand, after 48 hours of stimulation, dendritic cells
upregulated CD80 and CD86 expression and secreted high levels of IL-12. On the
other hand, macrophages did not present any changes in the cellular phenotype and
did not secrete IL-12. However, they produced high levels of IL-6,TNF-a e IL-10. We
have also showed that macrophages stimulated with DNA-hsp65 were able to restrict
the growth of Mycobacterium tuberculosis after in vitro infection while dendritic cells
were not able to control the bacterial load.

We also evaluated the immunostimulatory effect of other mycobacterial
antigens: the proteins secreted by M. tuberculosis described as culture filtrate
proteins (CFP). These proteins have been studied as tools for the development of
new vaccines. Macrophages stimulated with CFP antigens secreted high levels of
TNF-0, IL-6 and IL-10, and did not secrete IL-12. Dendritic cells secreted high levels
of IL-12 and IP-10. When we analyzed the cellular phenotype, we observed that
macrophages stimulated with CFP plus CpG-oligodeoxynucleotides upregulated the
CD86 expression while dendritic cells stimulated with CFP only up regulated the
expression of this receptor. These results show, for the first time, that a DNA vaccine
which presented a prophylactic and a therapeutic effect against experimental
tuberculosis, was able to activate in a different way human antigen presenting cells.
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INTRODUCAO

1) Tuberculose: contexto geral

A tuberculose (TB), doenca causada pelo bacilo Mycobacterium tuberculosis,
representa um grave problema de saude publica dos paises em desenvolvimento. A
América Latina, a Asia e a Africa detém a maioria de casos de TB do mundo. O
Brasil ocupa o 132 lugar dentre os 22 paises que registram o maior numero de casos
de TB. Dados epidemiol6gicos mostram que ocorrem aproximadamente 10 milhdes
de novos casos e 3 milhdes de mortes ao ano. Mais de 90.000 casos sao notificados
ao ano no Brasil, com uma incidéncia estimada em mais de 120.000 casos e mais de
6.000 mortes anuais. Fatores econdmicos, sociais, desinformacdo, sistemas
precarios de vigilancia sanitaria, falhas na assisténcia aos doentes e desnutricao
contribuem para a disseminagao desta doenca. Além disso, o uso indiscriminado de
antibiéticos, terapias inadequadas e o abandono de tratamento tém contribuido para
o surgimento de bacilos resistentes a multiplas drogas (The World Health Report,
2004).

M. tuberculosis, assim como outras micobactérias pertencentes ao complexo
Mycobacterium tuberculosis (M. bovis, M. africanum, M. microti e M. canetti) sao
bacilos curvos ou retos, com 0,2 a 0,7 wm de largura por 1,0 a 10 um de
comprimento. Possuem grande quantidade de lipideos em sua parede celular, o que
confere a estas bactérias a propriedade tintorial de alcool-acido resisténcia. S&o
aerdbias e classificadas de acordo com o seu tempo de crescimento, sendo
consideradas de crescimento rapido quando requerem menos de 7 dias para
produzir colénias visiveis, e de crescimento lento, aquelas que produzem colénias
visiveis apds 7 dias de incubacdo em meios sélidos (Holt et al., 1994; Nolte &
Metchock, 1995).

A infeccdo acomete principalmente as vias aéreas superiores, sendo o
pulm&o o 6rgao-alvo da manifestagéo clinica da doenga. A transmissao da TB ocorre
através da inalacdo de goticulas de saliva contendo o bacilo, eliminadas por
individuos com infecgdo ativa ao tossir, falar ou espirrar (Riley et al., 1959). O
estabelecimento da doenca depende do numero de bacilos inalados, da viruléncia
da cepa, das condicbes imunolégicas e caracteristicas genéticas do individuo

exposto (Dannenberg, 1989). A grande maioria dos individuos infectados apresenta
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resisténcia natural a infeccdo, porém, cerca de 5 a 10% destas pessoas
desenvolvem a doenga pulmonar ativa durante a vida (Chackerian et al., 2001).

A resposta imune na TB inicia-se apdés a fagocitose dos bacilos pelos
macréfagos alveolares (Hingley-Wilson et al., 2000) e células dendriticas (Herrmann
& Lagrange, 2005). ApoOs a fagocitose, seguindo-se a fusdo do fagossoma ao
lisossoma, os macrofagos liberam enzimas lisossomais, levando a degradacao das
micobactérias. As células dendriticas parecem nao desempenhar funcao efetora na
eliminacdo de bacilos, mas atuam eficientemente na apresentacao de antigenos e
ativacao dos linfocitos T (Guermonprez et al., 2002). Quando infectados, macrofagos
e células dendriticas podem secretar fator de necrose tumoral alfa (TNF-a, do inglés
Tumor Necrosis Factor) e interleucina-12 (IL-12), que ativa as células
exterminadoras naturais (NK, do inglés Natural Killer). Uma vez ativadas, as células
NK produzem interferon gama (IFN-y), que juntamente com o TNF-a, potencializam
0S mecanismos microbicidas dos macrofagos, como a liberacdo de intermediarios
reativos do oxigénio e do nitrogénio, na tentativa de destruir os bacilos (Adams &
Hamilton, 1992; Schlesinger, 1993).

A eliminacao de M. tuberculosis pelos macréfagos pode nao ser eficiente, e a
persisténcia de bacilos no interior destas células, assim como a infeccdo de outros
macréfagos teciduais e células dendriticas, estimula a secrecdo continua de
citocinas pro-inflamatérias, como TNF-a, IL-1 e IL-6. Estes medidores séo
responsaveis pelo recrutamento de leucécitos, incluindo linfécitos TCD4" e TCD8™
para o local da infecgdo (Kaufmann, 2002), promovendo a formagéo do granuloma,
que tem a finalidade de delimitar o foco infeccioso e evitar sua disseminacao. Esta
estrutura € caracterizada pela presenca central de macréfagos contendo bacilos
fagocitados, que em eventos posteriores se diferenciam em células epitelidides e
séo circundados por um infiltrado de linfocitos. O granuloma permite que macrofagos
e linfocitos T interajam, garantindo a cooperagéo intercelular necesséria para a
geracao de uma resposta anti-micobacteriana efetiva (Revisado por Ehlers, 1999).

Ao interagirem com macrofagos infectados, linfécitos TCD4" secretam IFN-y,
que por sua vez, aumenta o processo inflamatério e a atividade microbicida destas
células da imunidade inata, enquanto linfécitos TCD8" lisam células infectadas
(Boom et al., 2003). A ativagdo da imunidade especifica também pode ser ineficiente
para promover a eliminagdo dos bacilos nos individuos suscetiveis. Como



conseqliéncia, ha uma migragdo exacerbada de linfécitos TCD4* e TCD8" e
mondcitos, caracterizando uma resposta de hipersensibilidade do tipo IV, com a
presenca de multiplos granulomas e em determinados casos mais graves, necrose,

fibrose e comprometimento pulmonar (Kaufmann et al., 2002).

2) Interacao de macrofagos com M. tuberculosis

Os macroéfagos alveolares sao descritos como uma das primeiras células a
serem infectadas por M. tuberculosis (Hingley-Wilson et al., 2002). A fagocitose da
micobactéria por macroéfagos humanos ou murinos ativa, através dos fatores de
trancricao NF-xB (do inglés Nuclear Factor-Kappa B), IRF-3 ou IRF-7, a expressao
de diversos genes, incluindo aqueles que codificam citocinas pro-inflamatoérias e
quimiocinas (Ehrt et al., 2001; Ragno et al., 2001; Takeda & Akira, 2004). Portanto, a
resposta imune inata inicial contra M. tuberculosis € marcada pela sintese de fatores
inflamatoérios, necessarios para o recrutamento de leucdcitos para o sitio da
infeccéao.

Nos ultimos anos, varios estudos vém relatando a interacdo de macroéfagos
com M. tuberculosis. Em 2001, Bodnar et al. mostraram que macrofagos murinos
derivados da medula éssea infectados por M. tuberculosis foram capazes de eliminar
os bacilos intracelulares apds serem ativados por lipopolissacarideo (LPS) e IFN-y.
Porém, a infeccdo com a micobactéria ndo resultou em modulagdo positiva na
expressao de moléculas coestimulatérias ou de adesdo. Nao se observou também
modulagao positiva na expressao de moléculas de classe Il do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility Complex) ou de CD86
em macrofagos murinos infectados por BCG (Bacilo de Calmette-Guérin) (Jiao et al.,
2002). Estudos realizados em macrofagos humanos derivados de mondcitos
mostraram que cepas de M. tuberculosis provenientes de isolados clinicos foram
mais eficientes em estimular a secrecao de TNF-a por estas células, em relacao a
cepa H37Rv (Hoal-Van Helden et al., 2001).

Nos ultimos anos tém sido descritos diversos receptores de reconhecimento
padrao (PRR, do inglés Pattern Recognition Receptor) expressos na superficie das
células da imunidade inata, como macréfagos e células dendriticas. Estes receptores

sao responsaveis pelo reconhecimento de estruturas moleculares denominadas de



PAMPs (do inglés Pathogen Associated Molecular Patterns) cuja expressao é
compartilhada por classes distintas de patéogenos. Como exemplos de PAMPs
podemos citar: RNA de dupla fita, DNA bacteriano, LPS, lipoarabinomanana (LAM) e
diversos lipideos e carboidratos complexos sintetizados por patégenos.

Varios receptores expressos na superficie dos macréfagos, inclusive alguns
PRR, podem mediar a fagocitose dos bacilos. Entre estes receptores de superficie
destacam-se 0s receptores para as porcoes constantes de imunoglobulinas (FcR)
(Armstrong & Hart, 1975), os receptores para componentes do sistema
complemento (Schlesinger et al., 1990; Hirsch et al., 1994), o receptor para manose
(Schlesinger, 1993), os receptores para proteinas surfactantes (Downing et al., 1995)
e o receptor CD14 (Pugin et al., 1994). Outra familia de receptores, descritos como
receptores do tipo toll (TLR, do inglés Toll Like Receptors), estdo envolvidos no
reconhecimento de micobactérias por macréfagos e células dendriticas, mediando a
ativacdo destas células. Dois destes receptores, o TLR2 e TLR4, parecem
desempenhar papel essencial na ativagdo de macréfagos por M. tuberculosis, uma
vez que células CHO (do inglés Chinese Hamster Ovary) transfectadas com os
genes que codificam TLR2 ou TLR4 foram ativadas por M. tuberculosis in vitro,
enquanto células nao transfectadas foram incapazes de serem ativadas pelo bacilo
(Means et al., 1999). Porém, estudos in vivo utilizando animais deficientes para os
genes que codificam TLR2 ou TLR4 resultaram em dados contraditérios quanto a
participacdo destes receptores na imunidade contra M. tuberculosis (Reiling et al.,
2002; Kamath et al., 2003).

Dependendo da interagcdo molecular bacteriana e do receptor expresso na
superficie celular, diferentes vias de sinalizagdo e ativagcdo podem ou nao ser
desencadeadas. A fagocitose de M. tuberculosis mediada pelo complemento
desempenha um importante papel na patogenia da doencga, uma vez que pode
afetar a fusdo do fagossoma com o lisossoma. O bacilo pode ser opsonizado por
C3b e C3bi apds a ativacao da via alternativa do complemento, e interagir com os
receptores do complemento (CR, do inglés Complement Receptor) CR1, CR3 e
CR4. Dentre estes receptores, é descrito que o CR3, também denominado Mac-1, é
o principal envolvido na fagocitose da micobactéria opsonizada (Schlesinger et al.,
1990). Quando isso acontece, a ativagcdo da explosdao da cadeia respiratéria e a
maturacdo do fagossoma sao inibidas (Malik et al., 2000; Malik et al., 2001). Por
outro lado, a entrada de M. tuberculosis opsonizado por IgG via FcR induz a
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producédo de intermediarios reativos do oxigénio, e permite a fusdo do fagossoma
com o lisossoma (Armstrong & Hart, 1975).

O receptor para manose também pode reconhecer e mediar a internalizacao
de cepas virulentas de M. tuberculosis. Um dos ligantes bem caracterizados para
esse receptor € o LAM (Schlesinger et al., 1994), abundantemente expresso na
superficie micobacteriana. Além disso, os receptores para manose podem mediar a
liberagédo de LAM para compartimentos endociticos que contém CD1b, molécula ndo
polimérfica envolvida na apresentacdo de antigenos nao protéicos, facilitando a
apresentacao de antigenos derivados de 4cidos micdlicos e lipoglicanas para células
T CD4CD8" (Prigozy et al., 1997). Recentemente, foi descrito que a internalizagao
de M. tuberculosis, mediada pelo TLR2 ou TLR4, induz a sintese de IL-12 (Heldwein
& Fenton, 2002), enquanto a internalizagdao via receptor para manose estimula a
secrecdo de IL-10 e inibe a de IL-12 (Kaufmann & Schaible, 2003). Estes dados
sugerem que a producdo de citocinas por células da imunidade inata, apds a
interacdo com M. tuberculosis, pode direcionar o padrao de resposta dos linfocitos T,
estimulando sua ativagao ou inibigao.

O CD14, outro PRR, € uma proteina de membrana conhecida e caracterizada
como o receptor de alta afinidade para LPS de bactérias gram-negativas. Porém, o
CD14 pode também se ligar ao LAM de M. tuberculosis, induzindo macréfagos a
secretarem IL-8, uma quimiocina importante que participa no recrutamento de
neutréfilos (Pugin et al., 1994).

A molécula de adesdo CD44 também pode estar envolvida na captura de M.
tuberculosis por macréfagos. Leemans et al. (2003) demonstraram que macréfagos
peritoneais de camundongos deficientes de CD44 secretaram niveis
significativamente menores de TNF-a, MIP-1a (proteina inflamatoria de macréfagos)
e IFN-y, em relacdo a macréfagos de animais selvagens, e capturaram quantidades
significativamente menores de M. tuberculosis, sugerindo que esta molécula
participa da fagocitose do bacilo e da ativacéo celular.

Portanto, o tipo de resposta imune gerada pelo macréfago depende
principalmente do receptor utilizado pela micobactéria para interagir com esta célula.
A conseqliéncia deste contato (bacilo-macréfago) devera influenciar no balanco da
sintese de citocinas pré-inflamatérias e de citocinas que atuam na regulacado da
resposta imune especifica, contribuindo ou ndo para um perfil de resposta eficaz no
controle da infecgao.



3) Interacao de células dendriticas com M. tuberculosis

Além do papel protetor conferido as funcbes efetoras dos macréfagos
ativados, linfécitos TCD4" e TCD8" na TB humana e experimental, muitos estudos
vém enfatizando a importancia das células dendriticas nesta infeccado. Estas APCs
de ampla motilidade atuam como sentinelas do sistema imune, e s&o originadas a
partir de precursores CD34" provenientes da medula 6ssea. Nos tecidos periféricos,
estes precursores originam as células dendriticas imaturas, que incluem as células
de Langerhans, as células dendriticas intersticiais e as células dendriticas dermais
(Banchereau et al., 1998). A caracteristica principal das células dendriticas reflete-se
em sua capacidade de promover intensa ativacao de linfocitos T virgens, tanto in
vitro quanto in vivo. Tal propriedade associa-se a expressao constitutiva de
moléculas de classe | e de classe Il do MHC, e de moléculas coestimulatorias e de
adesdo em elevados niveis, quando comparados a expressao em macréfagos e
linfocitos B (Guermonprez et al., 2002).

Morfologicamente, estas células também s&o bem diferenciadas quando
comparadas aos demais tipos celulares que compdem o sistema imune, pelo fato de
apresentarem uma série de projecdes delgadas de membrana, descritas como
dendritos. Os dendritos aumentam a area de contato entre as células dendriticas e
os linfécitos T. Desta forma, um maior numero de linfécitos com diferentes
especificidades podem ser ativados pelas células dendriticas, quando comparado ao
namero de células T que interagem com os macréfagos ou com os linfécitos B.

Quanto a distribuicdo, as células dendriticas podem ser encontradas em
pequenas proporgdes tanto nos 6érgados linféides como nos 6rgdos néo linféides,
sendo a localizacao relacionada a sua funcado. Deste modo, as células dendriticas
caracterizadas como imaturas situam-se nos érgaos nao linfides, sendo descritas
na pele, pulmdes, coragao, intestino (Banchereau et al., 1998; Guermonprez et al.,
2002), e sao especializadas na captura de antigenos. Em presenca de estimulo,
perdem sua capacidade de capturar os antigenos, iniciando seu processo de
maturacdo, que é acompanhado de mudancas fenotipicas e funcionais. Essas
alteragdes resultam na migracdo das células dendriticas ativadas para os 6rgaos
linféides secundarios regionais (Guermonprez et al., 2002). Durante o processo de
maturacao, as células dendriticas regulam positivamente a expressdo de moléculas

do MHC, moléculas coestimulatorias e de adesao, além de sintetizarem |IL-12. Dessa
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forma, células dendriticas maduras sao potentes APCs, capazes de ativar linfécitos
T virgens e iniciar respostas imunes adaptativas (Banchereau et al., 1998;
Guermonprez et al., 2002). Diversos estimulos promovem a maturacdo das CDs,
entre eles, alguns PAMPs. Os PAMPs tipo |, como proteoglicanos e lipoproteinas,
estimulam as CDs a secretarem IL-12, direcionando a ativagdo da resposta imune
especifica celular mediada por IFN-y (Kapsenberg, 2003). Os PAMPs tipo I,
caracterizados principalmente como glicoproteinas de parasitas e alérgenos de
diferentes origens, em conjunto com mediadores soluveis como a prostaglandina E2
ou a histamina, estimulam as CDs a secretarem IL-4, contribuindo para a
diferenciacao de uma resposta imune humoral (Kapsenberg, 2003).

De acordo com evidéncias experimentais recentes, sugere-se que as ceélulas
dendriticas ativadas poderiam contribuir para a diferenciacdo dos linfécitos TCD4"
em Th1 ou Th2 (Kalinski et al., 1999). Estas sub-populagdes de linfécitos TCD4" sdo
caracterizadas pelo padrao distinto de citocinas que secretam (Mosmann et al.,
1986). A IL-12, cujo receptor é expresso na superficie de linfocitos T ativados,
estimula a diferenciacdo de linfocitos para o padrdo Thi. Linfécitos Th1 secretam
IFN-y, responsavel pela ativagcdo de respostas imunes celulares, mediadas
principalmente por macréfagos ativados. Os linfocitos Th2, por sua vez, secretam
IL-4, IL-5, IL-13 e IL-10. Estas citocinas sdo responsaveis pela ativacao de respostas
imunes humorais. Portanto, estimulos que induzem a secre¢éo de IL-12 por células
dendriticas, como os PAMPs tipo |, contribuiriam para a geracao de respostas de
padrao Thi.

Recentemente, foi descrito que as células dendriticas podem ser originadas
de 2 precursores distintos: um de origem mieldide e o outro de origem linféide
(Pulendran et al., 1999; Shortman & Liu, 2002). As células dendriticas mielbides
humanas tém a capacidade de produzir altos niveis de IL-12 e induzir resposta Th1,
enquanto as células dendriticas linféides induzem uma resposta Th2, por produzirem
baixas concentracdes de IL-12 (Rissoan et al., 1999). Embora este seja um estudo
pioneiro, ndo existem evidéncias de que isto ocorra in vivo. Além disso, na
diferenciacdo de linfocitos T de camundongos, as células dendriticas parecem agir
de modo oposto as células dendriticas humanas, ou seja, células dendriticas
linféides parecem induzir a diferenciacdo de linfécitos Th1, enquanto as células
dendriticas mieldides estimulariam a diferenciagédo de linfécitos Th2 (Pulendran et
al., 1999).



