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RESUMO

Menezes GF. Desenvolvimento de método de avaliagdo da indugao de imunidade especifica
contra células neopldsicas pela transfec¢dao de mondcitos com RNA tumoral [Dissertagao].
S3o Paulo: Instituto de Ciéncias Biomédicas da Universidade de S3o Paulo; 2008.

A abordagem imunoterapéutica do cancer tem sido cada vez mais explorada. Dentro
desse contexto, as vacinas baseadas no uso de células dendriticas vém gerando resultados
promissores, mas ainda ndo completamente satisfatdrios. Entre os fatores que tornam esta
abordagem atraente, mas que, ao mesmo tempo, a limitam, estd o uso de material
antigénico obtido do préprio paciente. Se este uso permite uma grande especificidade de
tratamento, a quantidade de material limita seu uso, dificultando a manutencdo do
tratamento por periodos prolongados. Assim, o presente projeto pretendeu estabelecer as
condicGes de extracdo e amplificacdo de mRNA tumoral, como fonte renovavel de antigenos,
Ja a avaliacdo da eficacia da vacina tem se baseado na obtencdo de melhora clinica, o que,
embora ideal, retarda a adogdo de correcoes e aperfeicoamentos das estratégias vacinais.
Neste ponto, a avaliagdo da resposta imune celular especifica contra células tumorais,
induzida pela vacinacdo poderia contribuir significativamente. Portanto, foi nosso objetivo,
também, avaliar a transfeccdo de mondcitos com RNA tumoral total para geracdo de células
mimetizando as células tumorais. Para a padronizacdo desta transfeccdo, diferentes
concentragcdes de RNA total (0,1 pug, 0,5 pug, 1 ug, 5 pug e 10 pg) obtido da linhagem de
adenocarcinoma mamario humano SK-BR-3 foram usadas em diferentes tempos de
transfeccdo (12h, 24h e 48h), e a eficiéncia das transfeccGes avaliada pela expressao do
antigeno Her-2/neu. Como instrumento de avaliagdo da resposta celular de linfécitos T
estimulados com mondcitos transfectados foi usado o ensaio de proliferacao linfocitaria, e a
secrecdao de citocinas induzidas durante a co-cultura dos linfécitos com os mondcitos
transfectados. Num primeiro momento, mondcitos transfectados com RNA tumoral total
foram capazes de induzir linfoproliferagao, com produgdo de IFN-y durante a co-cultura,
sendo que a maior dose transfectada e o maior tempo de transfec¢ao induziram a melhor
resposta linfoproliferativa. Num segundo momento, essa inducdo de linfoproliferacdo foi
perdida, assim como a producdo de citocinas durante a co-cultura. Coincidentemente, nesse
segundo momento, a linhagem tumoral usada, SK-BR-3, deixou de expressar o antigeno Her-

2/neu. A transfeccdo foi refeita com RNA total de SK-BR-3 confirmadamente Her-2/neu



positiva, e voltou-se a ter indugao de linfoproliferagao pelos mondcitos transfectados. Assim,
foi confirmada que a presenca de antigenos especificos na amostra de RNA tumoral total é
importante para indugao de proliferagao, e que sé a transfecgao passiva com RNA nao é
suficiente para ativar essa resposta. Esses resultados indicaram ser possivel o
desenvolvimento de um método para avaliagdo, pelo uso de RNA extraido de células
tumorais, das respostas celulares induzidas contra células tumorais em pacientes com cancer

que foram vacinados.

Palavras-chave: Cancer, Imunoterapia, Mondcitos, Transfeccdo, RNA, Proliferacdo

linfocitaria.



ABSTRACT

Menezes GF. Development of a method for evaluating the induction of specific immunity against
tumor cells by monocytes’ transfection with tumor RNA [Master thesis]. S3o Paulo: Instituto de
Ciéncias Biomédicas da Universidade de Sao Paulo; 2008.