Além de atuarem na diferenciacdo dos linfécitos T, as células dendriticas
também podem fagocitar células em apoptose, resultando na apresentacdo de
antigenos aos linfécitos TCD8" (Larsson et al., 2001; lyoda et al., 2002). Este
mecanismo foi descrito como apresentacdo cruzada pelo fato de antigenos
extracelulares, quando internalizados, estimularem a ativagdo de linfécitos TCD8*
citotdéxicos. Vale ressaltar que os macréfagos atuam de modo distinto. Quando eles
fagocitam células apoptéticas, suprimem a resposta imune celular, inclusive as
respostas induzidas pelas células dendriticas e a resposta inflamatéria, através da
producdo de TGF-B (do inglés Transforming Growth Factor-beta), IL-10 e IL-13
(Larsson et al., 2001).

Varios trabalhos descreveram a interacdo das micobactérias com as células
dendriticas. A infeccdo in vitro de células dendriticas obtidas dos pulmdes de
camundongos com M. tuberculosis induziu a maturagdo destas células,
caracterizada pela regulacado positiva na expressao de receptores de superficie
como CD80, CD86, CD54 e MHC de classe I, pela produgcéo de IL-12 e pela
capacidade de ativar linfécitos T virgens a produzir IFN-y (Gonzalez-Juarrero &
Orme, 2001). Foi demonstrado também que células dendriticas humanas derivadas
de mondcitos foram capazes de internalizar M. tuberculosis € modularam
positivamente a expressao das moléculas CD80, CD40, CD54 e molécula de classe |
do MHC apoés a infeccao, além de secretarem niveis elevados de citocinas pré-
inflamatoérias (Henderson et al., 1997). Geijtenbeek et al. (2003) relataram que a
infeccdo de células dendriticas humanas imaturas com BCG, resultou em regulagéo
positiva na expressao da molécula de classe Il do MHC e das moléculas CD80,
CD86 e CD83. Outros autores também descreveram que ndo somente o BCG, mas
também M. tuberculosis foi capaz de induzir a maturacdo de células dendriticas
humanas, caracterizada pelo aumento na expressdo de moléculas coestimulatérias e
sintese de citocinas pro-inflamatérias (Thurnher et al., 1997; Demangel et al., 1999;
Tsuji et al., 2000).

Com o intuito de comparar a interacdo de macréfagos e células dendriticas
com M. tuberculosis, Bodnar et al. (2001) descreveram que M. tuberculosis
multiplicou-se de modo similar dentro de macréfagos e células dendriticas imaturas
derivadas da medula éssea in vitro. A ativacao destas células com LPS e IFN-y inibiu

o crescimento dos bacilos, por uma via dependente de 6xido nitrico. No entanto,



somente os macrdfagos ativados apresentaram a capacidade de matar M.
tuberculosis, enquanto as células dendriticas, através da sua funcdo de APC,
poderiam servir como um reservatério de bacilos nos tecidos com a finalidade de
ativar os linfocitos.

Nos ultimos dois anos vem surgindo grande interesse sobre o tipo de PAMP,
constituinte da micobactéria, que interage com determinado PRR expresso na
superficie de células dendriticas. Esse tipo de interacdo pode influenciar a ativacéao
ou a inibicdo de uma resposta imune inata eficiente em direcionar uma resposta
imune especifica protetora na TB. A interacdo de LAM, constituinte da parede das
micobactérias, com os receptores TLR2 e TLR4 estimula a secregcédo de IL-12 por
células dendriticas (Heldwein & Fenton, 2002). Por outro lado, a interacdo de LAM
com o receptor DC-SIGN (do inglés DC-specific intercellular adhesion molecule 3
(ICAM-3)-grabbing nonintegrin binding receptor) ou com 0 receptor para manose,
expressos na superficie de células dendriticas, induz a secregéo de altos niveis de
IL-10 e inibe a secrecao de IL-12, prejudicando a geracao de respostas imunes
celulares (Geitenbeek et al., 2003; Kaufmann & Schaible, 2003; Herrrmann &
Lagrange, 2005).

Desse modo, como descrevemos anteriormente para macrofagos, a interacao
das células dendriticas com M. tuberculosis requer ainda uma melhor compreensao
no sentido de avaliar o resultado do balango da interacdo de diferentes PRR com
PAMPs na ativacao ou supressao de uma resposta imune especifica.

4) Resposta imune especifica anti-micobacteriana

Uma vez que M. tuberculosis desenvolveu diversos mecanismos que
permitem sua sobrevivéncia no interior dos macrofagos (Bermudez et al., 1993;
Russel et al., 1996), freqientemente, a ativacdo inicial destas células nos individuos
suscetiveis, decorrente da presenca dos bacilos, € insuficiente para elimina-los
completamente. O controle da infeccado requer a ativacao da resposta imune celular
especifica, mediada principalmente por linfocitos T.

Estudos em humanos e em modelos animais demonstraram a participacao de
diferentes populagbes de células T na imunidade especifica ao M. tuberculosis
(Leveton et al., 1989; Barnes et al., 1991; Orme, 1993). Os linfécitos TCD4" sao de

grande importancia na indu¢do de imunidade protetora durante a infecgdo, uma vez
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que o habitat preferencial das micobactérias nos macréfagos € o fagossomo, o que
resulta na apresentagdo de antigenos complexados as moléculas de classe Il do
MHC e na ativacao desta populacao de linfécitos. Estudos de transferéncia adotiva
demonstraram que linfécitos TCD4" foram capazes de transferir protecao contra M.
tuberculosis (Orme & Collins, 1983). Animais deficientes da molécula de classe |l do
MHC, infectados por M. tuberculosis, morreram apds aproximadamente 30 dias de
infeccdo (Caruso et al., 1999). Em humanos, o papel protetor dos linfécitos TCD4*
na TB pbéde ser demonstrado em individuos co-infectados pelo virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) e por M. tuberculosis. Esses individuos apresentam
a diminuicdo no nimero e fungéo efetora dos linfécitos TCD4", o que contribui para a
progressao da infeccdo, reativagdo de M. tuberculosis enddégeno e elevada
suscetibilidade a re-infeccao (Barnes et al., 1991).

Linfocitos TCD4" humanos, apdés serem ativados por antigenos
micobacterianos, secretam IFN-y e também promovem a lise de macréfagos
infectados por M. tuberculosis. Para exercerem a funcao citolitica (CTL), linfocitos
TCD4" expressam granzimas, Fas-L (CD95L), granulisinas e perforinas. Além disso,
células TCD4" contribuem com as células TCD8" e T v através da secrecdo de IL-2,
gue estimula a proliferacdo destas células. Todas estas fungdes das células TCD4"
sdo importantes na imunidade protetora, mas podem ser expressas diferencialmente
durante os estagios da infecgdo (Revisado por Boom et al., 2003).

A importancia da subpopulagdo de linfécitos TCD8" nas infeccoes
micobacterianas foi demonstrada em modelos experimentais nos quais animais
deficientes em 2 microglobulina, na molécula TAP (do inglés Transporter
Associated with Antigen Processing), em CD8a, em moléculas de classe | do MHC
ou em perforina foram todos mais suscetiveis a infeccdo com M. tuberculosis que 0s
animais selvagens (Flynn et al., 1992; Behar et al., 1999; Cooper et al., 1997a;
Sousa et al., 1999).

Linfocitos TCD8" especificos, ao serem ativados por antigenos
micobacterianos, também secretam IFN-y, porém em niveis menores que células
TCD4" (Canaday et al., 1999). A resposta imune de linfécitos TCD8" envolve a lise
de células infectadas através da expressao de perforinas, granzimas, Fas-ligante e
granulisinas (Revisado por Stenger, 2001). Ao serem secretadas, as perforinas se

polimerizam na membrana da célula alvo, levando a formagé&o de poros. As
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granulisinas, por sua vez, penetram por estes poros e, no interior da célula infectada,
podem induzir a ativagdo de caspases, estimulando a morte celular por apoptose, ou
eliminarem diretamente as micobactérias presentes no interior da célula alvo
(Stenger et al.,, 1998; Silva et al., 2001). Além disso, os poros de membrana
formados pelas perforinas induzem um desequilibrio osmaético na célula infectada,
ocasionando a morte celular por necrose. O Fas-L (CD95L), expresso por linfocitos
TCD8", ao se ligar ao Fas na superficie das células alvo infectadas, induz também a
morte celular por apoptose (Revisado por Stenger, 2001).

Em relacdo as citocinas associadas com protecdo na TB, varios trabalhos
descreveram que aquelas que ativam respostas mediadas por células, ou seja, que
se enquadram no perfil Th1, contribuem para restringir a infeccao. Um exemplo disto
sao os animais deficientes da producgéo de IFN-y, os quais foram incapazes de inibir
o crescimento de M. tuberculosis nos pulmdes e em outros 6rgaos (Cooper et al.,
1993; Flynn et al., 1993). Isto indica que o papel protetor das células TCD4", e
provavelmente das células TCD8", é dependente da sua habilidade em sintetizar e
secretar esta citocina, que por sua vez, ativa 0os mecanismos microbicidas dos
macrofagos nos sitios de infeccdo. Animais deficientes na produgdo de IFN-y,
quando infectados com BCG transfectado com o gene que codifica IFN-y,
apresentaram numero menor de bactérias nos pulmdes, granulomas mais
delimitados e elevada expressdo de iINOS (enzima indutora da sintese de éxido
nitrico), comparados aos animais que foram infectados por BCG transfectado com
vetor (Moreira et al., 2000). Clinicamente, pacientes que apresentam defeitos totais
ou parciais no receptor de IFN-y sdo altamente suscetiveis a infecgdes com bactéria
intracelular, incluindo micobactérias ambientais como M. avium e M. smegmatis, ou
infecgbes disseminadas por M. bovis. Da mesma forma, pacientes deficientes do
receptor da IL-12 sdo suscetiveis a tais infeccoes (Revisado por Ottenhoff et al.,
1998). Ainda nesse contexto, camundongos deficientes de IL-12 sdo incapazes de
induzir uma resposta imune eficaz para o controle da infecgéo (Cooper et al., 1997b),
uma vez que na auséncia desta citocina a geragdo de uma resposta imune celular
eficaz, com a sintese de IFN-y, torna-se comprometida.

Além do IFN-y e da IL-12, o TNF-a também desempenha papel protetor na
TB. Esta citocina pode atuar de modo sinérgico com o IFN-y na ativacdo de

macréfagos, além de ser um potente mediador pré-inflamatério e atuar no
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recrutamento de leucécitos para os locais de infecgdo. Nesse sentido, a fungéo
relevante do TNF-a é sua participacdo na formacdo do granuloma. Animais
deficientes no gene que codifica o TNF-oo ndo conseguiram formar granulomas
organizados e apresentaram areas de extensa necrose. A incapacidade de formacéao
de granulomas bem delimitados favoreceu a disseminacdo de M. tuberculosis e a
morte precoce dos animais (Bean et al., 1999).

Diante do que foi descrito acima, uma compreenséo abrangente da regulagao
da resposta imune durante a infeccdo natural por M. tuberculosis podera,
certamente, auxiliar no desenvolvimento de estratégias, como novas vacinas e

terapias, que permitam intervir na resposta imune contra M. tuberculosis.

5) Desenvolvimento de novas vacinas contra TB

O desenvolvimento de uma cepa atenuada de Mycobacterium bovis virulenta,
que provoca a TB bovina, por Calmette e Guérin no Instituto Pasteur em 1921,
representou a descoberta de uma vacina contra a TB humana, usada desde 1948
(Bloom et al., 1989). Esta vacina, popularmente conhecida como BCG (Bacilo de
Calmette-Guérin), apresenta uma série de vantagens. Como imundégeno, estimula
mem©éria imunoldgica de longa duragéo, variando de 5 a 50 anos, com uma dose
Unica de administragdo. Além disso, a administracdo de doses adicionais (reforco) e
a administracdo como vacina oral também nao apresentam contra-indicacoes. Pode
ser administrada ao nascimento, apresenta estabilidade ao calor na forma de vacina
viva liofilizada e, sobretudo, € uma vacina cuja producdo requer baixo custo
(O’Donnell, 1997). Por outro lado, enquanto a vacina BCG € capaz de induzir
imunidade protetora em criangas, principalmente em relacdo a TB meningeal, esta
vacina nao induz protegao contra TB pulmonar em individuos adultos.

A vacina BCG é classificada como uma vacina de primeira geracao, ou seja,
uma vacina viva atenuada. Isso garante que M. bovis se multiplique no interior dos
macréfagos, fornecendo antigenos para o sistema imune por tempos prolongados e
garantindo uma meméria imunol6égica duradoura. Porém, estudos em diferentes
populacdes demonstraram que a vacina BCG apresenta uma eficacia de protecao
que varia de 0 a 80% (Colditz et al., 1994). Uma das explicagcbes possiveis para esta
ampla variacao de protecédo seria a exposi¢cao prévia do individuo a micobactérias

ambientais. Isso geraria uma resposta imune capaz de inibir a replicagédo in vivo do
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BCG e, portanto, poderia comprometer a indugéo de protecao (Fine, 1989; Brandt et
al., 2002). Outra explicagdo seria a geracao de cepas de BCG com gendtipos e
fendtipos distintos daqueles da cepa original devido as diferencas na manipulacéao
da vacina por diversos laboratérios do mundo (Lagranderie et al., 1996). Outros
fatores, como métodos de estocagem da vacina ou a idade de vacinagdo também
podem estar envolvidos na eficicia protetora (Fine, 1995).

Diante dessa eficacia variavel, grupos de pesquisas em diferentes paises tém
concentrado seus esfor¢cos no desenvolvimento de novas vacinas contra a TB. As
primeiras estratégias visavam o desenvolvimento de vacinas obtidas a partir de
microrganismos mortos. Apesar de induzirem memdria imunologica de longa
duracdo, as vacinas de microrganismos mortos nao induziam respostas protetoras
em relacdo as vacinas atenuadas (Smith, 1985).

Nos ultimos anos, varios estudos vém sendo realizados com o propésito de
caracterizar os antigenos de M. tuberculosis que sao capazes de induzir pelo menos
protegdo parcial contra TB em modelos animais. Uma ampla variedade de
preparagbes antigénicas obtidas da bactéria total, da parede bacteriana ou de
proteinas secretadas na cultura foram testadas. As preparagdes envolvendo as
proteinas de filtrado de cultura tém sido amplamente estudadas. Muitos grupos
demonstraram sua capacidade em induzir protecdo (Andersen, 1994; Horwitz et al.,
1995), embora Roberts et al. (1995) descreveram que a protecédo nao seria de longa
duracdo como aquela induzida pelas vacinas atenuadas.

Com a descoberta das técnicas de manipulagdo do DNA recombinante, o
genoma de M. tuberculosis foi identificado quase completamente (Cole et al., 1998),
possibilitando a caracterizacdo de inUmeros antigenos imunogénicos, e até mesmo
imunodominantes, que se revelaram candidatos promissores para o0
desenvolvimento de vacinas contra a TB. No entanto, as vacinas de subunidades
protéicas contra TB, apesar serem consideradas seguras, exigiam alto custo de
producdo. Quando testadas estas vacinas mostraram-se pouco imunogénicas,
sendo necessaria a administracdo de adjuvantes eficazes, ainda indisponiveis para
uso clinico, que auxiliassem a indugéo de resposta celular.

Uma nova forma de vacinacdo usando DNA que contém o gene para o
antigeno de interesse tem sido bastante explorada na Ultima década. Esta
construcdo é eficiente pelo fato de estimular tanto a resposta humoral quanto a

celular (Gurunathan et al., 2000). As vacinas de DNA s&o, atualmente, testadas em
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uma série de modelos de infeccdo experimental em camundongos (Gurunathan et
al., 2000) e também em primatas n&do humanos (Barouch et al., 2000; Kita et al.,
2005). Algumas ja ultrapassaram os ensaios pré-clinicos e estdo sendo testadas em
ensaios clinicos de fase | (Macgregor et al., 2002; Epstein et al., 2004).

Em 1990, Wolff et al. foram os primeiros a mostrar que a vacinagao por via
intramuscular com DNA plasmideal em solucdo, codificando diferentes “reporter
genes”, induzia a expressdo de proteinas por células musculares. Este estudo
forneceu a base para o conceito de que a liberagdo de DNA in vivo poderia resultar
na expressao direta de proteina. Em seguida, Ulmer et al. (1993) mostraram que a
vacina de DNA codificando a nucleoproteina do virus da influenza conferia protecéo
contra o virus. Esta vacina estimulava tanto a producdo de anticorpos como a
ativagcdo dos linfécitos TCD8". A partir dai, muitos estudos envolvendo modelos
murinos sugeriram 0s mecanismos envolvidos na indugdo destas respostas pelas
vacinas de DNA (Chattergoon et al., 1998; Porgador et al., 1998).

As vacinas de DNA experimentais fornecem algumas vantagens que
merecem ser destacadas: mimetizam os efeitos de vacinas vivas atenuadas, sendo
capazes de induzir respostas de células TCD8" restritas as moléculas de classe | do
MHC; sdo mais seguras em relacdo as vacinas vivas atenuadas, podendo ser
administradas até mesmo em individuos imunocomprometidos; além disso, as
vacinas de DNA sao faceis de serem estocadas.

Outra caracteristica importante das vacinas de DNA é a presenca de
seqUéncias citosina-guanina (CG) nao metiladas que desempenham fungdes
essenciais na sua imunogenicidade. Estes dinucleotideos, denominados de
sequéncias CpG, estdao presentes naturalmente no DNA bacteriano e representam
um sinal de perigo para o sistema imune inato (Krieg et al., 1995). No genoma dos
vertebrados, as sequéncias CpG, além de estarem presentes em baixas
quantidades, sdo também metiladas, n&o apresentando capacidade
imunoestimulatéria. Sequéncias CpG sintéticas, denominadas
oligodeoxinucleotideos sintéticos (CpG-ODNs) ou DNA bacteriano sao capazes de
ativar diferentes tipos celulares, tais como linfocitos B humanos e murinos, os quais
passam a proliferar e secretar anticorpos e citocinas como a IL-6 (Krieg et al., 1995).
CpG-ODN também estimulam células APCs murinas, como macréfagos e células
dendriticas, a secretarem citocinas como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a ou a sintetizarem

o RNAm para as mesmas (Klinman et al., 1996; Stacey et al., 1996) e a modularem
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positivamente a expressao de moléculas coestimulatérias e de adesao (Hartmann et
al. 1999). Células NK, apos serem ativadas por sequéncias CpG, secretam IFN-y
(Ballas et al., 1996). Dessa forma, a presenca destas seqiéncias na estrutura do
plasmideo da vacina de DNA confere uma propriedade adjuvante natural. O DNA
bacteriano, com suas sequéncias CpG nao metiladas, é classificado como um tipo
de PAMP, cujo principal receptor descrito como o seu ligante € o TLR9. Diferente
dos outros membros da familia de TLR, a expressdo do TLR9 parece ser
principalmente intracelular (Latz et al., 2004).

A trajetéria que o DNA deve percorrer ao transfectar uma célula requer varias
etapas, ainda pouco conhecidas. Inicialmente, supde-se que ocorra a endocitose ou
macropinocitose (Basner-Tschakarjan, 2004), seguido de sua interagdo com o
receptor intracelular TLR9 (Hemmi et al., 2001; Latz et al., 2004). Uma vez
internalizado, o DNA ¢é direcionado para o nucleo a fim de que seja transcrito, e
posteriormente, traduzido. Alguns estudos descreveram que apds a administracao
do DNA, a quantidade de antigeno expresso in vivo encontrava-se na faixa de
picogramas a nanogramas (Manickan et al, 1995). Sendo assim, baixa
concentragdo de antigeno parece ser produzida apds vacinagdo com DNA,
sugerindo que a eficiéncia deste tipo de vacina poderia estar centralizada na
propriedade imunoestimulatéria do DNA, devido as sequéncias CpG, e também no
tipo de APC transfectada.