The cancer immunotherapeutic approach has been increasingly exploited. In this context,
the use of vaccines based on dendritic cells are generating promising results, but still not
completely satisfactory. Among the factors that make this approach attractive, but at the
same time limited, is the use of patient’s antigenic material. If this allows the use of a very
specific treatment, the amount of material restricts its use, making difficult to maintain the
treatment for long periods. Thus, the aim of this project was establish the conditions for
extraction and amplification of mRNA tumor, as renewable source of antigens. The measure
of vaccine effectiveness has been based on clinical improvement, which, although ideal,
delays fixes adoption and improvement of vaccine strategies. At this point, the evaluation of
specific cellular immune response against tumor cells, induced by vaccination could
significantly help. So was our aim too, to evaluate the monocytes’ transfection with total
tumor RNA for generation tumor mimicking cells. Different total RNA concentrations (0.1 ug,
0.5 pg, 1 pg, 5 pg and 10 pg) from the human mammary adenocarcinoma strain SK-BR-3
were used at different times of transfection (12h, 24h and 48h), and the transfection
efficiency was evaluated by the expression of Her-2/neu antigen. The lympho-stimulatory
potencial of this transfected monocytes was evaluated with lymphocyte proliferation test
and cytokines secreted during co-culture of lymphocytes and the transfected monocytes.
Initially, monocytes transfected with total tumor RNA were able to induce
lymphoproliferation, with IFN-y production during co-culture, and the highest dose and
longer time of transfection induced the best lymphoproliferative answer. After, this
lymphoproliferation induction was lost, as well as the cytokines production during co-
culture. Coincidentally, in this period, the tumor strain used, SK-BR-3, lost the antigen Her-
2/neu expression. The transfection was done again with total RNA from a SK-BR-3 confirmed
Her-2/neu positive, and came back the induction of lymphoproliferation by transfected
monocytes. Thus, it was confirmed that the presence of specific antigens in tumor total RNA
sample is important for induction of proliferation, and that only the RNA passive transfection

was not sufficient to enable this response. These results indicated that the development of a



method for evaluation the cellular responses induced against tumor cells in cancer patients

who were vaccinated, with the use of RNA extracted from tumor cells, is possible.

Keywords: Cancer, Immunotherapy, Monocytes, Transfection, RNA, Lymphocyte

proliferation.
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1 INTRODUCAO

O cancer é um dos principais problemas de salde publica no mundo devido as altas
taxas de mortalidade. As estimativas para o ano de 2008, validas também para 2009,
apontam que ocorrerdo 466.730 novos casos de cancer no Brasil, acompanhando a mesma
expectativa mundial (Ministério da Saude, 2007).

O aparecimento de um tumor esta associado a ocorréncia de alteragdes genéticas, de
origem hereditaria e/ou ambiental, que se acumulam progressivamente no material
genético de uma célula normal. A base da doenca estd em rapidas mudancas no genoma,
principalmente associadas a genes de controle do ciclo celular. O crescimento maligno desse
tumor precisa de pelo menos 6 alteragdes genéticas essenciais e conjuntas: alto suficiéncia
em sinais de crescimento, falta de reconhecimento dos sinais inibitérios de crescimento,
evasdo de apoptose, perda do limite de potencial replicativo, angiogénese, invasao tecidual
e metastase (Hanahan e Weinberg, 2000).

Apds décadas de estudos e rdpidos avancos, a pesquisa em cancer gerou inumeros
conhecimentos acerca do desenvolvimento e progressao de um tumor. Também houve
inUmeros progressos no tratamento do cancer, incluindo aprimoramentos cirurgicos,
guimioterapicos e radioterdpicos. Entretanto, a cura da maior parte das neoplasias ainda
depende de sua identificagdo precoce, nao sendo possivel, muitas vezes, apos a
disseminacdo metastatica da doenca. Assim, novas abordagens terapéuticas sdo
continuamente investigadas e dentre elas, a imunoterapia representa uma forma de
crescente relevancia (Gilboa, 2004a).

A imunoterapia de tumores transformou-se com a descoberta que o sistema imune
humano é capaz de responder a tumores espontaneos ao reconhecer antigenos tumorais.
Assim sendo, ndo ha duvidas de que o cancer estd submetido a vigilancia imune (Parmiani,
2002; Hamilton, 2008; Lu, 2008). Dessa maneira, a caracterizacdo de antigenos tumorais tem
implicagbes tanto para o conhecimento da natureza do processo oncolégico, quanto para a
possibilidade de realizar intervengdes imunoldgicas na forma de imunoterapia ativa e
passiva, estando dentre essas a vacinagdo (Hamilton, 2008).

A partir da descoberta dos antigenos tumorais, comegou-se a descri¢gao freqlente
desses antigenos caracteristicos de células neoplasicas, incluindo produtos de oncogenes ou

genes supressores de tumor (Hom, 1991; van der Bruggen, 1991; Labrecque, 1993; Abrams,
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1996; Chen, 1997) e de outros genes, nem sempre de funcdo bem estabelecida, mas
seguramente antigénicos nos pacientes com cancer (Hom, 1991; van der Bruggen, 1991;
Chen, 1997).