Apbs a transfeccdo da célula hospedeira, a transcricdo e a traducgéo,
resultando na expressao do produto génico, o antigeno deve estimular a resposta
imune, sendo inicialmente processado e apresentado. Existem pelo menos trés
mecanismos pelos quais o antigeno codificado pelo DNA plasmideal é processado e
apresentado para as células da imunidade especifica: 1) estimulacdo direta pela
transfeccdo de midcitos, queratinécitos ou outras células que nao expressam
moléculas de MHC de classe Il (Corr et al., 1996); 2) transfeccao direta de APCs
profissionais, como macréfagos e células dendriticas (lwasaki et al., 1997); 3)
estimulagdo cruzada (“cross-priming”), na qual o DNA plasmideal transfecta uma
célula somatica ou uma célula APC profissional e a proteina secretada é fagocitada
por outra célula APC e apresentada para os linfécitos T (Gurunathan et al., 2000).

O Centro de Pesquisas em Tuberculose da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto (CPT-FMRP-USP) desenvolveu uma vacina de DNA baseada no
gene que codifica a proteina de choque térmico de 65 kDa de Mycobacterium leprae
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(DNA-hsp65). Esta vacina constitui-se do plasmideo pcDNAS3, que contém o gene
para resisténcia a ampicilina, no qual foi clonado o gene da hsp65. Quando
administrada por via intramuscular em camundongos desafiados com M. tuberculosis
ou em camundongos infectados com os bacilos e posteriormente tratados com esta
vacina, a preparagao apresentou efeito profilatico e terapéutico, respectivamente
(Bonato et al., 1998; Lowrie et al., 1999; Silva et al., 1999; Bonato et al., 2004). O
efeito profilatico desta vacina de DNA estava associado com a producao de IFN-y
por linfécitos TCD4" e TCD8" que expressavam altos niveis da molécula de adesao
CD44, além da atividade citotoxica (Bonato et al., 1998), sendo o efeito protetor
semelhante ao conferido pela vacina BCG (Silva et al., 1999). Nosso grupo também
estudou os mecanismos imunologicos associados ao efeito terapéutico, que foi
caracterizado pelo restabelecimento da producdao de IFN-y, ativagdo de linfocitos
TCD8" e menor comprometimento do parénquima pulmonar (Bonato et al., 2004).
Atualmente, o CPT-FMRP-USP tem se dedicado a investigar estratégias que
possibilitem a otimizacdo do efeito profilatico dessa preparacdo vacinal. Essa
preocupacao se justifica pelo fato de que as vacinas de DNA parecem induzir
protecao eficiente em modelos experimentais que envolvem o uso de camundongos.
Entretanto, quando testadas em modelos envolvendo animais de maior porte, a
eficacia das mesmas parece ser menor (Puaux & Michel, 2003). Diante desse
contexto, o CPT-FMRP-USP tem avaliado o potencial protetor e/ou imunogénico
dessa vacina liberada por diversos veiculos para o sistema imune do hospedeiro
(Lima et al., 2003a; Lima et al., 2003b; Ruberti et al., 2004). Além disso, nosso grupo
também tem estudado o trafego intracelular do plasmideo de DNA, desde sua
aplicacao até sua transcricdo no nucleo (Coelho-Castelo et al., 2003).
Recentemente, o grupo da Dra. Silvia C. Ledo (UNIFESP) disponibilizou para
o CPT-FMRP-USP uma nova preparagédo vacinal que consiste no gene da hsp65
clonado no vetor pVAX. A principal diferenca entre o vetor pVAX e o vetor pcDNA3 é
0 gene para a resisténcia a antibioticos, no qual o pVAX apresenta o gene de
resisténcia a kanamicina, enquanto o pcDNA3 apresenta o gene de resisténcia a
ampicilina. Nosso grupo vem realizando estudos comparativos entre a capacidade
protetora do pcDNA3-hsp65 e do pVAX-hsp65 em modelos experimentais. Devido a
presenga do gene da kanamicina, o vetor pVAX é liberado para ensaios clinicos,
enquanto o pcDNA3 néo é liberado. Diante das informagdes descritas, € essencial
avaliar a interacdo da vacina DNA-hsp65 (construgdo pVAX-hsp65) com células
17



humanas para dar continuidade aos estudos que possibilitem o desenvolvimento de

uma nova vacina ou terapia imune contra a TB.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

Avaliar o potencial imunoestimulatério da vacina DNA-hsp65 (construcdo pVAX-
hsp65) sobre macréfagos e células dendriticas humanas diferenciadas a partir de

monocitos de sangue periférico de individuos saudaveis.

Objetivos Especificos

A. Avaliar a captura da vacina DNA-hsp65 por macréfagos e células dendriticas

humanas.

B. Avaliar a transcricdo do gene da hsp65 por estas APCs.

C. Avaliar a expressao do receptor TLR9 intracelular.

D. Avaliar o grau de ativagdo de macréfagos e células dendriticas humanas apés
estimulacdo com DNA-hsp65 através da expressdo de moléculas coestimulatérias e
da producdo de citocinas e quimiocinas, comparando a estimulacdo com LPS,

utilizado como controle positivo.

E. Avaliar a ativagao de linfocitos T por macréfagos e células dendriticas estimulados
com DNA-hsp65.

F. Avaliar a capacidade microbicida de macrofagos e células dendriticas humanas
estimulados com DNA-hsp65 e posteriormente infectados por M. tuberculosis.
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MATERIAL E METODOS

1. Células

1.1 Obtencao de mondcitos a partir de células mononucleares de sangue
periférico

Inicialmente, ressaltamos que este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica
em Pesquisa do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(HC-FMRP-USP) com o processo HCRP N° 9192/2002.

Células mononucleares de sangue periférico (CMSP) foram obtidas de
doadores saudaveis da Fundagdo Hemocentro de Ribeirdo Preto e isoladas por
centrifugacdo em gradiente de densidade com Ficoll-Paque (Amersham, Uppsala,
Sweden) a partir de bolsa de concentrado de leucdcitos. A suspenséo de leucocitos
foi diluida na proporcédo 1:1 em solugao fostato tamponada (PBS), e para cada 20
mL da suspensao, foram utilizados 10 mL de Ficoll-Paque. Ap6s a preparacao, o
gradiente foi centrifugado a 30 x g por 30 minutos, a 25°C, e em seguida, o anel de
células mononucleares foi coletado e lavado duas vezes em PBS. Mondcitos foram
isolados a partir de CMSP por centrifugacdo em gradiente de densidade com Percoll
(Amersham, Uppsala, Sweden). O gradiente de Percoll foi preparado adicionando-se
9 mL de Percoll e 1 mL de PBS 10 vezes concentrado, juntamente com 10 mL de
PBS contendo o anti-coagulante ACD (Acido Citrato Dextrose) a 0,6%. Neste
preparado, adicionou-se um volume de 10 mL de PBS com CMSP em suspenséo. O
gradiente foi centrifugado a 19 x g por 35 minutos, a 25°C. Em seguida, o anel de
monacitos foi coletado e lavado duas vezes em PBS. As células foram contadas em
camara de Neubauer apoés diluicdo 1:100 em corante azul de tripan (Intermat, Sao
Paulo, Brasil), e distribuidas em placas de 24 pocos (Corning, NY, USA) na
concentracao de 1,5 x 10° células/mL.

1.2 Obtencao de monédcitos CD14* com esferas magnéticas

Nos experimentos de infecgcdo de macréfagos e de células dendriticas com M.
tuberculosis, o isolamento de monécitos CD14" do sangue periférico foi realizado por

selecdo positiva com o uso de esferas magnéticas (Miltenyi Biotec, Auburn, CA,
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USA) com o objetivo de trabalharmos com uma populagdo de monécitos totalmente

purificadas, na auséncia de linfocitos contaminantes.

1.3 Diferenciacao de macrofagos a partir de mondcitos

Para a diferenciacio em macréfagos, 1,5 x 10° mondcitos/mL foram
cultivados por 7-10 dias em placas de cultura de 24 pocos (Corning; NY, USA) com 1
ng/mL de fator estimulador de colbénias de granulécitos e macréfagos (GM-CSF, do
inglés Granulocyte Macrophage — Colony Stimulating Factor) (PharMingen, San
Diego, USA), em meio RPMI 1640 (GIBCO; Grand Island, NY) suplementado com
10% de soro bovino fetal (GIBCO; Grand Island, NY, USA), penicilina (100 U/mL),
estreptomicina (100 ug/mL) e gentamicina (10 ug/mL) (GIBCO; Grand Island, NY),
50 uM de 2 mercapto-etanol (ME) (Sigma-Aldrich; Franca). O meio foi trocado a

cada 2 dias, com a reposicao da citocina recombinante.

1.4 Diferenciacao de células dendriticas a partir de mondécitos

Para a diferenciacdo em células dendriticas, 1,5 x 10 monécitos/mL foram
cultivados por 7-10 dias em placas de cultura de 24 pogos (Corning; NY,USA) com 7
ng/mL de GM-CSF e 14 ng/mL de IL-4 (ambos da PharMingen, San Diego, USA),
em meio RPMI 1640 (Sigma; St. Louis, NY, USA) suplementado com 10% de soro
bovino fetal (GIBCO; Grand Island, NY, USA), penicilina (100 U/mL), estreptomicina
(100 pug/mL) e gentamicina (10 ug/mL) (GIBCO; Grand Island, NY) e 50 uM de 2
mercapto-etanol (ME) (Sigma-Aldrich; Franga). O meio foi trocado a cada dois dias,

com a reposi¢ao das citocinas recombinantes.

2. Obtencao da vacina DNA-hsp65 e do vetor pVAX

Os plasmideos pVAX-hsp65 (vacina DNA-hsp65) e pVAX (vetor) foram
purificados por cromatografia de troca ibnica, utilizando-se o QUIAGEN Giga
Plasmid Purification Kit (Qiagen Inc., Santa Clarita, CA, USA). Para a realizagédo
desse protocolo, uma colénia de bactérias E. coli DH50™ transformada com o
plasmideo recombinante DNA-hsp65 ou plasmideo pVAX foi retirada de uma placa
recém preparada com meio LB Agar (SIGMA, Germany) e canamicina (Cilinon®) na
concentragdo de 100 ug/mL. Esta col6nia foi transferida para 5 mL meio LB BROTH
BASE (GIBCO BRL, Scotland) com canamicina (100 ug/mL) e cultivada durante 8
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horas a 37°C em incubadora sob agitacdo vigorosa (250 rpm) (Incubador shaker
series 25, New Brunswick, Edison, New Jersey, USA). A cultura inicial foi diluida
1:500 em 2,5 L de meio LB BROTH BASE, contendo canamicina (100 pug/mL), e
incubada a 37°C sob agitacdo (250 rpm) durante 16 horas. Apds incubacao, o
material foi centrifugado a 6000 x g por 15 minutos a 4°C e o sedimento
ressuspenso em 125 mL de tampéo P1 (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM e
RNAse 100 pg/ml). Em seguida, foram adicionados 125 mL de tamp&o P2 (NaOH
200 mM; SDS1%) e apdés 5 minutos foram adicionados 125 mL do tampéao P3
(acetato de potassio 3,0 M pH 5,5). O material foi filtrado e mantido no gelo por 30
minutos. O filtrado foi aplicado em resina da QUIAGEN® previamente equilibrada
com tampao QBT (NaCl 750 mM; MOPS 50 mM pH 7,0; etanol 15% e Triton X-100
0,15 %). Ap6s a aplicacao do filtrado, a resina foi lavada com 600 mL de tampao QC
(NaCl 1,0 M; MOPS 50 mM pH 7,0; etanol 15 %) e o DNA plasmideal foi eluido com
30 mL de tampao QF (NaCl 1,25 M; MOPS 50 mM pH 7,0; etanol 15 %). O DNA
eluido foi precipitado em 52,5 mL de isopropanol e em seguida centrifugado a 15000
X g por 45 minutos a 4°C. O sedimento resultante foi ressuspenso em 0,5 - 1,0 mL
de agua Milli-Q. A quantificacdo dos plasmideos DNA-hsp65 e pVAX foi realizada
por espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 e 280 nm, utilizando o
aparelho UV-1650 PC (Shimadzu). Os niveis de endotoxina foram determinados pelo
Limulus Amobocyte Lysate Kit QCL-1000 (Cambrex Company, Walkersville, MD).
Segundo o FDA (Food and Drug Administration, USA), os niveis aceitaveis de
endotoxina em amostras sdo aqueles iguais ou menores que 0.1 unidades de
endotoxina (UE) / ug DNA. Verificamos que nossas amostras estavam dentro dos

niveis aceitaveis.

3. Analise do DNA plasmideal purificado

Apoés a purificacdo da vacina DNA-hsp65 e do vetor pVAX, amostras desses
plasmideos foram digeridas com a enzima de restricdo Bam HI (GIBCO, Grand
Island, NY) da seguinte forma: 1 uL do plasmideo, na concentragédo de 1 ug/uL, foi
adicionado a 0,5 uL de Bam HI, 2 uL do tampéo React-3 (GIBCO, Grand Island, NY)
e o volume final foi acertado para 20 uL com agua Milli-Q. A amostra foi incubada

por 1 noite a 37°C, e em seguida, aplicada em gel de agarose 1%.
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4. Proteinas de filtrado de cultura de M. tuberculosis
As proteinas do filtrado de cultura de M. tuberculosis (PFC) foram cedidas

pelo Dr. Gilles Marchal, do Instituto Pasteur — Paris, Franca.

4.1 Oligodeoxinucleotideos CpG (CpG-ODN)

Nos experimentos de estimulacdo de macréfagos e células dendriticas com
PFC, utilizamos também como estimulo PFC acrescido de CpG-ODN. A sequéncia
do CpG-ODN utilizado, descrito como CpG 2006 (imunoestimulatério para células
humanas), foi a seguinte:
TCGTCGTTTTGT CGTTTT GTC GTT
Este CpG-ODN foi sintetizado pela Invitrogen (Carlsbad, CA, USA).

5. Marcacao da vacina de DNA com Alexa Fluor

Para a marcagéo da vacina DNA-hsp65 com Alexa, utilizou-se o kit ULYSIS
Alexa Fluor 594 Nucleic Acid Labeling Kit (Molecular Probes; Oregon, USA). A
preparacao da amostra consistiu em adicionar 19 uL do tampao C do Kit em 10 pug
da vacina de DNA, incubando-se por 5 minutos a 95°C no termociclador PTC-200™
(MJ Research, Inc.). Logo apés, em gelo, foram adicionados 2,5 uL do Alexa,
incubando-se por 15 minutos a 80°C. Ao final do protocolo, foram adicionados 100
uL de isopropanol, incubando-se por uma noite para a precipitacdo do DNA.
Decorrido o tempo de incubagéo, o DNA foi centrifugado a 12000 x g por 15 minutos,
a 4°C. O DNA marcado foi ressuspenso em PBS, sendo utilizada a quantidade de 2
ug de DNA para estimulo das culturas de macrofagos e células dendriticas. Apos 4
horas de estimulacdo, as culturas foram fotografadas em microscopio de
fluorescéncia Nikon E800 (Nikon Eclipse E800-Nikon Instruments Inc., Melville, NY)
e as imagens foram adquiridas com a camera digital Nikon DXM-1200 (Nikon

Instruments Inc.) conectada ao microscépio.

6. Microscopia confocal para analise de TLR9 intracelular

Macréfagos e células dendriticas humanas foram distribuidos em laminas de
vidro cobertas com o fixador celular Cell-Tak (Collaborative Research, New Bedford,
MA) e fixados com PBS contedo paraformaldeido a 4% (Electron Microscopy

Sciences, Fort Washington, PA) durante 15 minutos a 37°C. A seguir, as células

25



foram permeabilizadas com PBS contendo Triton X-100 a 0,3 % (Sigma, St. Louis,
MO, USA) durante 10 minutos a 25°C, e posteriormente, foram lavadas com glicina
0,1 M (Sigma, St. Louis, MO, USA) por 5 minutos, seguido por duas lavagens com
PBS. A marcacao foi realizada com anticorpo monoclonal anti-TLR9 (mAb anti-
TLR9) purificado (5 ug/mL) (Imgenex, San Diego, USA) durante 30 minutos a 4°C.
As células foram lavadas 3 vezes com PBS, e em seguida, foram incubadas com
IgG de camundongo biotinilada (Bioscience, Toronto, Canada) (7.5 pug/mL), anti-
imunoglobulina humana, durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds série de 3
lavagens com PBS, as células foram incubadas com streptavidina marcada com
Alexa Fluor 488 (Molecular Probes, Eugene, OR) por 30 minutos, em temperatura
ambiente. Decorrido o tempo de incubacéao, as células foram lavadas 5 vezes com
PBS. A lamina foi montada pela fixagdo de laminula de vidro com Fluormount (EM
Sciences, Fort Washington, PA). As laminas foram fotografadas em microscépio
confocal de varredura a laser Leica TCS SP2 AOBS (Manheim, Alemanha).

7. Producao de citocinas por ensaio imunoenzimatico (ELISA)

Os sobrenadantes das culturas de macréfagos e de células dendriticas
estimulados por 48 horas com a vacina DNA-hsp65 ou com PFC foram avaliados
quanto a producdo de TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12p40, MCP-1 e IP-10 por ELISA.
Placas de 96 pocos (Corning; NY, USA) foram recobertas com solugdo contendo
anticorpo purificado de captura anti-IL-6, IL-10, IL-12p40, MCP-1 ou IP-10 de
humano (PharMingen, San Diego, USA), diluidos em tampao fosfato de soédio (pH
9,0) nas seguintes concentracgdes: IP-10 a 0,5 ug/mL, IL-10 a 1 ug/mL, TNF, IL-6, IL-
12p40 e MCP-1 a 2 ug/mL. As placas foram incubadas a 4°C, durante uma noite.
Ap0Gs sucessivas lavagens com solugdo PBS contendo Tween 20 a 0,05%, as placas
foram incubadas com solugcéo de bloqueio, constituida de PBS contendo 10% de
soro bovino fetal, durante 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas e incubadas durante uma noite, a 4°C, com as amostras e as
respectivas curvas de citocinas recombinantes, diluidas na base 2 em tampao PBS
contendo 10% de soro bovino fetal e 0,05% de Tween 20. Apds o tempo de
incubacéo, as placas foram lavadas e incubadas com os anticorpos anti-IL-6, IL-10,
IL-12p40, MCP-1 ou IP-10 humanos biotinilados, diluidos em tampéo PBS contendo

10% de soro bovino fetal e 0,05% de Tween 20 nas seguintes concentracgdes: IL-10
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e MCP-1 a 0,5 ug/mL; TNF, IL-6, IL-12p40 e IP-10 a 1 ug/mL. Apés incubacao de 1
hora, a temperatura ambiente, as placas foram lavadas e seguiu-se a incubag¢dao com
a solugédo AB (Dako, Denmark) durante 30 minutos, a temperatura ambiente, sendo
estreptoavidina e peroxidase diluidas 1:1000 em tamp&o PBS contendo 10% de soro
bovino fetal e 0,05% de Tween 20. As placas foram lavadas e reveladas com OPD
(Sigma; St. Louis, MO, USA). A reacao foi interrompida com a adicao de H,SO4 a
16% e a leitura foi realizada em 490 nm.

7.1 Relacao dos clones de anticorpos utilizados no ELISA

- Anticorpos purificados (captura): - Anticorpos biotinilados:

ANTICORPO CLONE ANTICORPO CLONE
TNF Mab1 TNF Mab11
IL-6 MQ2-13A5 IL-6 MQ2-39C3
IL-10 JES3-19F1 IL-10 JES3-12G8
IL-12p40 C8.3 IL-12p40 C8.6
MCP-1 107F.2 MCP-1 5D3-F7
IP-10 4D5/A7/C5 IP-10 6D4/D6/G2

8. Citometria de fluxo

8.1 Anticorpos monoclonais

A caracterizacao das populacbées de macréfagos e de células dendriticas
estimulados com a vacina DNA-hsp65 e demais controles experimentais foi realizada
com anticorpos anti-Mac-1 (clone ICRF44) e anti-CD11c (clone B-ly6)
respectivamente, e com o isotipo controle IgG1 de camundongo (clone MOPC-21),
marcados com Cy-chrome. Para a avaliagdo do fendtipo celular, os seguintes
anticorpos monoclonais contra receptores de superficie foram utilizados: marcados
com PE (ficoeritrina): anti-HLA-DR (clone G46-6), anti-CD86 (clone 1T2.2), anti-CD83
(clone HB15e) e o isotipo controle IgG2b de camundongo (clone 27-35). O anticorpo
anti-CD80 (clone BB1) e o isotipo controle IgM de camundongo (clone G155-228)
eram marcados com FITC (isotiocianato de fluoresceina). Todos os anticorpos foram
adquiridos da PharMingen (San Diego, USA) e utilizados de acordo com as
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instrucées do fabricante. O anticorpo anti-receptor para manose marcado com PE
(clone 19.2) também foi adquirido da PharMingen. O anticorpo purificado de
camundongo anti-TRL9 humano (clone 26C593) foi adquirido da Imgenex (Imgenex;
Sorrento Valley, USA). Para a visualizacdo da marcacéo, foi utilizado um mAb anti-

IgG de camundongo biotinilada (Ebioscience).

8.2 Avaliacao da morte celular por apoptose de macrofagos e células
dendriticas apos estimulacao com DNA-hsp65 ou PFC

Para a avaliacdo da morte celular por apoptose em culturas de células
estimuladas com DNA-hsp65 ou PFC, macréfagos e células dendriticas estimulados
por 48 horas foram coletados e separados em tubos FACS previamente
identificados. Foram adicionados aos tubos 15 uL de 7-amino-actinomicina-D
(7AAD) (Calbiochem, Darmstadt, Germany) na concentracdao de 200 pug/mL e os
tubos foram incubados a 4°C por 15 minutos. Em seguida, as amostras foram
adquiridas no FACSort (Becton & Dickinson). A analise foi feita utilizando-se o
programa Cell-Quest (versdo 3.3), com base na porcentagem de células 7AAD"

detectadas no canal de fluorescéncia FLS3.

8.3 Avaliacao do fenétipo de macréfagos e células dendriticas apos
estimulacao com a vacina DNA-hsp65 ou PFC

Apés 48 horas de estimulagdo com a vacina DNA-hsp65 ou demais estimulos,
macrofagos e células dendriticas foram coletados, lavados com PBS e distribuidos
em tubos FACS previamente identificados. As células foram incubadas com os
anticorpos monoclonais de interesse durante 30 minutos a 4°C, na auséncia de luz.
As amostras foram lavadas com PBS contendo 2% de soro bovino fetal e
ressuspensas em 100 uL de PBS contendo 1% de formaldeido (MERCK). Para a
marcagcdo de TLR9 intracelular, as células foram previamente permeabilizadas e
fixadas com Cytofix/cytoperm (Pharmingen, San Diego, USA) por 20 minutos, sendo
entdo ressuspensas em Perm-wash (Pharmingen, San Diego, USA). As células
foram marcadas com anti-TLR9 humano purificado de camundongo (Imgenex,
Sorrento Valley, USA) e incubadas por 30 minutos a 4°C. Em seguida, as células
foram lavadas e incubadas com anticorpo biotinilado anti-IgG de camundongo por 1
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hora a temperatura ambiente. O reagente streptavidina marcada com PE foi
adicionado (Pharmingen, San Diego, USA), juntamente com anticorpo anti-Mac-1 ou
anti-CD11c marcados com Cy-chrome (Pharmingen, San Diego, USA). As células
foram lavadas e ressuspensas em PBS contendo 1% de Formaldeido. A aquisicdo
das amostras foi realizada no FACSort (Becton & Dickinson). Inicialmente,
macrofagos ou células dendriticas foram selecionados de acordo com os parametros
de tamanho (FSC) e granularidade (SSC), seguida de selecado através da marcacao
positiva para Mac-1, caracterizando os macréfagos, ou da marcagéo positiva para
CD11c, caracterizando as células dendriticas. Foram coletados aproximadamente
3000 macréfagos Mac-1" ou células dendriticas CD11c" por amostra. Para a analise
da expressdo dos receptores de superficie, foi utilizado o programa Cell-Quest
(versdo 3.3). A expressao dos receptores de superficie analisados foi caracterizada
como porcentagem de células positivas ou através da mediana da intensidade de
fluorescéncia (MIF), que fornece uma estimativa da densidade do receptor estudado
na superficie celular. Para ambas as analises, isotipos controles para cada anticorpo
de interesse foram utilizados com o intuito de delimitar as populacées negativas e

positivas para cada receptor.

9. Proliferacao de linfocitos T e deteccao de IFN-y e IL-5

Linfécitos TCD4" ou TCD8* foram purificados por selecao positiva com o uso
de microesferas magnéticas (Miltenyi Biotec). Um total de 1x10° células TCD4*
(células respondedoras) foram marcadas com 5-(and-6)-carboxyfluorescein
diacetate, succinimidyl ester (CFSE) (Molecular Probes, Oregon, USA) e colocadas
em contato com 1x10° macréfagos ou células dendriticas (células estimuladoras)
previamente estimulados ou ndo com 20 ug/mL da vacina DNA-hsp65 ou vetor
pVAX. Como controle positivo, as células TCD4" foram estimuladas com 5 pg/mL e 1
pug/mL de anticorpos monoclonais anti-CD3 (clone HIT3a) e anti-CD28 (clone
CD28.2), respectivamente (Pharmingen, San Diego, CA, USA). Ap6s 5 dias, as
células foram coletadas, e linfécitos TCD4" foram analisados por citometria de fluxo
quanto ao conteudo de CFSE. Em paralelo, linfocitos TCD4" e TCD8" foram
previamente estimulados com anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-CD28 durante
48 horas, juntamente com IL-2 (10 ng/mL) nas ultimas 24 horas. ApGs esse periodo,

as células foram incubadas durante 72 horas com sobrenadantes obtidos de culturas
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de macrofagos e células dendriticas previamente estimulados ou ndo com DNA-
hsp65. A produgcdo de IFN-y e IL-5 foi avaliada por ELISA, conforme descrito

anteriormente.

10. Extracao de RNA total de culturas de macrofagos e células dendriticas
humanas

As células foram ressuspensas em 200 puL de solugédo salina previamente
tratada com dietil pirocarbonato (DEPC) e a suspensao formada foi transferida para
um tubo Eppendorf 1,5 mL estéril. O reagente Trizol (Invitrogen, USA) foi
acrescentado (1000 ulL) e as células foram lisadas com o auxilio de pipeta
automatica. As amostras homogeneizadas permaneceram em repouso por 5 minutos
a temperatura ambiente para dissociacdo nucleoprotéica. Posteriormente, foram
acrescentados 200 uL de cloroférmio, seguindo-se de agitagdo manual durante 30
segundos e incubacao a temperatura ambiente por 3 minutos. Apds esse periodo as
amostras foram centrifugadas a 926 x g por 15 minutos e a fase aquosa superior foi
recolhida em um tubo Eppendorf 1,5 mL estéril.

Para a precipitacdo do RNA foram adicionados 700 pL de isopropanol gelado
sobre o0 sobrenadante coletado. As amostras foram estocadas em isopropanol a —
70°C. Antes de serem usadas, as amostras em isopropanol foram centrifugadas
durante 12 minutos a 12000 x g a 4°C. O sedimento formado foi lavado duas vezes
com 1 mL de etanol 75% e centrifugado a 12000 x g por 5 minutos a 4°C. Apés
secagem em tubo aberto, o sedimento foi dissolvido em 20 uL de agua livre de
RNAse e DNAse (Gibco, NY, USA).

10.1 Eletroforese de amostras de RNA total em gel denaturante

A quantificacdo do RNA foi realizada em GeneQuant (Pharmacia). Apos a
quantificacao, foi preparado um gel de agarose (Sigma, EUA) denaturante 1,5% para
visualizagdo da integridade do RNA. A confecgéo do gel foi realizada acrescentando-
se 30 mL de formaldeido 37% e 33 mL de tampé&o de migracao MOPS 5x (20,6 g de
MOPS dissolvidos em 800 mL de acetato de sodio 50 mM, pH 7,0, ajustado com
hidréxido de sédio 2 N e adicionado 10 mL de EDTA 0,5 M, pH 8,0; volume final
ajustado para 1000 mL) a 87 mL de agarose fundida em agua Milli-Q autoclavada.

Um pL de solucdo de RNA (aproximadamente de 1 ug) foi denaturado adicionando-
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se 2 uL de tampao MOPS 5x; 7 a 7,5 uL de formaldeido 37% (Merck, Alemanha) e
10,0 uL de formamida (Gibco, Grand Island, NY, USA). Esta solucao foi incubada a
65°C por 15 minutos, sendo resfriada imediatamente em banho de gelo. Em seguida,
1 uL de brometo de etideo diluido 3:1 (solucdo estoque 10 mg/mL) e 2 uL de dye
loading solution (1/10 do volume) foram adicionados a solugdo contendo a amostra
de RNA. Apds eletroforese a 80V durante 60 minutos, as bandas de RNA foram
visualizadas em transiluminador UV e fotografadas em Polaroid.

11. Deteccao de RNAm para a hsp-65 por RT-PCR

O RNA total, obtido conforme descrito no item anterior, foi tratado com a
enzima Amplification grade DNAse | (Gibco BRL) para a completa degradagédo de
DNA, eliminando assim a possibilidade de contaminacdo com o DNA gendmico.
Para o tratamento de 1ug de RNA total, foi adicionado 1uL da enzima Amplification
grade DNAse |, 1uL do tampé&o (20 mM de Tris-HCI, pH 8,4, 50 mM de KCl e 2 mM
de MgCl,) e agua livre de RNAse e DNAse (Gibco BRL), para completar o volume
final de 10uL. A reacéo foi mantida por 15 minutos a 25°C e inativada com a adicdo
de 1uL de EDTA (25mM), incubando-se 15 minutos a 65°C. Para o controle desse
processo, 1ug da amostra foi submetida a reacdo em cadeia da polimerase (PCR).
Apoés o tratamento da amostra com DNAse, adicionou-se a enzima SuperScript™ |
(Gibco BRL) para a sintese de cDNA fita simples. Para cada amostra foi adicionado
1 uL de oligo (dT)12-18 (500 png/mL) (Gibco BRL) e 1 pL da mistura de dNTP a 10 mM.
A amostra foi mantida por 10 minutos a 70°C e, em seguida, foi adicionado o tampéao
da enzima numa concentracao final de 50 mM (Tris-HCI, pH 8,4, 75 mM de KCI, 3
mM de MgCl, e 0,02 mM de DTT). A amostra foi equilibrada por 2 minutos a 42°C e
incubada com 1 uL (200 U) de SuperScript™ durante 50 minutos a 42°C. A reacao
foi inativada pela incubagao por 15 minutos a 70°C. Em seguida, o cDNA obtido foi
submetido a PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction). Trés microlitros do cDNA
fita simples foi utilizado como molde para a amplificacdo do cDNA especifico.
Primeiramente, para verificar a qualidade do cDNA obtido, realizou-se o PCR
utilizando os primers da B-actina, e posteriormente os primers da hps65. Para cada
reacao (50 ulL), foram adicionados 10 mM de cada dNTP, 20 mM de Tris-HCI pH 8,4,
50 mM de KCI, 1,5 mM de MgCl,, 2,5 unidades da Taq DNA polimerase (Gibco BRL)
e 10 pmoles de cada primer. Os pares de primers para a B-actina foram 5
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ATGTTTGAGACCTTCAACA 3 e 5 CACGTCAGACTTCATGATGG 3’ e para a
hsp65 foram 5 -  ACCAACGATGGCGTGTCCAT - 3 e 5-
AAGGATGTAGGGCTCCTC - 3. A reacao foi incubada em um termociclador PTC-
200™ (MJ Research, Inc.) por 3 minutos a 95°C, e em seguida, submetida a 35
ciclos de amplificacdo com denaturagdo a 94°C por 45 segundos, anelamento a
60°C por 45 segundos e extensédo a 72°C por 90 segundos e uma extensao final de

10 minutos. A amostra obtida foi analisada em eletroforese gel de agarose 1%.

12. Obtencao de M. tuberculosis para infeccao in vitro

A suspenséao de M. tuberculosis, linhagem H37Rv (ATCC n? 27294), foi obtida
a partir de uma aliquota congelada a -70°C. Cinquenta uL da aliquota (com
viabilidade superior a 85%) foram semeados em meio Lowenstein-Jensen seguindo-
se incubacgao de 20 a 30 dias, a 37°C. Uma alca da cultura em meio Lowenstein-
Jensen foi adicionada a 10 mL de meio 7H9 (Difco, Detroit, USA), sendo incubada
por 7 a 10 dias, a 37°C. Apds a viabilidade ser novamente verificada, o niumero de
bacilos da suspenséo foi determinado através da densidade éptica da cultura a 540
nm, comparando-a com uma curva previamente padronizada no CPT-FMRP-USP. A
suspensao foi entdo centrifugada a 4000 x g por 20 minutos. O sedimento foi
ressuspenso em 1 mL de salina estéril e agitado vigorosamente em tubo cdnico com
pérolas de vidro estéreis por 2 minutos. A concentracao de bacilos foi acertada por
diluicdo em meio de cultura RPMI, com 10% de soro bovino fetal e sem adicao de
antibiéticos.

13. Infeccao in vitro de macréfagos e células dendriticas

Macréfagos e células dendriticas estimulados ou ndo com DNA-hsp65 foram
lavados com PBS 1X e infectados com M. tuberculosis H37Rv numa proporcéo de 1
ou 5 bactérias por célula (1:1 ou 5:1) em duplicata. Quatro horas depois da infeccéo,
0 sobrenadante foi retirado e as células lavadas com meio RPMI 1640 a 900 x g, por
10 minutos, para a retirada de bactérias extracelulares. Neste periodo, as células
foram lisadas com 1mL de uma solucdo de PBS contendo 0,25% de SDS (Sodium
Dodecyl Sulfate) (J.T. Baker, Phillipsburg, NJ, USA). Aliquotas de 100 uL de cada
amostra de macréfagos ou células dendriticas, estimuladas ou ndo com DNA-hsp65

e infectados, foram diluidas 100, 500, 1000 ou 10000 vezes e plaqueadas em meio
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7H11. O mesmo procedimento foi realizado 7 dias apéds a infecgdo. Depois de 20-30
dias, o numero de unidades formadoras de colénia (UFC) foi contado para a
avaliagdo do crescimento bacteriano nesse periodo.

14. Analise estatistica

Para a andlise estatistica, utilizamos o teste t de Student ndo pareado e nao
paramétrico (teste de Mann-Whitney). Os dados foram analisados no programa
estatistico PRISM (versdo 4.0, GraphPad, San Diego, CA). Foram considerados

significativos os dados com p< 0.05.
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RESULTADOS

1. Protocolo de obtencao de macréfagos e células dendriticas a partir de

monaocitos

Varias tentativas de padronizacdo das culturas de macréfagos e células
dendriticas foram realizadas, baseando-se em protocolos experimentais publicados
por diferentes grupos de pesquisa. Como tivemos em mente o objetivo de trabalhar
com uma concentragdo conhecida de mondcitos em cultura, inicialmente cultivamos
as células mononucleares obtidas do sangue apéds realizacao de gradiente de Ficoll,
em placas de 24 pocos, por 2 horas, numa concentracdo de 2x10° células/mL. Apés
esse periodo, as ceélulas ndo-aderentes foram retiradas por lavagem com RPMI
incompleto. Os mondcitos aderentes foram incubados com salina livre de célcio e
magnésio e 0,5 mM de EDTA por 30 minutos, a 37°C, para promover a liberagédo
celular. Desse modo, poderiamos contar os monécitos e nos certificar que teriamos
poucos linfécitos contaminantes. Porém, ndo obtivemos um resultado satisfatorio
com a utilizagdo desta metodologia.

Numa segunda tentativa tivemos o intuito de reproduzir o método publicado
por Jones et al. (1989), no qual monécitos sao distribuidos sobre uma camada de
fibronectina, proveniente de soro humano, disposta sobre uma camada de gelatina
e, posteriormente removidos por incubacdo com PBS e EDTA a 10 mM. A
fibronectina liga-se a gelatina, enquanto os mondcitos, por sua vez, interagem com a
fibronectina. No entanto, a utilizagcdo deste método também nao foi eficaz em
promover a liberagdo dos mondcitos aderidos a fibronectina, mesmo utilizando uma
solugédo de RPMI e PBS com 50 mM de EDTA. Aléem deste protocolo, uma tentativa
adicional consistiu em utilizar o “cell scraper” (Corning, NY, USA). Apesar de todas
as células terem sido liberadas, a maioria nao estava viavel para cultura.

Em outros ensaios de padronizacdo, submetemos as CMSP (células
mononucleares de sangue periférico) ao gradiente de Percoll, o qual permite o
isolamento de mondcitos das demais células mononucleares. A utilizacdo desta
técnica permitiu um isolamento eficiente de mondcitos, porém, as suspensodes
obtidas ndo eram totalmente puras, com a presenca de linfécitos contaminantes.
Observamos, por citometria de fluxo, a presenca de aproximadamente 40% de
linfécitos nas suspensdes de mondcitos obtidos a partir do gradiente de Percoll
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(dados ndo mostrados). Mais uma vez recorremos a literatura, e constatamos que
linfécitos contaminantes estdo presentes em maior ou menor quantidade em
qualquer método de separacao celular (Jones et al., 1989). Desse modo, passamos
a utilizar o gradiente de Ficoll para a obtencdo de CMSP e o gradiente de Percoll
para a obtengdo de mondcitos. Os mondcitos obtidos foram cultivados durante 7
dias, e ao final desse periodo, apresentaram morfologia tipica de macréfagos
(células aderentes e espraiadas).

A diferenciacdo de células dendriticas a partir de mondcitos de sangue
periférico requer a presenca de citocinas recombinantes (Sallusto & Lanzavecchia,
1994). Passamos entdo a realizar experimentos para padronizar as concentragdes
de GM-CSF e IL-4 adequadas para nossas culturas de células dendriticas.
Adicionalmente, verificamos que Giacomini et al. (2001) utilizavam citocinas
recombinantes para diferenciar macréfagos a partir de mondcitos. Testamos também
diferentes concentracbes de GM-CSF nas culturas de macréfagos. Finalmente,
ajustamos as concentragdes de 7 ng/mL de GM-CSF e 14 ng/mL de IL-4 para
diferenciar células dendriticas e 1 ng/mL de GM-CSF para diferenciar macro6fagos.
Em ambas as culturas, o meio era trocado a cada dois dias, retirando-se metade do
meio contido no poc¢o e repondo com outro contendo a concentragcdo de citocinas
mencionadas acima.