Confirmada a existéncia de antigenos tumorais, a progressdo da neoplasia num
individuo imunocompetente parece paradoxal. Todavia, ao se analisar a interagao entre as
neoplasias e o sistema imune, este aparente paradoxo se explica. As neoplasias se
estabelecem no individuo porque desenvolveram diversos mecanismos de escape capazes
de evitar o reconhecimento eficaz dos antigenos tumorais pelo sistema imune ou mesmo, de
suplantar os mecanismos efetores ativados naquele paciente (Barbuto, 1999), tornando-se
pouco imunogénicos.

A maior razdo para essa baixa imunogenicidade é que os antigenos associados ao
tumor (TAA — sigla do inglés tumor associated antigens) sdo em sua maioria antigenos
normais proprios e poucos sdo neo-antigenos tumor-especificos (Pardoll, 2003; Gross, 2007).
Apesar dessa baixa imunogenicidade dos antigenos tumorais, os novos antigenos
imunogénicos seriam capazes de desencadear uma resposta imune caso ndo houvesse,
ainda, os mecanismos de escape. O escape a resposta imune ndo esta somente relacionado
a falta de expressao de antigenos, mas também a baixa expressdao de moléculas codificadas
pelo complexo principal de histocompatibilidade do tipo | (MHC | — sigla do inglés major
histocompatibility complex) (Kageshita, 1999; Koopman, 2000; Hallermalm, 2004), e/ou
defeitos e alteracBes na maquinaria de processamento antigénico (Kageshita, 1999; Gross,
2007), o que permite que o tumor ndo apresente antigenos, e assim, ndo seja reconhecido
pelo sistema imune. Alguns tumores, entretanto, mantém a expressdao de MHC | e seus
antigenos, mas evadem da resposta imune evitando que o tumor seja alvo de lise por
linfocitos T e células “natural killer” (NK), através da baixa expressdo de Fas, ou sua secrecao
(Jodo, 1998; Roth, 2001) e também de FasL soltvel (Roth, 2001; Hallermalm, 2004)
neutralizando as ac¢Oes pro-apoptdticas no microambiente tumoral. As células tumorais
podem também inativar a cascata de sinalizagdo intracelular pré-apoptotica induzida pela
interagdo Fas/FasL (Roth, 2001; Gross, 2007).

A secrecdo de fatores imunossupressores, como citocinas (Lu, 2008) e outros
mediadores, também constituem um mecanismo de escape, dentre esses fatores estdo:
fator de crescimento transformante B (TGF-B) (Roth, 2001; Sombroek, 2002; Bellone, 2006),
interleucina (IL) 10 (Huang, 1998; Sombroek, 2002; Bellone, 2006), IL-6 (Sombroek, 2002;
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Bellone, 2006), fator de crescimento vascular endotelial (VEGF — sigla do inglés vascular
endotelial growth factor) (Yamamoto, 1996; Sombroek, 2002; Bellone, 2006), e
prostaglandina E2 (PGE2) (Huang, 1998; Sombroek, 2002; Pockaj, 2004) vém sendo
constantemente descritos. Recentemente, foi descoberto que exossomos, liberados por
tumores, carregando TAA e moléculas imunossupressoras também influenciam o mecanismo
de escape e o crescimento tumoral (lero, 2008).

Todos esses mecanismos de escape atrapalham a inducdo de resposta tumoral por
linfdcitos e células NK, podendo causar ainda a inducdo de tolerancia em linfdcitos T através
desses mecanismos. Assim, a ativacdo de mecanismos efetores alternativos ou o
recrutamento de maior numero de efetores contra a neoplasia poderia, em tese, controlar a
doenca. Esta hipdtese é fortalecida por inUmeras descricbes de sucessos terapéuticos de
abordagens imunoldgicas, tanto em modelos experimentais quanto na clinica (Rosenberg,
1997; Barbuto, 1999; Buzaid, 2000).