Na Figura 1A observamos uma fotomicrografia de microscopia de luz de
mondécitos recentemente isolados a partir de CMSP. Macréfagos podem ser
observados na Figura 1B apo6s a diferenciagdo de mondcitos em presenca de 1
ng/mL de GM-CSF. Estas células apresentaram propriedades aderentes e
morfologia tipica de macrofagos (“espraiada”), além de expressarem
constitutivamente niveis elevados de CD14, CD86 e HLA-DR, como verificado por
citometria de fluxo (Figura 1D). Na Figura 1C observamos células dendriticas obtidas
a partir do cultivo de mondcitos com 7 ng/mL de GM-CSF e 14 ng/mL de IL-4.
Observamos que estas células se caracterizaram pela propriedade de serem nao-
aderentes, com a presenca de dendritos, morfologia arredondada e tamanho inferior
em relacdo aos macrofagos. Por citometria de fluxo, observamos que estas células
expressaram niveis elevados de CD11c, CD86 e HLA-DR (Figura 1E).
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2. Analise do DNA plasmideal purificado

Para verificarmos se a vacina DNA-hsp65 a ser utilizada nos experimentos de
estimulacdo de macréfagos e células dendriticas estava integra apds sua purificacao
e se 0 gene da hsp65 estava inserido no vetor pVAX, amostras da vacina DNA-
hsp65 e do vetor pVAX foram digeridas com a enzima Bam HI. A digest&o da vacina
DNA-hsp65 com Bam HI provocou a linearizagdo do plasmideo, revelando uma
banda de 6000 pb (Figura 2). Quando digerimos o vetor pVAX com a mesma
enzima, observamos a formacdo de uma banda com aproximadamente 3000 pb
(Figura 2). Portanto, o gene da hsp65, com peso molecular de 3000 pb, estava
clonado no vetor pVAX. Além disso, apds a purificacdo do plasmideo, determinamos
0s niveis de endotoxina presentes nas amostras, com o0 uso do kit Limulus
Amobocyte Lysate Kit QCL-1000 (Cambrex Company, Walkersville, MD). Os niveis
de endotoxina detectados estavam dentro dos determinados pelo FDA (Food and
Drug Administration) (Docket n® 96N-0400) para vacinas de DNA (menores que 0.1
unidade de endotoxina (UE) / ug DNA).
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Figura 1: Fotomicrografia de microscopia de luz mostrando monécitos de sangue
periférico recentemente isolados (A); macréfagos obtidos a partir do cultivo de
mondocitos com GM-CSF (1 ng/mL) (B) e células dendriticas diferenciadas a partir de
mondécitos cultivados com GM-CSF (7 ng/mL) e IL-4 (14 ng/mL) (C). Expressao basal
de CD14, CD86 e HLA-DR por macro6fagos (D) e de CD11c, CD86 e HLA-DR por
células dendriticas (E) analisadas por citometria de fluxo. Resultados apresentados
como a média =+ SEM de quatro culturas de células de diferentes individuos.
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Figura 2: Perfil eletroforético dos plasmideos DNA-hsp65 e pVAX digeridos com a
enzima de restricdo Bam HI. Os plasmideos foram incubados durante uma noite, a
37°C, com a enzima Bam HI. A eletroforese das amostras foi realizada em gel de
agarose 1% corado com brometo de etidio. Canaleta 1: 1kb PLUS DNA Ladder
(Gibco), utilizado como marcador de peso molecular; Canaleta 2: DNA-hsp65;
Canaleta 3: vetor pVAX. pb: pares de bases.
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3. Captura da vacina DNA-hsp65 em solucao por macréfagos e células
dendriticas humanas

Para demonstrarmos a capacidade de macréfagos e células dendriticas em
endocitar a vacina de DNA, estas células foram cultivadas em presenca de DNA-
hsp65 marcado com Alexa Fluor por 4 horas e analisadas por microscopia de
fluorescéncia. Este ensaio foi previamente padronizado no CPT-FMRP-USP, e
utilizamos a concentragdo de 2 ug/mL de DNA-hsp65 marcado. As Figuras 3A e 3D
mostram os macrofagos e as células dendriticas, respectivamente, observadas em
microscopia de campo claro. Nas Figuras 3B (macréfagos) e 3E (células dendriticas)
observamos que ambas as populagbes apresentaram no citoplasma pequenas
vesiculas fluorescentes caracterizando o DNA endocitado. Observamos nas Figuras
3C e 3F os controles negativos correspondentes aos macréfagos e as células
dendriticas, respectivamente, que nao foram estimulados. Este resultado sugere que
o DNA vacinal esta sendo capturado por ambos os tipos de APCs, macréfagos e
células dendriticas.
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Figura 3: Endocitose da vacina DNA-hsp65 por macréfagos e células dendriticas.

Fotomicrografia de microscopia de fluorescéncia mostrando macrofagos (A) e
células dendriticas (D) fotografadas em microscopia de campo claro. Sdo mostradas
também fotomicrografias de macrofagos (B) e células dendriticas (E) cultivados por 4
horas com a vacina DNA-hsp65 marcada com Alexa Fluor, onde observamos a
presenga de vesiculas endociticas fluorescentes no citoplasma destas células. As
marcacdes controles, nas quais macréfagos e células dendriticas nao foram tratados

com o DNA marcado, sdo mostradas nas fotomicrografias C e F, respectivamente.
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4. Determinacao da dose da vacina DNA-hsp65

Apés termos constatado que macréfagos e células dendriticas foram capazes
de capturar a vacina DNA-hsp65, passamos a padronizar a concentracado da vacina
a ser usada nos experimentos de estimulagcdo das APCs in vitro. Macrofagos e
células dendriticas foram estimulados com 3 diferentes concentragdes da vacina de
DNA (2, 10 e 20 pg/mL) por 48 horas.

A Figura 4A mostra as porcentagens de macréfagos e de células dendriticas
estimulados ou nao com diferentes concentracbes da vacina DNA-hsp65 e
analisadas por citometria de fluxo. Como controle positivo, as células foram
estimuladas com LPS. As células foram selecionadas de acordo com os parametros
de tamanho (FSC) e de granularidade (SSC). Observamos que aproximadamente
18% dos mondécitos cultivados em presenca de GM-CSF diferenciaram-se em
macréfagos. O estimulo de macréfagos com a vacina DNA-hsp65 nas diferentes
concentragdes ou com o LPS nao alterou esta porcentagem (Figura 4A).

Observamos que aproximadamente 20% dos mondcitos cultivados em
presenga de GM-CSF e IL-4 diferenciaram-se em células dendriticas. A estimulagéo
com as diferentes concentragdes da vacina de DNA ou com o LPS néo alterou de
maneira significativa a porcentagem de células dendriticas em cultura (Figura 4A).

Analisamos também a porcentagem de macrofagos e de células dendriticas
que além de apresentarem tamanho e granularidade caracteristicos, também eram
positivos para os marcadores CD14 e CD11c, respectivamente. Observamos na
Figura 4B que aproximadamente 55% dos macréfagos, estimulados ou ndo com as
diferentes concentracées de DNA-hsp65, eram CD14*. Da mesma forma, 95% das
células dendriticas eram CD11c", e esta porcentagem se manteve em todos os
estimulos usados.

A Figura 4C mostra os resultados de um experimento representativo repetido
4 vezes, no qual macréfagos estimulados com a vacina DNA-hsp65 nas diferentes
concentracdes apresentaram expressdao de CD86 semelhante a observada por
macrofagos néo estimulados. Verificamos que o estimulo com LPS induziu elevada
expressdo de CD86 nestas células. Células dendriticas estimuladas com a vacina
DNA-hsp65 nas concentracbes de 10 e 20 ug/mL apresentaram aumento na

expressao de CD86, em relacdo as células dendriticas que ndo foram estimuladas. A
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partir destes experimentos, definimos que a concentragdo de 20 pg/mL seria
utiizada para avaliar o efeito imunoestimulador da vacina DNA-hsp65 sobre as
APCs humanas.

Um marcador muito utilizado para a caracterizacao de macréfagos € o CD11Db,
ou Mac-1. Uma vez que padronizamos a dose da vacina DNA-hsp65 a ser utilizada
nos ensaios de estimulacdo de macréfagos e de células dendriticas, caracterizamos
novamente estas populagdes celulares de acordo com a expressao dos marcadores
Mac-1 e CD11c, respectivamente. Observamos na Figura 4D que aproximadamente
60% das células com tamanho e granularidade caracteristicos de macrofagos
expressaram o marcador Mac-1, enquanto 85% das células com tamanho e
granularidade caracteristicos de células dendriticas expressaram o CD11c. A
porcentagem de macrofagos e de células dendriticas expressando os respectivos
marcadores se manteve apés estimulacdo com DNA-hsp65 ou LPS.
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Figura 4: Caracterizacdo das culturas de macrofagos e de células dendriticas
estimulados com diferentes concentracdes da vacina DNA-hsp65. Macrofagos e
células dendriticas foram estimulados ou ndo com DNA-hsp65 em diferentes
concentragdes (2, 10 e 20 ug/mL) por 48 horas. As células foram analisadas por
citometria de fluxo quanto aos parametros de tamanho (FSC) e de granularidade
(SSC) (A). Macréfagos e células dendriticas foram analisados quanto a expressao
dos marcadores CD14 e CD11c, respectivamente (B). Porcentagem de expresséo
de CD86 nas diferentes populacées de APCs (C). Macréfagos e células dendriticas
também foram analisados quanto a expressdao do marcador Mac-1 e CD11c,
respectivamente (D). Resultados expressos como a média = SEM das culturas de

células obtidas de 4-8 individuos saudaveis.
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5. Andlise da expressao de TLR9 em macréfagos e células dendriticas
humanas

A avaliacdo da expressao intracelular de TLR9 por citometria de fluxo foi
realizada apenas em culturas de células dendriticas. N&o avaliamos a expressao
deste receptor em macréfagos, pois tivemos dificuldades na obtencao destas células
durante a realizacdo destes experimentos. A avaliacao deste receptor foi realizada
em células dendriticas estimuladas ou nao com 20 pg/mL de DNA-hsp65 ou com o
vetor pVAX. Observamos que a porcentagem de células dendriticas expressando
TLR9 intracelular foi muito similar entre as células nédo estimuladas e aquelas
estimuladas com DNA-hsp65 ou com pVAX (Figura 5A). Entretanto, a andlise da MIF
(mediana da intensidade de fluorescéncia) mostrou que células estimuladas com a
vacina DNA-hsp65 apresentaram modulagao positiva na expressado deste receptor,
comparada a expressao em ceélulas ndo estimuladas ou estimuladas com o vetor
pVAX (Figura 5B), embora esta diferenga nao tenha sido significativa.

Pelo fato das células dendriticas terem expressado altos niveis de TLR9
intracelular, realizamos novos experimentos para a andlise da expressao deste
receptor por macrofagos e células dendriticas por microscopia confocal.
Observamos que ambas as populagdes celulares expressaram niveis elevados de
TLR9 intracelular. As Figuras 6A e 6D mostram macrofagos e células dendriticas
fotografados em microscopia de contraste diferencial. Observamos nas Figuras 6B e
6E uma forte marcacao fluorescente dispersa pelo citoplasma de macréfagos e
células dendriticas, respectivamente, indicando a presenca de TLR9 nos
compartimentos intracelulares. As Figuras 6C e 6F mostram o controle negativo para
a marcacao de macréfagos e células dendriticas, respectivamente, indicando fraca
inespecificidade. Este controle foi realizado excluindo-se apenas a etapa de

marcag¢ao com o anticorpo primario anti-TLR9 humano.
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Figura 5: Andlise por citometria de fluxo da expressdo intracelular de TLR9 em
células dendriticas humanas. Células dendriticas foram estimuladas ou ndo com
DNA-hsp65 (20 pg/mL) ou com o vetor pVAX (20 pug/mL) por 48 horas, fixadas,
permeabilizadas, e entdo marcadas com anticorpo primario de camundongo anti-
TLR9 humano, seguida por marcacao secundaria com anticorpo biotinilado anti-IgG
de camundongo. As células foram entdo incubadas com streptavidina marcada com
PE, sendo analisadas por citometria de fluxo. Os resultados sédo expressos como a
média + SEM da porcentagem de células positivas para TLR9 (A) ou através da
mediana da intensidade de fluorescéncia (MIF) (B) de 5-8 culturas de células

dendriticas de diferentes individuos saudaveis.
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Figura 6: Analise por microscopia confocal da expresséao intracelular de TLR9 por
macrofagos e células dendriticas humanas. Macréfagos e células dendriticas foram
fixados e permeabilizados, sendo entdo marcados com anticorpo primario de
camundongo anti-TLR9 humano, seguido por marcagao secundaria com anticorpo
biotinilado anti-IgG de camundongo. As células foram entdo incubadas com
streptavidina marcada com Alexa Fluor 488, sendo analisadas por microscopia
confocal. Escala correspondende a 20 uM. (A) e (D): microscopia de contraste
diferencial indicando macréfagos e células dendriticas, respectivamente. (B) e (E):
expressao intracelular de TLR9 em macrofagos e células dendriticas,
respectivamente. (C) e (F): controle negativo da marcacdo de TLR9 referente a

macréfagos e células dendriticas, respectivamente.
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6. Avaliacao da inducao de morte celular por apoptose apés estimulacao com
DNA-hsp65

Uma vez que definimos as populagdes celulares de interesse para nosso
estudo através dos parametros de tamanho (FSC) e granularidade (SSC) e dos
marcadores especificos Mac-1 e CD11c para populagées de macrdfagos e de
células dendriticas, respectivamente, passamos para a etapa de caracterizacao do
fenétipo celular associado com a ativacdo destas células. Uma etapa prévia a
caracterizagdo funcional dos macréfagos e das células dendriticas humanas
estimulados com a vacina DNA-hsp65 foi avaliar se a concentragao de 20 ug/mL da
vacina de DNA poderia estar induzindo morte celular por apoptose. A Figura 7
mostra que culturas de macrofagos estimulados com DNA-hsp65 apresentaram
aproximadamente 6% de morte celular, enquanto nas células ndo estimuladas foram
detectados 4% de apoptose. Culturas de macrofagos estimulados com LPS também
apresentaram 6% de células apoptéticas. Quando avaliamos as culturas de células
dendriticas, verificamos que a estimulagdo ou ndo com a vacina DNA-hsp65 resultou
em aproximadamente 4,5% de células apoptéticas, enquanto o estimulo com LPS
resultou em 9% de morte celular por apoptose. Observamos resultados semelhantes
quando as células foram estimuladas com 2 ou 10 ug/mL da vacina DNA-hsp65

(dados n&o mostrados).

48



15— —1 Macréfagos
I CD
o~ 127
[,
3 g
B < 94
O N
23
22 ©
0\o ~ 3_
0
Nao estimulados LPS DNA-hsp65

Figura 7: Avaliacao da inducao de morte celular por apoptose ap6s estimulagdo com
a vacina DNA-hsp65. Macrofagos e células dendriticas foram estimulados com 20
pug/mL da vacina DNA-hsp65 por 48 horas. Como controle positivo, as células foram
estimuladas com LPS. Posteriormente, as células foram marcadas com 7AAD e
analisadas por citometria de fluxo quanto a porcentagem de células 7AAD".
Resultados expressos como a média £+ SEM das culturas de células de 4 individuos

saudaveis.

7. Producao de citocinas e quimiocinas por macroéfagos e células dendriticas
estimulados com DNA-hsp65

Depois de verificarmos que a concentracdo de 20 ug/mL da vacina DNA-
hsp65 a ser utilizada para estimular macréfagos e células dendriticas humanas in
vitro induzia baixa porcentagem de morte celular, passamos a avaliar o potencial
imunoestimulatério da vacina sobre estas APCs. Primeiramente, detectamos a
producdo das citocinas inflamatérias TNF-o e IL-6, das citocinas que modulam a
resposta imune IL-10 e IL-12 e das quimiocinas MCP-1 (proteina quimioatrativa de
monacitos) e IP-10 (proteina induzida por IFN-y) nos sobrenadantes das culturas de
macréfagos e de células dendriticas estimulados por 48 horas com a vacina de DNA.

Observamos que a estimulacdo de macréfagos humanos com a vacina DNA-
hsp65 induziu a sintese de concentragcées nove vezes maiores de TNF-a e cinco
vezes maiores de IL-6, em comparacao aos macrofagos que nao foram estimulados
(Figuras 8A e 8B). Os niveis da citocina anti-inflamatéria IL-10 secretados por
macréfagos estimulados com DNA-hsp65 foram trés vezes maiores em comparagao

aos de células nado estimuladas (Figura 8C). A estimulacdo com o vetor pVAX
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também induziu a sintese de concentrac¢des significativas destas citocinas, similares
aos niveis induzidos apds a estimulacado com DNA-hsp65. O controle positivo usado
(LPS) foi eficaz em induzir a producdo de concentracdes mais elevadas dessas
citocinas do que a vacina DNA-hsp65.

Macréfagos estimulados ou ndo com DNA-hsp65, vetor pVAX ou LPS néo
produziram IL-12 (IL-12p40 ou IL-12p70). A estimulacdo de macrofagos humanos,
tanto com a vacina DNA-hsp65 quanto com o vetor pVAX, ndo estimulou a sintese
das quimiocinas MCP-1 e IP-10, uma vez que o0s niveis secretados foram
semelhantes aos de macréfagos nao estimulados (Figuras 8E e 8F). A estimulagéo
de macréfagos com LPS ndo induziu a secrecdo de MCP-1, enquanto este estimulo
induziu a sintese de niveis significativos de IP-10 por macréfagos. Porém, os niveis
basais destas quimiocinas secretados por células nao estimuladas foram elevados.

Com relacdo as células dendriticas, observamos que apos estimulagdo com a
vacina DNA-hsp65, houve secrecao de concentracdes significativas de TNF-a, em
relagédo as células ndo estimuladas. O vetor pVAX foi mais eficiente que a vacina em
induzir a sintese desta citocina por células dendriticas (Figura 8A). Notamos que o0s
niveis de TNF-a secretados por células dendriticas estimuladas com DNA-hsp65
foram bastante inferiores em relagcdo aos niveis desta citocina produzidos por
macréfagos sob o mesmo estimulo.