Uma das imunoterapias tumorais utilizadas é a vacinagdo com células dendriticas
(DCs) fusionadas as células tumorais do paciente (Dall’Oglio, 2003; Barbuto, 2004). As DCs
sdo as unicas células capazes de desencadear uma resposta imune primaria dos linfécitos
(Steinman e Witmer, 1978; Steinman, 1981; Steinman, 1983; Banchereau e Steinman, 1998;
Steinman, 1999) e, em determinadas situacOes, até quebrar estados de tolerdncia
imunoldgica ja estabelecidos (Boog, 1985).

Em estudo de nosso laboratoério utilizando essa técnica, DCs derivadas de doadores
sadios fundidas com células tumorais dos pacientes foram usadas como agentes
imunizadores em portadores de carcinoma renal ou melanoma metastatico. Esta abordagem
conseguiu obter beneficio clinico em cerca de 75% dos pacientes, por um periodo mediano
proximo a 6 meses. Além do mais, a sobrevida mediana dos doentes portadores de
melanoma foi de 13 meses, e a dos portadores de carcinoma renal, de mais de 21 meses
(Barbuto, 2004), o que, comparado a dados de literatura pode ser considerado promissor
(Gogas, 2004; Motzer, 2004a; Motzer, 2004b; Kaufmann, 2005).

A avaliagao funcional do beneficio clinico conseguido com essa técnica precisa ser
aperfeicoada. Se por um lado, hoje é possivel analisar, in vitro, inUmeras respostas
linfocitarias estimuladas por DCs diferenciadas in vitro, ndo se pode fazer uma correlagao
direta e absoluta destas respostas com o sucesso clinico de um tratamento que as induza.

Apesar de uma melhora clinica real, ndo é possivel prever se o paciente teve uma resposta
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imune especifica ao tumor. Se pensarmos que o tumor possui diversos mecanismos de
escape, podemos acreditar que o sistema imune desses pacientes nao responderia,
naturalmente, a antigenos tumorais especificos.

As avaliacOes possiveis de serem feitas atualmente se restringem a melhora clinica do
paciente, incluindo exames clinicos, tomografia computadorizada e ressonancia magnética.
Verifica-se se houve estabilizacdo da doenca, sem o surgimento de novas metastases, ou se
ha recidiva tumoral, mesmo apds ressecgao cirurgica do tumor. Também ¢é possivel uma
analise indireta da imunidade do paciente, com reagdes de hipersensibilidade do tipo tardio
(DTH - sigla do inglés delayed type hypersensibility) contra antigenos comuns, e resposta
linfocitaria do paciente, in vitro, em reacdo mista de linfécitos (MLR — sigla do inglés mixed
lymphocyte reaction) com DC alogenéica, células tumorais autélogas, e a vacina. Nos casos
observados por nosso grupo, o numero de respondedores a DTH aumentou apds a vacinagao
com DC fusionada a célula tumoral. Também foi observado que a cada dose de vacina
recebida, os linfécitos passaram a ser mais responsivos na MLR (Barbuto, 2004).

Apesar desses métodos indiretos de avaliar a resposta imune induzida nos pacientes
vacinados, a avaliagdo ideal dessa resposta deveria ser feita frente a células tumorais do
paciente e estas, muito freqientemente, ndo estdo disponiveis ou ndo se prestam aos
ensaios que se pretende realizar. Na verdade, a disponibilidade da quantidade ideal de
células tumorais constitui um obstaculo também a preparagao de vacinas individualizadas
como as de DCs.

Uma estratégia capaz de contornar a baixa disponibilidade de células tumorais tem
sido estudada recentemente e propde a transfeccdo das células dendriticas com RNA (sigla
do inglés ribonucleic acid) total e RNA mensageiro (mRNA) das células tumorais (Gilboa,
1998; Boczkowski, 2000; Mitchell, 2000; Nair, 2002; Gao, 2007). Essa metodologia tem a
vantagem de permitir a amplificagdo in vitro do mRNA, o que tornaria possivel a produgao
ilimitada da vacina a partir de uma pequena amostra inicial do tumor, com a vantagem
também de poder tratar pacientes com tumores ainda pequenos. Na verdade, esta
estratégia ja tem sido explorada com resultados animadores (Heiser, 2002; Nair, 2002;
Gilboa, 2004b; Jarnjak-Jankovic, 2005; Mu, 2005) e nosso laboratério também ja foi capaz de
conseguir a expressao de antigenos tumorais por células dendriticas incubadas com RNA

extraido de linhagem tumoral (Fig. 1).
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Células dendriticas controle Células dendriticas + RNA de SK-BR-3

Figura 1. Imunohistoquimica para expressdo de Her-2/neu por células dendriticas transfectadas ou ndo com
RNA total extraido de células da linhagem tumoral humana de adenocarcinoma mamario humano, SK-
BR-3, que superexpressa Her-2/neu.