Com excegdo ao LPS, os estimulos DNA-hsp65 e vetor pVAX foram
incapazes de aumentar a secrecao de IL-6 e IL-10 por células dendriticas (Figuras
8B e 8C). Diferente do que foi observado em culturas de macréfagos, culturas de
células dendriticas estimuladas com a vacina DNA-hsp65 secretaram niveis duas
vezes maiores de IL-12p40 em relagdo as células nao estimuladas. O estimulo com
o vetor pVAX induziu a sintese de concentragdes quatro vezes maiores de IL-12p40
em relacao as células ndo estimuladas (Figura 8D). A citocina IL-12p70 também foi
avaliada, porém, nao obtivemos niveis detectaveis pelo ensaio. Observamos
também que a estimulacdo de células dendriticas tanto com a vacina DNA-hsp65
quanto com o vetor pVAX ndo induziu a secregdo de MCP-1 e IP-10. A modulagéo
na sintese destas quimiocinas foi observada somente apds a estimulacdo de células
dendriticas com LPS (Figuras 8E e 8F).
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Figura 8: Producéo de citocinas e quimiocinas por macréfagos e células dendriticas
humanas estimulados com DNA-hsp65. Macréfagos e células dendriticas foram
estimulados ou ndo durante 48 horas com DNA-hsp65 (20 ug/mL), com o vetor
pVAX (20 pug/mL) ou com LPS (500 ng/mL) e avaliados quanto a produgédo das
citocinas TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12p40, e das quimiocinas MCP-1 e IP-10. Resultados
expressos como a média + SEM da producdo de citocinas detectadas em 6-8
culturas de macréfagos e 7-10 culturas de células dendriticas de individuos
saudaveis. * p< 0.05; ** p< 0.01; *** p< 0.001, em relacdo a macrofagos néo
estimulados; # p< 0.05; ## p< 0.01; ### p< 0.001, em relacdo a células dendriticas

nao estimuladas.
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8. Expressao de marcadores de ativacao em macréfagos e células dendriticas
estimulados com DNA-hsp65

Além de avaliarmos a producao de citocinas e quimiocinas por macréfagos e
células dendriticas estimuladas com a vacina DNA-hsp65, estudamos também o
fenotipo associado com a ativagdo dessas APCs, através da analise da expresséo
de marcadores de superficie. Os marcadores de superficie estudados foram os
receptores CD80 e CD86 (moléculas coestimulatérias B7.1 e B7.2,
respectivamente), a molécula HLA-DR (molécula de classe |l do MHC), e no caso
especifico de células dendriticas, o receptor CD83 (caracterizado como marcador de
maturacdo desta populacdo celular). Verificamos que macréfagos e células
dendriticas diferenciados in vitro apresentaram elevada expressdo constitutiva da
molécula HLA-DR. Neste caso, a analise desta molécula foi expressa como MIF
(mediana da intensidade de fluorescéncia) na tentativa de avaliar alteracdo na
densidade da mesma na superficie das referidas APCs em cultura frente aos
diferentes estimulos estudados. Com relacao a expressao de CD80, CD86 e CD83,
avaliamos tanto a porcentagem de células (macrofagos e células dendriticas)
expressando estes receptores, quanto a MIF. Na analise da expressdo das
moléculas coestimulatérias CD80 e CD86 também verificamos que macréfagos e
células dendriticas expressaram ambas as moléculas constitutivamente. No entanto,
a expressao ndo ocorreu na totalidade das células em cultura, o que conferiu a estas
moléculas um padrdo de expressdo bimodal. Nesta situagdo, o aumento tanto na
porcentagem de células dendriticas ou macréfagos expressando CD80 ou CD86,
quanto na MIF, podem ser interpretadas como modulagao positiva na expressao do
receptor devido ao deslocamento do histograma na escala log de fluorescéncia.
Para o receptor CD83, como a molécula passa a ser induzida apds estimulagao in
vitro, assumindo distribuicdo bimodal também, a interpretacdo da expressdo desta
molécula é semelhante a dos receptores CD80 e CD86.

Observamos que nao houve modulacdo positiva na expressdao de CD80 e
CD86 na superficie de macréfagos humanos estimulados com DNA-hsp65 ou com o
vetor pVAX no que se refere a porcentagem de células expressando estes
marcadores, quando comparada a porcentagem de expressdao em células nao
estimuladas (Figuras 9A e B). Por outro lado, a estimulacdo com LPS regulou

positivamente a expressdo de CD80 em macréfagos, porém, ndo encontramos
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diferenca estatistica em relacdo as células nédo estimuladas. Observamos que a
expressdo basal de CD86 na superficie de macréfagos foi elevada. A expressao
destes marcadores também foi avaliada através da MIF, porém ndao observamos
diferencas frente aos estimulos avaliados.

Células dendriticas estimuladas com a vacina DNA-hsp65 ou com o vetor
pVAX apresentaram modulagéo positiva significativa na expressao de CD80 e CD86
comparada a de células nado estimuladas (Figuras 9A e 9B). Células dendriticas
estimuladas tanto com DNA-hsp65 quanto com o vetor pVAX foram capazes de
modular positivamente a expressdo de CD83. No entanto, ndo verificamos diferenga
estatisticamente significativa, como foi observada em relagdo ao estimulo com LPS
(Figura 9D). Quando analisamos a expressdo destes marcadores pela MIF,
verificamos a expressdao similar de CD80, CD86 e CD83 frente aos diferentes
estimulos. Entretanto, a expressdo de CD86 foi modulada positivamente apds
estimulacdo com LPS (dados n&do mostrados).

Observamos uma elevada expressdao constitutiva tanto por macréfagos
quanto por células dendriticas de HLA-DR. A estimulacdo com DNA-hsp65 ou com o
vetor pVAX néo alterou a expressdo desta molécula na superficie destas APCs. O
LPS modulou significativamente a expressdo de HLA-DR na superficie de células
dendriticas, enquanto o mesmo efeito ndo foi observado em culturas de macréfagos
(Figura 9C).

A Figura 10 mostra um experimento representativo referente a expressao dos
receptores descritos acima, onde os resultados foram expressos na forma de
histogramas.
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Figura 9: Expressdo de marcadores de superficie associados com ativagao celular

em macréfagos e células dendriticas estimulados com DNA-hsp65. Macréfagos e

células dendriticas foram estimulados ou n&o durante 48 horas com DNA-hsp65 (20

pug/mL), com o vetor pVAX (20 pg/mL) ou com LPS (500 ng/mL) e avaliados por

citometria de fluxo quanto a expressdo das moléculas CD80, CD86, HLA-DR e

CD83. Resultados expressos como a média + SEM da porcentagem de células
expressando CD80, CD86 ou CD83 ou da MIF de HLA-DR obtidos em 11 culturas de
macrofagos e 7-9 culturas de células dendriticas de individuos saudaveis. # p< 0.05;

## p< 0.01; ### p< 0.001, em relacdo a células dendriticas ndo estimuladas.
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Figura 10: Expressdo de marcadores de superficie associados com ativagao celular
em macrofagos e células dendriticas humanas estimulados ou ndo com a vacina
DNA-hsp65. Resultados expressos em histogramas referentes a um experimento
representativo. Histograma cinza= células ndo estimuladas; linha preta= DNA-hsp65;
linhas pontilhadas= pVAX; linha cinza= LPS.

9. Ativacao de linfécitos T alogenéicos por macrofagos e células dendriticas
previamente estimulados com DNA-hsp65

Uma outra forma de avaliarmos o papel imunoestimulador da vacina DNA-
hsp65 sobre macréfagos e células dendriticas humanas foi através do estudo da
ativacao inespecifica de linfocitos T promovida por estas APCs em reacao mista de
leucdcitos (MLR, do inglés Mixed Leukocyte Reaction).

A Figura 11 mostra os resultados referentes a 1 experimento representativo
repetido 2 vezes. Verificamos que macrofagos e células dendriticas previamente
estimulados com a vacina DNA-hsp65, ao serem colocados em contato com
linfécitos T CD4" alogenéicos, induziram maior proliferacdo que a detectada por
células TCD4" que foram cultivadas com macréfagos e células dendriticas que nao
receberam estimulacéo prévia (ndo estimuladas) (Figura 11). A pré-estimulagcdo de
macrofagos com o vetor pVAX induziu proliferagdo semelhante a detectada por
linfécitos T CD4" colocados em contato com macréfagos nao estimulados, enquanto
células dendriticas previamente estimuladas com o vetor pVAX induziram maior
proliferagdo em linfécitos T CD4*, em relacdo aquela induzida por células dendriticas

que nao foram previamente estimuladas. Como controle positivo do experimento,
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linfocitos T CD4* foram estimulados com anticorpos anti-CD3 e anti-CD28. A
proliferacdo observada por estas células foi menor, em relagdo a proliferacao
detectada na MLR (Figura 11).

Paralelamente, avaliamos a secre¢éo das citocinas IFN-y e IL-5 por linfécitos
TCD4" e TCD8" cultivados em presenca dos sobrenadantes de culturas de
macréfagos e de células dendriticas que foram estimulados ou ndo com a vacina
DNA-hsp65. Antes dos linfécitos T serem colocados em presenga dos
sobrenadantes, as células foram estimuladas com anticorpos monoclonais anti-CD3
e anti-CD28, juntamente com IL-2. Os sobrenadantes utilizados foram obtidos de 3
culturas de macréfagos e células dendriticas selecionados de acordo com 0s niveis
de IL-12 e IL-10 secretados.

A Figura 12 mostra que a ativagao prévia de linfécitos TCD4" e TCD8" com
anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-CD28, seguida da adicdo de IL-2 e,
posteriormente, a adicdo dos sobrenadantes de macréfagos ou de células
dendriticas cultivadas ou ndo com DNA-hsp65, induziu a secrecao de altos niveis de
IFN-y. Os sobrenadantes de culturas de macréfagos estimulados com DNA-hsp65
induziu um aumento de aproximadamente 2000 pg/mL na producédo de IFN-y por
linfécitos TCD4* e nédo alterou a producao de IFN-y por linfécitos TCD8" em relagao
ao sobrenadante de culturas de macréfagos que nao foram estimulados.
Sobrenadantes obtidos de culturas de macréfagos previamente estimulados com
LPS induziram a secrecao de baixos niveis de IFN-y por células TCD4" e TCD8" em
relacédo a estimulagdo com sobrenadantes de células ndo estimuladas.

Com relacdo aos sobrenadantes obtidos de culturas de células dendriticas
com os diferentes estimulos verificamos que os sobrenadantes coletados apds
estimulagdo com LPS foram capazes de induzir a secregéo de altos niveis de IFN-y
por células CD4" e CD8". A secrecdo de IFN-y por linfécitos TCD4" e TCD8"
estimulados com sobrenadantes de macrofagos ou células dendriticas estimulados
com pVAX foi inferior em relagéo a estimulagéo de linfécitos com sobrenadantes de
células n&do estimuladas. Os sobrenadantes de células dendriticas estimuladas com
DNA-hsp65 induziram niveis de IFN-y similares aos induzidos por sobrenadantes de
células nao estimuladas (Figura 12). Niveis basais de IL-5 foram secretados por
linfécitos apbs a estimulagcédo policlonal. Os sobrenadantes obtidos de culturas de
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macréfagos e de células dendriticas previamente estimulados com DNA-hsp65, vetor
pVAX ou LPS nao afetaram a sintese de IL-5 por células T (dados n&do mostrados).
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Figura 11: Proliferacdo de linfécitos TCD4* em MLR induzida por macréfagos ou
células dendriticas previamente estimulados ou ndo com DNA-hsp65. Células TCD4*
(respondedoras) foram purificadas, marcadas com CFSE e cultivadas em presencga
de macréfagos ou células dendriticas (estimuladoras) previamente estimuladas ou
ndao com DNA-hsp65 ou pVAX. Como controle positivo, células TCD4" foram
estimuladas com anticorpos monoclonais anti-CD3 e anti-CD28. Apds 5 dias, a

marcagao das células com CFSE foi analisada por citometria de fluxo.
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Figura 12: Produgdo de IFN-y por células TCD4" e TCD8" em presenca de
sobrenadantes obtidos de culturas de macréfagos e células dendriticas. Células
TCD4" e TCD8" foram purificadas e pré-estimuladas com anticorpos monoclonais
anti-CD3 e anti-CD28, juntamente com IL-2. As células foram entdo incubadas com
sobrenadantes coletados de culturas de macréfagos (SNs MJ) e células dendriticas
(SNs CD) previamente estimuladas ou nao com DNA-hsp65, pVAX ou LPS.
Resultados mostram os dados referentes a um experimento representativo, repetido

2 vezes.
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10. Deteccao do RNAm para hsp65 em macréfagos e células dendriticas

humanas

Depois de verificarmos que macrofagos e células dendriticas capturaram a
vacina DNA-hsp65 em solucdo e que este estimulo induzia a ativagdo destas
células, nosso préximo obijetivo foi analisar se as APCs estimuladas com DNA-hsp65
eram capazes de transcrever o gene que codifica a proteina de choque térmico de
65 kDa (hsp65). Para isso, macrofagos e células dendriticas humanas foram
estimulados com 50 ug/mL da vacina DNA-hsp65 por 96 horas. O RNA total foi
extraido das culturas de macréfagos e de células dendriticas, e analisado quanto a
sua integridade através da deteccdo dos RNAs ribossémicos 28 S e 18 S em gel de
agarose (Figura 13A). Uma caracteristica importante de um RNA integro € a
proporcao de 2:1 entre as subunidades 28 S e 18 S. Verificamos que a proporgcao
dos RNAs extraidos de culturas de macréfagos e células dendriticas foi proxima a
2:1, indicando que o RNA estava integro. Observamos que tanto macrofagos quanto
células dendriticas foram capazes de transcrever o gene da hsp65 (Figura 13B),
embora o resultado seja mais evidente para macrofagos. A transcricao do gene sé
foi eficaz quando as células foram estimuladas com a dose de 50 ug/mL de DNA-
hsp65 e por um periodo superior a 48 horas, que nesse caso, correspondeu a 96
horas, uma vez que n&o observamos transcricdo quando as células foram

estimuladas com 20 ug/mL durante 48 horas (dados nao mostrados).
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Figura 13: Expressdo do RNAm para hsp65 por macréfagos e células dendriticas

estimulados com DNA-hsp65. Macréfagos e células dendriticas foram estimulados
por 96 horas com 50 pug/mL de DNA-hsp65. O RNA total foi extraido e avaliado
quanto: (A) Integridade do RNA extraido de culturas de macréfagos e células
dendriticas através de eletroforese em gel de agarose 1,5% denaturante. (B)

Mensagem para o gene hsp65 através de RT-PCR.

11. Avaliacao da inducao de morte celular por apoptose apos estimulacao com
PFC

Além de avaliarmos o potencial imunoestimulatério da vacina DNA-hsp65
sobre macréfagos e células dendriticas humanas, avaliamos também a capacidade
das proteinas secretadas por M. tuberculosis, descritas como CFP (CFP, do inglés
Culture Filtrate Proteins) em estimular estas APCs. Em nosso trabalho, usaremos a
descricao PFC para proteinas do filtrado de cultura de M. tuberculosis. Inicialmente,
macrofagos e células dendriticas foram estimulados por 48 horas com duas
concentracdes distintas de PFC (2,5 e 10 ug/mL) com a finalidade de verificarmos se
estes antigenos induziam morte celular por apoptose. Adicionalmente, utilizamos
PFC acrescido de oligodeoxinucleotideos CpG sintéticos (CpG-ODN).

A Figura 14 mostra os resultados de um experimento representativo repetido
duas vezes para macréfagos e cinco vezes para células dendriticas. Observamos

que culturas de macréfagos estimuladas com 2,5 ug/mL de PFC apresentaram 7%
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de células apoptoéticas, enquanto a estimulacdao com 10 ug/mL de PFC resultou em
5% de células em apoptose. Culturas de macréfagos nédo estimulados ou
estimulados com LPS apresentaram 8% de células em apoptose. A adigdo de CpG-
ODN a solugdo de PFC induziu 6,5% de células apoptéticas nas culturas de
macréfagos.

Com relacao as células dendriticas, as culturas destas APCs estimuladas com
2,5 ug/mL de PFC apresentaram 7% de células em apoptose, enquanto a
estimulacdo com 10 ug/mL de PFC induziu 9,5% de apoptose (Figura 14). Culturas
de células dendriticas nao estimuladas ou estimuladas com LPS apresentaram 8%
de apoptose. A adicdo de CpG-ODN a solugdo de PFC reduziu para 5% a
porcentagem de células dendriticas apoptdticas nas culturas analisadas. Nao
encontramos diferencas significativas entre os niveis de apoptose induzidos pelos
estimulos com PFC e os niveis detectados em culturas de células dendriticas néao
estimuladas.

12. Producao de citocinas e quimiocinas por macréfagos e células dendriticas
estimulados com PFC

Como o estimulo PFC ou PFC acrescido de CpG-ODN induziu porcentagem
de morte celular similar ao controle (células ndo estimuladas), passamos a avaliar o
potencial imunoestimulatério destas proteinas sobre as APCs. A producdo de
citocinas por macrofagos e células dendriticas foi avaliada 48 horas apds o estimulo
com 2,5 ou 10 ug/mL de PFC e com PFC (5 ug/mL) acrescido de CpG-ODN (20
ug/mL). Como controle positivo de ativacdo as células foram estimuladas com LPS
(500 ng/mL).

A avaliacdo da producao de TNF-a por macréfagos foi realizada em apenas 2
culturas e portanto, ndo aplicamos testes estatisticos. Observamos que a
estimulagcédo destas células com 2,5 ug/mL e 10 pg/mL de PFC aumentou cinco e
quinze vezes, respectivamente, a sintese de TNF-a em relagdo as células néo
estimuladas. O acréscimo de CpG-ODN ao PFC estimulou niveis de TNF-a 8 vezes

maiores em relacao a células nao estimuladas (Figura 15A).
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Figura 14: Avaliacdo da inducao de morte celular por apoptose apds estimulacao
com PFC. Macrofagos e células dendriticas foram estimulados ou ndo com 2,5 ou 10
ug/mL de PFC, ou com PFC (5 ug/mL) acrescido de CpG-ODN (20 pug/mL) por 48
horas. Como controle positivo, as células foram estimuladas com LPS.
Posteriormente, as células foram marcadas com 7AAD e analisadas por citometria
de fluxo quanto a porcentagem de células 7AAD*. Resultado de um experimento
representativo repetido duas vezes para macréfagos e cinco vezes para células

dendriticas.

Células dendriticas estimuladas com 10 ug/mL de PFC ou com PFC acrescido
de CpG-ODN produziram concentragdes duas vezes maiores de TNF-o em relagcéo
as células que nao foram estimuladas (Figura 15A), resultando em niveis similares
aqueles detectados apéds a estimulacdo com LPS.

Macréfagos estimulados com PFC apenas ou com PFC acrescido de CpG-
ODN produziram concentragbes maiores de IL-6 em comparagdo aos macrofagos
que nao foram estimulados, apesar desta diferenca nao ter sido significativa. Estes
estimulos também foram eficientes em induzir aumento na sintese desta citocina por
células dendriticas, embora as diferengas também ndo tenham sido significativas
(Figura 15B).

A estimulacdo de macréfagos com PFC, acrescido ou ndo de CpG-ODN,

também aumentou, embora ndo significativamente, a secrecao da citocina anti-

63



inflamatéria IL-10 (Figura 15C). Células dendriticas estimuladas com 10 ug/mL de
PFC secretaram concentragdes quatro vezes maiores de IL-10, em relacdo as
células dendriticas que nao foram estimuladas (Figura 15C). O antigeno PFC na
concentracdao de 2,5 ug/mL ou acrescido de CpG-ODN estimulou a producao de
niveis similares de IL-10 aqueles produzidos por células dendriticas néo
estimuladas.

Nao observamos a producéao de IL-12 (IL-12p40 ou IL-12p70) por macrofagos
estimulados com o PFC. Em contrapartida, células dendriticas estimuladas com 10
ug/mL de PFC ou com PFC acrescido de CpG-ODN secretaram niveis quatro vezes
e cinco vezes maiores, respectivamente, de IL-12p40 em relagdo as células que néao
foram estimuladas (Figura 15D). O LPS estimulou a secre¢do de niveis 7 vezes
maiores de IL-12p40 em relacao aos detectados por células ndo estimuladas. Nao
detectamos a sintese de IL-12p70 por células dendriticas estimuladas com PFC.

Além da secrecdo das citocinas descritas acima, também detectamos a
producédo das quimiocinas MCP-1 e IP-10. Os niveis basais da quimiocina MCP-1
secretados por macréfagos e por células dendriticas foram muito elevados.
Independente do estimulo utilizado os niveis de MCP-1 detectados por macréfagos e
células dendriticas foram similares aos detectados em células ndo estimuladas
(Figura 15E).

Em relacdo a producédo de IP-10, observamos que macrofagos estimulados
com PFC nas concentragdes de 2,5 ou 10 ug/mL secretaram niveis 9 vezes maiores
desta quimiocina quando comparados aos de macréfagos que nao foram
estimulados (Figura 15F). O acréscimo de CpG-ODN a solugdo de PFC também
induziu aumento da secrecdo de IP-10, porém ndo observamos diferenca
significativa. Quando avaliamos a producdo de IP-10 por células dendriticas,
verificamos que as células estimuladas com PFC nas concentragées de 2,5 ou 10
pug/mL secretaram niveis duas vezes maiores de IP-10 em relagdo as células
dendriticas ndo estimuladas (Figura 15F). Porém, o acréscimo de CpG-ODN ao
antigeno PFC néo alterou a produgéao desta quimiocina por células dendriticas. O
estimulo de células dendriticas com LPS induziu a secrecao de niveis de IP-10 4

vezes maiores em relacdo aos niveis detectados em células ndo estimuladas.
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Figura 15: Producdo de citocinas e quimiocinas por macréfagos e células
dendriticas humanas estimulados com PFC. Macréfagos e células dendriticas foram
estimulados ou n&o durante 48 horas com PFC a 2,5 ou 10 pg/mL, ou com PFC (5
ug/mL) acrescido de CpG-ODN (20 ug/mL). Como controle positivo, as células foram
estimuladas com LPS (500 ng/mL). As células foram avaliadas quanto a producéo
das citocinas TNF-a, IL-6, IL-10, IL-12p40, e das quimiocinas MCP-1 e IP-10.
Resultados expressos como a média + SEM da producao de citocinas detectadas
em 2-5 culturas de macrofagos e 7-8 culturas de células dendriticas de individuos
saudaveis. * p< 0.05, em relacdo a macrofagos nao estimulados; # p< 0.05; ## p<
0.01; ### p< 0.001, em relagédo a células dendriticas nao estimuladas.
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13. Expressao de marcadores de ativacao em macrofagos e células dendriticas
estimulados com PFC

Para complementar o estudo referente a capacidade imunoestimulatoria do
antigeno PFC, analisamos também o fendtipo associado com a ativagcdo de
macréfagos e células dendriticas. Observamos que tanto o antigeno PFC utilizado
nas diferentes concentracées ou acrescido de CpG-ODN, quanto o LPS, néo
modularam significativamente a expressao de CD80 na superficie de macréfagos ou
de células dendriticas em relagdo a expressdo detectada em células néao
estimuladas (Figura 16A).

Quando analisamos a expressdao de CD86, verificamos um aumento na
porcentagem de macrofagos expressando CD86 apds a estimulagdo com 2,5 ug/mL
de PFC, embora nao significativo. A expressdao desta molécula em macréfagos
estimulados com 10 pg/mL de PFC foi similar a expressao detectada em macroéfagos
nao estimulados. Entretanto, o acréscimo de CpG-ODN ao antigeno PFC induziu
aumento significativo na porcentagem de células expressando CD86 (Figura 16B). A
estimulacdo de células dendriticas com 2,5 ug/mL de PFC levou a modulacéo
positiva significativa na expressdo de CD86 em relagdo a porcentagem de células
nao estimuladas (Figura 16B). Células dendriticas estimuladas com 10 pug/mL de
PFC ou com PFC acrescido de CpG-ODN também modularam positivamente a
expressao deste receptor, embora ndo detectamos diferenga significativa. Quando
analisamos a MIF, observamos que nenhum dos estimulos utilizados modulou
significativamente a expressao de CD86 tanto em macrofagos, quanto em células
dendriticas (dados ndo mostrados).

A expressao de HLA-DR tanto em macréfagos quanto em células dendriticas
nao apresentou alteracao apés estimulacdo com PFC nas diferentes concentracoes,
com PFC acrescido de CpG-ODN ou com LPS (Figura 16C).

A expressdo de CD83 em células dendriticas estimuladas com diferentes
concentragbes de PFC, PFC acrescido de CpG-ODN ou LPS foi modulada
positivamente em relacdo as células ndo estimuladas. No entanto, ndo detectamos
diferengas significativas (Figura 16D). Com relagdo a MIF ndo houve alteracdo na
expressdo de CD83 apds estimulacdo de células dendriticas tanto com PFC quanto
com LPS (dados ndo mostrados).
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Figura 16: Expressdo de marcadores de superficie associados com ativagao celular
em macréfagos e células dendriticas estimulados com DNA-hsp65. Macréfagos e
células dendriticas foram estimulados ou n&o durante 48 horas com PFC a 2,5 ou 10
ug/mL, ou com PFC (5 ug/mL) acrescido de motivos CpG (20 ug/mL). Como controle
positivo, as células foram estimuladas com LPS (500 ng/mL). As células foram
avaliadas por citometria de fluxo quanto a expressao das moléculas CD80, CD86,
HLA-DR e CD83. Resultados expressos como a média + SEM da porcentagem de
células expressando CD80, CD86 e CD83, ou da MIF de HLA-DR obtidos de 1-4
culturas de macrofagos e 6-8 culturas de células dendriticas de individuos
saudaveis. * p< 0.05, em relacdo a macréfagos ndo estimulados; # p< 0.05, em

relacédo a células dendriticas ndo estimuladas.
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14. Avaliacao da capacidade microbicida de macréfagos e de células
dendriticas estimulados ou nao com DNA-hsp65

Inicialmente realizamos a padronizagédo dos experimentos de infec¢ao in vitro
de macréfagos e de células dendriticas com M. tuberculosis. A padronizacao
consistiu em uma cinética para determinar a razdo entre 0 numero de bacilos e o
namero de células em cultura. Testamos trés razdes diferentes de bactéria por
célula: 1:1, 5:1 e 10:1 (bactéria:célula). Os melhores resultados foram obtidos com a
proporcéo 1 bactéria:1 célula. Para dar continuidade ao nosso estudo, macréfagos e
células dendriticas foram estimulados ou n&o por 48 horas com a vacina DNA-hsp65
e infectados com M. tuberculosis in vitro (1:1). Quatro horas apds a infec¢ao, tempo
suficiente para que os bacilos fossem fagocitados, as culturas de macréfagos ou de
células dendriticas foram lisadas para avaliarmos os numeros de unidades
formadoras de colbénia (UFC). Desse modo, teriamos os numeros de UFC referentes
a quantidade inicial de bacilos que foram fagocitados pelas células, ou seja, que
estavam presentes dentro das células. Para determinarmos a capacidade destas
APCs em conter ou ndo o crescimento dos bacilos, o numero de UFC foi novamente
avaliado 7 dias ap0s a infecgéo.

Observamos que macrofagos previamente estimulados com a vacina DNA-
hsp65 apresentaram um aumento de 0,21 logip no numero de UFC no final da
infeccdo, enquanto macréfagos nao estimulados apresentaram um aumento de 0,71
log1o. Macrofagos previamente estimulados com o vetor pVAX mostraram aumento
de 0,39 logio no numero de UFC ao final da infecgéo (Figura 17A).

Células dendriticas previamente estimuladas com a vacina DNA-hsp65 e
infectadas apresentaram um aumento de 1,18 logip no niumero de UFC ao final da
infeccdo enquanto as células dendriticas que ndo foram estimuladas previamente
com a vacina de DNA mostraram um aumento de apenas 0,13 logio no numero de
UFC. Células dendriticas previamente estimuladas com o vetor pVAX apresentaram
aumento de 0,97 log1o no nimero de UFC (Figura 17B).

A Figura 17C mostra a taxa de crescimento de M. tuberculosis no interior de
macréfagos e de células dendriticas representada pela porcentagem de crescimento
do bacilo entre o inicio da infecgao (4 horas) e o final (7 dias).
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Figura 17: Capacidade de macréfagos ou células dendriticas estimulados ou nao
com DNA-hsp65 em restringir o crescimento de M. tuberculosis. Macréfagos (A) e
células dendriticas (B) previamente estimulados ou ndao com a vacina DNA-hsp65
foram infectados in vitro com M. tuberculosis na proporcao 1 bacilo : 1 célula. O
namero de UFC foi determinado 4 horas e 7 dias ap6s a infec¢ao. Porcentagem de
crescimento de M. tuberculosis entre 4 horas e 7 dias de infeccdo (C). Resultado
referente a um experimento representativo realizado uma vez para macréfagos e

quatro vezes para células dendriticas.
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DISCUSSAO

Nossa proposta inicial de trabalho consistiu em avaliar o potencial
imunoestimulatério da vacina DNA-hsp65, que se mostrou protetora contra a TB
experimental (Bonato et al., 1998; Lowrie et al., 1999; Silva et al., 1999; Bonato et
al., 2004), sobre macréfagos e células dendriticas humanas. A justificativa relevante
desse estudo baseou-se no fato de que as vacinas de DNA parecem conferir eficacia
protetora nos modelos experimentais de infeccdo em roedores. No entanto, a
eficacia das mesmas parece ser reduzida em animais de maior porte (Puaux &
Michel, 2003). Além disso, julgamos essencial conhecer como ocorre a interagdo das
APCs humanas, como os macréfagos e as células dendriticas, com a vacina DNA-
hsp65, no sentido de que estas células da imunidade inata podem direcionar o
padréo de ativacao de linfécitos T (Pulendran et al., 1999; Rissoan et al., 1999).

Nesse contexto, inicialmente padronizamos os métodos de cultura para a
obtencdo de macréfagos e de células dendriticas a partir de monécitos humanos.
Testamos varias metodologias descritas na literatura para o isolamento de
mondcitos do sangue periférico (Jones et al., 1989; Sallusto & Lanzavecchia, 1994),
e verificamos que o uso do gradiente de Percoll para o isolamento de mondcitos foi a
que nos ofereceu os melhores resultados. Também testamos diferentes
concentracdes de GM-CSF e IL-4, citocinas utilizadas para a diferenciacdo de
células dendriticas in vitro (Sallusto & Lanzavecchia, 1994) e de GM-CSF para a
obtencdo de macréfagos (Giacomini et al., 2001). Uma vez padronizada as
condi¢cbes de cultura, caracterizamos fenotipicamente os macréfagos e as células
dendriticas diferenciados a partir dos mondcitos. Observamos que os macréfagos
apresentaram morfologia tipica: células aderentes, espraiadas; além de expressarem
constitutivamente niveis elevados de CD14, CD86 e HLA-DR. As células dendriticas
se caracterizaram pela propriedade de serem nao-aderentes, com a presenca de
dendritos, morfologia arredondada e tamanho inferior em relacdo aos macro6fagos,
além de expressarem constitutivamente niveis elevados de CD11¢c, CD86 e HLA-DR.

Uma etapa que antecedeu a avaliacao do efeito imunoestimulatério da vacina
DNA-hsp65 sobre as APCs humanas foi a determinagdo da capacidade destas
células de capturarem a vacina em solucdo. Nossos resultados mostraram, pela
primeira vez, que a vacina DNA-hsp65 em solucdao (“naked DNA”) foi capturada

pelas APCs humanas, macrofagos e células dendriticas. N6s mostramos que, além
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de terem capturado o plasmideo contendo o gene da hsp65, estas APCs foram
transfectadas pela vacina de DNA, uma vez que expressaram o RNAm para a
proteina de choque térmico de 65 kDa (hsp65). Pela primeira vez também,
evidenciamos que as células dendriticas derivadas de mondcitos humanos, descritas
como células dendriticas mieldides, assim como os macrofagos, expressaram o
TLR9 intracelular, receptor que interage com CpG-ODN (Hemmi et al., 2000).

Recentemente, Basner-Tschakarjan et al. (2004) descreveram a
macropinocitose como um dos principais mecanismos envolvidos na captura de um
plasmideo por queratindcitos humanos. Estes mesmos autores apontaram
evidéncias de que duas proteinas de membrana sao capazes de se ligar ao DNA e
mediar sua internalizagao.

Ao ser internalizado por células da imunidade inata, o DNA bacteriano,
descrito como sendo um padrdao molecular associado a patégenos (PAMP), interage
com receptores intracelulares, responsaveis pela transdugéo de sinais. Em 2001, foi
descrito que o TLR9 interage com CpG-ODN (Hemmi et al., 2001), e é o principal
receptor envolvido na transducao de sinais que resultardo na ativacao celular. Latz
et al. (2004) demonstraram que CpG-ODN localizam-se em endossomas primarios
logo apds sua captura por células dendriticas plasmocitdides, enquanto o TLR9
localiza-se no reticulo endoplasmatico. Estes autores mostraram que a ligacdo do
CpG-ODN ao TLR9 ocorre apés a fusdo dos endossomas primarios contendo o
CpG-ODN com projecdes de membrana do reticulo endoplasmatico contendo TLR9.
Os plasmideos bacterianos, apd6s serem capturados, desempenham suas
propriedades imunoestimulatérias provavelmente também através da sinalizacao
mediada por receptores intracelulares, como o TLR9. A expressao do RNAm para
TLR9 é comumente descrita em células dendriticas plasmocitéides, enquanto em
células dendriticas mieldides, a expressao do RNAm para o TLR9 néo foi detectada
(Kadowaki et al., 2001; Krug et al., 2001). Porém, Saikh et al. (2004) demonstraram
gue monadcitos humanos expressaram baixos niveis de TLR9 na superficie celular, e
apds serem estimulados com CpG-ODN, apresentaram um aumento na expressao
deste receptor na superficie. Complementando estes dados da literatura, nossos
resultados mostraram que macréfagos e células dendriticas derivadas de mondcitos
do sangue periférico, descritas como células dendriticas mieldides, também
expressaram o TLR9 intracelularmente. Vale a pena ressaltar que detectamos a
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expressao da proteina, e ndo do RNAm como realizado por trabalhos anteriores
(Kadowaki et al., 2001; Krug et al., 2001).

Alguns trabalhos sugeriram que a sinalizacdo via TLR9 tem participacéo
secundaria na inducdo de respostas imunes pelas vacinas de DNA. Camundongos
com deficiéncia na expressdo de TLR9 foram capazes de montar uma resposta
citotéxica especifica apds serem imunizados com plasmideo de DNA (Spies et al.,
2003). Tudor et al. (2005) demonstraram que camundongos deficientes de TLR9
foram capazes de montar uma resposta de anticorpos antigeno-especifica, de
padréo Th1, ap6s imunizagdo com plasmideo de DNA codificando uma glicoproteina
do Herpes simplex. No entanto, esta resposta foi menos intensa, quando comparada
aos animais normais. Além disso, estes autores ainda mostraram que células
dendriticas diferenciadas a partir de células da medula 6ssea de animais deficientes
de TLR9 nao foram capazes de sintetizar IL-12 e interferons do tipo I. Estes dados
sugerem que a sinalizagdo via TLR9 parece ndo ser necessaria para a ativacéo de
respostas mediadas por células T e B a antigenos codificados por uma vacina de
DNA, mas como interfere na ativagao da imunidade inata, pode resultar em resposta
especifica menos intensa. Dessa forma, a sinalizagdo via TLR9 participaria na
potencializacdo dos efeitos adjuvantes das vacinas de DNA.

Em 1984, Tokunaga et al. descreveram as propriedades imunoestimulatérias
do DNA bacteriano. Eles observaram que extratos micobacterianos, ao serem
injetados no interior de um carcinoma murino, promoviam a regressao tumoral. Esta
propriedade foi associada a presenca de acidos nucléicos bacterianos. O DNA de
bactérias contém relativamente alta freqiéncia de seqiéncias de citosina e guanina
nao metiladas, denominadas de motivos CpG ou CpG oligodeoxinucleotideos (CpG-
ODN) (Krieg et al., 1995). A capacidade imunoestimulatéria do DNA de organismos
procariotos vem sendo atribuida a estas sequéncias. No DNA dos vertebrados, as
sequéncias CpG, além de estarem presentes em menor numero em relacdo ao DNA
dos procariotos, estdo metiladas, e portanto, suprimidas (Gurunathan et al., 2000).

Ao serem ativados pelos CpG-ODN, os linfécitos B proliferam ou secretam
anticorpos e citocinas como a IL-6 (Krieg et al., 1995). CpG-ODN também estimulam
células APCs profissionais, como macréfagos e células dendriticas, a secretarem
citocinas como IL-1, IL-6, IL-12 e TNF-a ou a sintetizarem o RNAm para as mesmas
(Klinman et al., 1996; Stacey et al., 1996) e a modularem positivamente a expressao
de moléculas coestimulatérias e de adesédo (Hartmann et al. 1999). A presenca de
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CpG-ODN na estrutura do plasmideo das vacinas de DNA explica em parte o motivo
destas vacinas estimularem tdo eficientemente a resposta imune. Além de
carregarem um gene que codifica um antigeno de interesse, as vacinas de DNA
possuem um adjuvante natural, representado pelo CpG-ODN. Como estas
sequUéncias sao eficientes na indugcédo da sintese de IL-12 por APCs, acabam por
estimular uma resposta celular de padrao Th1, importante na geracdo de uma
imunidade protetora contra patégenos intracelulares.

Distintas sequéncias CpG-ODN sintéticas foram descritas (Klinman et al.,
2004). Estas sequéncias podem estimular diferentes populagbes de células do
sistema imune. O CpG-ODN descrito como tipo “B” é capaz de ativar a proliferacéo e
secrecdo de citocinas por linfécitos B e por células dendriticas plasmocitéides
(Hartmann et al., 2000; Verthelyi et al., 2001). O CpG-ODN tipo “A” ativa a
maturacdo de APCs e induz a secrecdo de IFN-a por células dendriticas
plasmocitéides (Hartmann et al., 2000; Verthelyi et al., 2001). O CpG-ODN tipo “C”
estimula a secrecado de IL-6 por linfécitos T e de IFN-a por células dendriticas
plasmocitéides (Hartmann et al., 2003; Marshall et al., 2003). Além disso, existem
algumas sequéncias capazes de ativar especificamente células de camundongo,
enquanto outras sao especificas para células humanas.

Apesar de ser comumente aceito que as propriedades adjuvantes fornecidas
pelos plasmideos bacterianos sao equivalentes aquelas fornecidas pelos CpG-ODN,
alguns trabalhos mostraram evidéncias de que estas propriedades sao distintas.
Zelenay et al. (2003) estudaram comparativamente a capacidade de CpG-ODN e de
plasmideo bacteriano em ativar células do bago de camundongos. Eles observaram
que o plasmideo induziu a sintese moderada de IL-6 e altos niveis de IFN-y,
enquanto a estimulacdo com sequéncias CpG estimulou um perfil oposto de
producgéo de citocinas, com a sintese de elevados niveis de IL-6 e niveis moderados
de IFN-y.

Diante de todas as evidéncias descritas na literatura com relagdo ao potencial
imunoestimulador do DNA bacteriano, passamos a avaliar o efeito da estimulacao de
macrofagos e células dendriticas humanas com a vacina DNA-hsp65. Esta
abordagem de estudo pode ser interpretada de duas maneiras distintas: 1) efeito
inespecifico do plasmideo bacteriano, centrado na propriedade adjuvante das
sequéncias CpG-ODN ou do préprio plasmideo; 2) efeito especifico, decorrente da
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presenca do gene que codifica o antigeno de interesse, resultando ou ndo em
ativacdo da resposta imune adaptativa. Durante o desenvolvimento do nosso
trabalho, avaliamos o efeito imunoestimulador inespecifico da vacina DNA-hsp65,
apesar de termos detectado a mensagem para o gene hsp65 apds a estimulacao
das APCs com a vacina de DNA. E importante ressaltar que avaliamos diferentes
concentragdes da vacina DNA-hsp65 a serem usadas na estimulagdo das culturas
de macréfagos e células dendriticas e também asseguramos que o estimulo néo
estava levando a indugdo de morte celular por ativagéo.

Notamos que a estimulac&o das células com o plasmideo DNA-hsp65 ou com
o vetor pVAX induziu baixos niveis de apoptose, semelhantes aos niveis detectados
em células que ndo haviam sido estimuladas. Estes niveis eram esperados, uma vez
que as células foram cultivadas por longo periodo. Portanto, macréfagos e células
dendriticas poderiam estar entrando em apoptose devido as condi¢ées e ao tempo
de cultura, e ndo em decorréncia do estimulo com a vacina de DNA.

Nossos resultados mostraram que macréfagos e células dendriticas sao
estimulados de maneira diferente, frente ao estimulo com a vacina DNA-hsp65.
Enquanto macréfagos secretaram niveis significativos de TNF-o, IL-6 e IL-10,
células dendriticas secretaram niveis elevados de IL-12p40. E interessante destacar
que macrofagos nao secretaram IL-12 (p40 ou p70) e os niveis das citocinas TNF-a,
IL-6, IL-10 e das quimiocinas MCP-1 e IP-10 secretados por células dendriticas
estimuladas com o plasmideo DNA-hsp65 foram inferiores quando comparados aos
niveis secretados por macrofagos. Em vista disso, sugerimos que as células
dendriticas, ap6s serem estimuladas com a vacina DNA-hsp65, desempenham papel
regulatério na ativagdo da resposta imune adaptativa. Células dendriticas ativadas
pela vacina de DNA poderiam contribuir para a geragdo de uma resposta imune
celular de padréo Th1 através da secrecdo de niveis mais elevados de IL-12 do que
de IL-10. Por outro lado, macréfagos estimulados com a vacina DNA-hsp65 parecem
desempenhar um papel mais efetor na resposta imune, através da secregcédo de
niveis elevados de citocinas pré-inflamatdérias, como IL-6 e TNF-o, que atuariam no
recrutamento de leucécitos para o local de infeccdo e também na capacidade
microbicida destas células.

Para o estudo do fendétipo celular, padronizamos um método de aquisicdo dos
macrofagos e das células dendriticas de forma a excluirmos as interferéncias dos
linfécitos contaminantes presentes nas culturas. Para isso, a expressdao das
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moléculas de superficie foi avaliada com base no numero de células adquiridas que,
além de apresentarem tamanho e granularidade caracteristicos de macrofagos e de
células dendriticas, também expressavam o0s marcadores Mac-1 e CD11c,
respectivamente. Assim, avaliamos a expressdo das moléculas CD80, CD86, HLA-
DR e CD83 em aproximadamente 3000 células que tinham tamanho e granularidade
tipicos de macréfagos e de células dendriticas, e que também eram positivos para
os marcadores Mac-1 ou CD11c, respectivamente, excluindo os demais tipos
celulares (linfécitos) contaminantes das amostras. Dessa forma, nos certificamos de
que estavamos avaliando o fendtipo apenas nas populagdes celulares de interesse,
além de garantirmos a aquisicdo de amostras com maior numero de macréfagos e
células dendriticas.

Observamos que células dendriticas apresentaram modulacdo positiva na
expressao das moléculas coestimulatérias CD80 e CD86 apds serem estimuladas
com a vacina DNA-hsp65, enquanto em macrofagos o fendtipo celular ndo foi
alterado.

Acreditamos que o fato de macrofagos e células dendriticas serem
estimulados de maneira distinta pela vacina DNA-hsp65 pode estar relacionado com:
1) o balanco na densidade dos receptores que interagem com o plasmideo
expressos na superficie destas células; 2) o envolvimento de segundos mensageiros
distintos relacionados com a transducéo de sinais; 3) diferencas na capacidade de
ambas as populacdes celulares em realizarem a macropinocitose do plasmideo.

Notamos que este padrao diferencial de ativacdo de macréfagos e células
dendriticas também foi observado apo6s estimulacdo com os antigenos contidos nas
proteinas de filtrado de cultura (PFC). Neste sentido, foi surpreendente o fato de que
antigenos diferentes (proteinas secretadas ou antigeno liberado na forma de vacina
de DNA) podem estimular, no mesmo tipo celular, padrdes similares de producao de
citocinas. No entanto, os sinais de perigo que promovem a ativagdo do sistema
imune inato, sendo de natureza distinta, podem ser reconhecidos por diferentes
receptores. Mesmo assim, este reconhecimento diferencial pode estar induzindo vias
bioquimicas de ativacao similares.

Ainda com relagcdo a capacidade da vacina DNA-hsp65 em estimular
diferentemente macréfagos e células dendriticas, um importante aspecto a ser
considerado também é a natureza da célula estudada, assim como o0 seu estado

inicial de ativagdo. Macrofagos da linhagem RAW267.7 estimulados com plasmideo
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bacteriano em solucdo produziram niveis de TNF-a significativamente maiores em
relacdo a macrofagos peritoneais submetidos ao estimulo com o0 mesmo plasmideo
(Yasuda et al., 2004). Estes dados sugerem que o estado inicial de ativacdo da APC
estimulada pelo plasmideo desempenha uma fungdo importante na ativagdo da
resposta imune. A captura do plasmideo por uma APC pode gerar uma resposta
inflamatéria, cuja poténcia dependera do estado inicial de ativagcdo dessa célula.
Além disso, a expressdo diferencial de receptores também pode influenciar na
geracdo de uma resposta inflamatéria. Em trabalho descrito recentemente,
macréfagos alveolares murinos expressaram baixos niveis de RNAm para TLR9,
enquanto macréfagos peritoneais ou derivados da medula éssea expressaram niveis
elevados. Em resposta a estimulagdo com CpG-ODN, macréfagos peritoneais ou
derivados da medula éssea secretaram niveis elevados de TNF-o, IL-12 e IL-6, e
modularam positivamente a expressado de CD40, CD80 e CD86 (Suzuki et al., 2005).
Dessa forma, os diferentes perfis de resposta de macréfagos e células dendriticas,
apods interagirem com a vacina DNA-hsp65, podem estar relacionados com a
natureza das células, estado de diferenciacdo das mesmas, e com a densidade de
receptores celulares que interagem com o plasmideo.

Uma vez constatado que a vacina DNA-hsp65 foi capaz de ativar
diferentemente macréfagos e células dendriticas, ndés estudamos o efeito adicional
destas APCs previamente estimuladas com o plasmideo DNA-hsp65 em
promoverem a ativacdo de células da resposta imune especifica. Observamos que
na reagcdo mista de leucécitos, macréfagos e células dendriticas previamente
estimulados com a vacina DNA-hsp65 induziram um aumento na proliferacdo de
linfécitos TCD4* alogenéicos. Como foi verificado que células dendriticas secretaram
niveis significativos de IL-12 apéds estimulagdo com a vacina DNA-hsp65, cultivamos
linfécitos T ativados com anticorpos anti-CD3, anti-CD28 e IL-2 , juntamente com
sobrenadantes de culturas de células dendriticas ou de macrofagos previamente
estimulados ou ndo com o plasmideo DNA-hsp65 e detectamos os niveis de IFN-y e
IL-5. Observamos que os niveis de IL-12 secretados por células dendriticas
estimuladas com o plasmideo nédo foram suficientes para aumentar a secrecao de
IFN-y por linfécitos TCD4" e TCD8*. Porém, os niveis de IL-12 secretados por
células dendriticas estimuladas com LPS foram suficientes para estimular a

secrecao de IFN-y pelos linfécitos. Os sobrenadantes das culturas de macrofagos
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estimulados com a vacina DNA-hsp65 foram capazes de estimular a secrecéo de
IFN-y por linfécitos TCD4*. Uma vez que nao observamos a sintese de IL-12 por
macréfagos estimulados com DNA-hsp65, provavelmente, a estimulagdo adicional
na secrecao de IFN-y pelos linfécitos promovida pelos sobrenadantes das culturas
de macréfagos seja devido a outros fatores soltveis presentes nos sobrenadantes. E
interessante notarmos que os sobrenadantes de macréfagos estimulados com LPS,
cujo nivel de IL-10 foi elevado, inibiu a secregcdo de IFN-y por linfocitos T. Estamos
realizando novos experimentos utilizando uma dose maior da vacina de DNA na
expectativa de verificarmos o efeito adicional da secrecao de IL-12 por estas APCs
profissionais sobre linfocitos T, além de aumentarmos o numero de culturas
analisadas.

Apés verificarmos que macréfagos e células dendriticas foram capazes de
capturar a vacina de DNA em solugcdo, e que ambas as populacdes celulares
expressavam o receptor que interage com motivos CpG, o TLR9, analisamos a
capacidade destas células em transcrever o gene da hsp65, codificado pelo
plasmideo. Observamos que tanto macréfagos quanto células dendriticas
expressaram o RNAm da hsp65 no citoplasma. Em estudos subsequientes,
avaliaremos a ativagédo da resposta imune especifica por estas células. Pretendemos
estudar a capacidade destas APCs previamente estimuladas com DNA-hsp65 em
sintetizar a proteina hsp65 e também avaliar a capacidade de macréfagos e de
células dendriticas de estimularem linfécitos T autélogos. Coelho-Castelo et al.
(2003) demonstraram que células dendriticas CD11c", obtidas de linfonodos de
camundongos BALB/c que foram imunizados com plasmideo DNA-hsp65, foram
eficientemente transfectadas em comparagdo com células dendriticas CD11c*
obtidas da medula 6ssea. Esse dado sugere células dendriticas maduras, presentes
nos linfonodos, sdo mais competentes em capturar o plasmideo de DNA que células
imaturas, presentes na medula 6ssea. Baseando-se nisso, € nosso interesse avaliar
se a estimulacdo com DNA-hsp65 induz eficiente maturacédo das células dendriticas
humanas, sendo capaz de ativar os linfécitos T.

Durante o desenvolvimento desse projeto, pudemos definir como etapa inicial
cumprida, os resultados que evidenciaram a obtencéo de duas populag¢des distintas
de APCs a partir de monécitos humanos, a captura da vacina DNA-hsp65, a
expressao de TLR9 intracelular e a mensagem para a proteina hsp65 em ambas as
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populagdes celulares. Adicionalmente, mostramos que os macrofagos e as células
dendriticas s&o ativadas distintamente pela vacina DNA-hsp65. A abordagem de
estudo subseqliente e essencial a ser avaliada seria a capacidade destas células
estimuladas com DNA-hsp65 de restringirem ou ndo o crescimento dos bacilos apds
infecgao com M. tuberculosis in vitro.

Nossos resultados mostraram que macrofagos previamente estimulados com
a vacina DNA-hsp65, apesar de nao terem sido capazes de inibir totalmente o
crescimento do bacilo, foram mais eficientes em conter o crescimento de M.
tuberculosis, em relacdo aos macréfagos que nao foram previamente estimulados.
Por outro lado, células dendriticas estimuladas com DNA-hsp65 n&o foram eficientes
em conter o crescimento dos bacilos, quando comparadas as células que nao foram
estimuladas. Bodnar et al. (2001) descreveram que M. tuberculosis multiplicava-se
de modo similar dentro de macréfagos e células dendriticas imaturas derivadas da
medula 6ssea in vitro. A ativacdo destas células com LPS e IFN-y inibia o
crescimento dos bacilos por uma via dependente de 6éxido nitrico. No entanto,
somente os macréfagos ativados apresentaram a capacidade de matar M.
tuberculosis, sugerindo que as células dendriticas poderiam servir como um
reservatério para bacilos nos tecidos com a finalidade de ativar os linfécitos. Nesse
contexto, nosso resultado sugere que a estimulacdo de macréfagos com a vacina
DNA-hsp65 ativa mecanismos microbicidas capazes de conter o crescimento dos
bacilos, enquanto células dendriticas estimuladas com a vacina DNA-hsp65 teriam a
fungéo de atuar principalmente no processamento e apresentagao de antigenos para
linfécitos T.

Os resultados descritos até este momento sugerem que o efeito estimulatério
da vacina DNA-hsp65 sobre macrofagos e células dendriticas humanas esta
associado a ativacdo promovida pela estrutura do plasmideo bacteriano, e ndo esta
relacionado ao gene hsp65 ou seu produto, uma vez que o vetor pVAX também foi
capaz de estimular os macro6fagos e as células dendriticas eficientemente.

O desenvolvimento de novas medidas profilaticas € direcionado por varios
requisitos a serem cumpridos em cada etapa do processo de obtengdo de novas
vacinas. Um dos primeiros requisitos a ser ultrapassado é a escolha de um antigeno
(s), que além de ser um bom imundgeno, seja caracterizado como um antigeno
imunodominante capaz de ativar uma resposta imune associada com protecdo. A

hsp65 é considerada um antigeno imunodominante nas infec¢gdes micobacterianas
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pelo fato de cerca de 10-20% dos linfécitos T serem especificos para este antigeno
em modelos experimentais (Kaufmann et al., 1987). Como ja foi descrito, a vacina
DNA-hsp65 apresentou efeito profilatico (Bonato et al., 1998; Silva et al., 1999) e
terapéutico (Lowrie et al., 1999 e Bonato et al., 2004) no modelo de tuberculose
experimental que utiliza linhagem de camundongos isogénicos. Nossa preocupacéo,
atualmente, concentra-se na fase de ensaios clinicos, no fato da populagdo ser
heterogénea com relacdo a poligenia e ao polimorfismo das moléculas do MHC e
conseqlentemente, montar uma resposta distinta contra o antigeno hsp65. Além
disso, as proteinas de choque térmico (hsps) sao filogeneticamente muito
conservadas, o que nos chama a atengédo para o risco de desenvolvimento de
doengcas autoimunes. Assim, mesmo com uma vacina eficiente em modelo
experimental, temos trabalhado com outros antigenos de potencial vacinal como as
proteinas secretadas por M. tuberculosis em meio de cultura, denominadas de PFC
(proteinas do filtrado de cultura). As PFC também s&o consideradas antigenos
imunodominantes nas infec¢gdes micobacterianas (Pal & Horwitz, 1992). Diversas
proteinas constituintes da preparacdo PFC tém sido caracterizadas e estao
associadas com o desenvolvimento de uma resposta imune protetora (Andersen,
1994; Roche et al., 1994). Quando separadas por eletroforese de acordo com o peso
molecular, determinadas fragées destas proteinas estimulam a secre¢do de IFN-y
por linfécitos TCD4* murinos in vitro (Roberts et al., 1995). Portanto, paralelamente
ao estudo do potencial imunoestimulador da vacina DNA-hsp65, também avaliamos
a capacidade das PFC, acrescidas ou ndo de CpG-ODN, de ativarem macréfagos e
células dendriticas humanas.

Nossos resultados demonstraram padrdo similar de ativagdo apds
estimulacao das culturas de macréfagos e de células dendriticas humanas com PFC
quando comparado a estimulacdgo com DNA-hsp65. Enquanto macréfagos
secretaram niveis elevados de TNF-a, IL-6 e IL-10, células dendriticas secretaram
niveis elevados de IL-12 e da quimiocina IP-10. E interessante destacar que
macrofagos ndo secretaram IL-12 e os niveis das citocinas TNF-a, IL-6 e IL-10
secretados por células dendriticas estimuladas com PFC também foram inferiores
quando comparados aos niveis secretados por macréfagos. Com relagéo a produgéao

de quimiocinas, macréfagos e células dendriticas secretaram niveis significativos de
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IP-10 apds estimulacdo com o antigeno PFC, o que ndo foi observado apos
estimulagdo com DNA-hsp65.

As diferencas no padrao de ativacdo de macréfagos e células dendriticas
apds contato com o antigeno podem refletir no tipo e na intensidade da resposta
imune inflamatoria induzida pelas APCs. Se houver maior numero de macrofagos
interagindo com o antigeno (DNA ou PFC) no microambiente, a tendéncia sera a
inducao de uma resposta inflamatéria devido a producao das citocinas TNF-a e IL-6.
Em contrapartida, se houver uma maior interagdo do antigeno com células
dendriticas, havera secrecao de IL-12 no microambiente. No entanto, ambos os tipos
de APCs produziram niveis significativos de IP-10 apds contato com PFC. A IP-10,
uma quimiocina cuja producdo é induzida por IFN-y, participa no recrutamento de
linfécitos Th1 ativados para os locais da inflamacao. Neste sentido, a presenca deste
fator quimiotatico pode influenciar no desenvolvimento de uma resposta de padrédo
Th1, importante na protecao contra infecgdes micobacterianas.

Nos ultimos anos, a interagédo de varios receptores de reconhecimento padrao
(PRR), expressos na superficie de macréfagos e de células dendriticas, com PAMPs
vem sendo descrita (Schlesinger et al., 1993; Means et al., 1999; Pugin et al., 1994;
Geitenbeek et al., 2003). Acredita-se que dependendo do tipo de receptor, expresso
na superficie das APCs que interage com determinado ligante, expresso na parede
dos bacilos, haja uma ativacao celular diferencial (Kaufmann & Schaible, 2003). Os
trabalhos que melhor descreveram este tipo de interacdo, até o presente momento,
sugerem que a ligacdo de LAM ao TLR2, expresso em macréfagos e células
dendriticas humanas, induziria a producao de IL-12 (Heldwein & Fenton, 2002),
enquanto a ligacdo de LAM com ao receptor DC-SIGN estimularia a producéo de IL-
10 (Tailleux et al., 2002; Geijtenbeek et al., 2003). Partindo destas informacdes, a
proxima etapa de nosso trabalho consistira em avaliar a fungcdo dos receptores
TLR2, TLR4 e MR na infec¢ao in vitro com M. tuberculosis.

Apesar dos estudos in vitro ndo mimetizarem exatamente os mecanismos de
ativacao celular que acontecem in vivo, nosso estudo fornece uma hipétese de como
as APCs, macrofagos e células dendriticas humanas, poderiam estar sendo ativadas
apdés a administracdo da vacina DNA-hsp65. Além disso, nossos resultados
mostraram, pela primeira vez, que a vacina de DNA que apresentou atividade
profildtica e terapéutica contra a TB, foi capaz de ativar APCs humanas. Estes
resultados auxiliam no melhor entendimento da interagcdo parasita-hospedeiro e
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contribuem para a continuidade do processo de desenvolvimento de uma nova
vacina contra TB, inclusive fornecendo subsidios para a realizacdo dos ensaios
clinicos. Além disso, as evidéncias experimentais decorrentes do estudo da
interacao de células dendriticas com DNA abrem perspectivas para a descoberta de

novas estratégias de terapia imune, baseadas na regulacdo da resposta imune.
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CONCLUSOES
Os resultados apresentados neste trabalho mostraram que:

1) A vacina DNA-hsp65 em solucéo foi capturada eficientemente por macréfagos e
células dendriticas humanas;

2) Macréfagos e células dendriticas humanas foram transfectadas pela vacina DNA-

hsp65 e expressaram o RNAm para hsp65;

3) Macro6fagos e células dendriticas humanas expressaram TLR9 intracelular, que
pode ser o receptor responsavel pela transdugdo de sinais nestas células

estimuladas com DNA-hsp65, resultando na ativagdo das mesmas;

4) Macrofagos e células dendriticas humanas, apds serem estimulados com DNA-
hsp65, foram ativadas de maneira distinta. Esta ativagao diferencial foi caracterizada
pela sintese de TNF-a, IL-6 e IL-10 por macrofagos e de IL-12 por células
dendriticas. Macrofagos néo secretaram IL-12 e células dendriticas secretaram
baixos niveis de TNF-a, IL-6 e IL-10 frente a estimulagdo com DNA-hsp65. Além
disso, DNA-hsp65 regulou positivamente a expressdo de CD80 e CD86 em células
dendriticas;

5) Macréfagos estimulados com DNA-hsp65 e posteriormente infectados com M.
tuberculosis foram capazes de restringir o crescimento dos bacilos, enquanto células

dendriticas foram incapazes;

6) A estimulagdo com PFC resultou num padrdo de ativagdo de macrofagos e
células dendriticas semelhante ao padrao induzido pela vacina DNA-hsp65 (item 7
de Resultados), com excecdo a producado da quimiocina IP-10 por macréfagos e
células dendriticas, e a expressdo de CD86 por macréfagos, que foi induzida apds
estimulagédo com PFC, e ndo com DNA-hsp65.
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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