Tal estratégia, além do mais, permite que se desenvolva um método potencialmente
relevante para a avaliagdao da resposta induzida pela vacinagdo: a transfeccao de mondcitos
do préprio paciente com RNA tumoral. Estes mondcitos transfectados com o RNA tumoral
poderiam tanto expressar as proteinas tumorais em sua superficie quanto apresentar esses
antigenos tumorais via MHC, fazendo com que essas células se tornem antigénicas e possam
ser usadas nos ensaios de avaliagdo da resposta celular. Essas células seriam em parte um
mimetismo ou da célula tumoral, por expressar as proteinas tumorais, ou também um
mimetismo da vacina, ja que esse mondcito pode passar a expressar os antigenos tumorais
via MHC.

Os mondcitos sdo células precursoras de DCs e macrdéfagos, que assim que saem da
medula dssea ou circulagdo sanguinea rapidamente se diferenciam em um desses tipos
celulares. Essas células sdo especializadas em fagocitose, com processamento e
apresenta¢do de antigenos, e com maior capacidade de fagocitose nos tecidos do que na
circulacdo sanguinea. Apdés fagocitose do antigeno, as enzimas proteoliticas encontradas nos
endossomos de mondcitos e lisossomos dos macréfagos degradam os antigenos (Randolph,
2007). Os peptideos gerados dessa degradacdo sdo apresentados via MHC do tipo Il para as

células do sistema imune, gerando resposta imune caso o antigeno seja imunogénico.
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No uso do RNA como antigeno tumoral, entretanto, é necessaria uma transfecc¢ao
para que esse material seja colocado dentro da célula. Os métodos de transfec¢do consistem
em colocar o RNA artificialmente dentro da célula por lipotransfeccdo, eletroporacdo ou
transfeccdo passiva. A transfeccdo passiva foi usada originalmente como controle, e
surpreendeu ao mostrar resultados semelhantes, e até superiores aos de lipotransfec¢ao, na
inducdo de linfécito T citotdxico (CTL — sigla do inglés citotoxic T lymphocyte) especifico
(Gilboa, 2004b). Comparando-se a eficiéncia de transfeccdo dos trés métodos por expressao
de proteina conhecida, o método de eletroporacdo é superior. Entretanto, na andlise
funcional de eficiéncia, como inducdo de CTL, as trés se mostraram igualmente eficazes.
Sendo assim, a transfecgdo passiva se torna um método superior por nao necessitar de
reagentes adicionais que podem ser téxicos como na lipotransfeccdo, nem fragilizar a célula
transfectada como na eletroporagao (Gilboa, 2004b). Apds essa descoberta, varios trabalhos
usam a transfeccdo passiva como via de “carregar” o antigeno na DC, sendo essa funcional
nos testes de citotoxicidade (Heiser, 2000).

Pode-se pensar que a transfeccdo do RNA total causaria auto-imunidade por carrear
também antigenos proprios, que sao a maioria dos expressos em células tumorais, mas
devemos lembrar que ha tolerdncia para auto-antigenos. Apesar de haver a tolerancia,
Heiser (2000) analisou a possibilidade de auto-imunidade a partir da vacinagdo, mas os
testes realizados tiveram resultados negativos.

A linhagem de adenocarcinoma mamario humano SK-BR-3 é um bom modelo de
neoplasia para esse tipo de estudo por superexpressar o antigeno HER-2/neu (receptor
humano de fator de crescimento epidérmico-2 — do inglés human epidermal growth factor
receptor 2), que poderia servir como um marcador de transfec¢do. Se a transfec¢do fosse
realizada com sucesso, essa proteina poderia passar a ser expressa em membrana, e/ou
apresentada em MHC |, e ainda seria possivel obter resposta CTL especifica a linhagem
tumoral. Assim, transfectando passivamente os mondcitos com RNA total isolado de SK-BR-3
veriamos se essas células passariam a expressar o antigeno conhecido, e se essa célula se
tornaria estimuladora de linfécitos T.

Essa metodologia nos daria a oportunidade de tentar avaliar a indugdo de resposta
imune especifica também dos pacientes que recebem a vacina de DC fusionada as células
tumorais in vitro, antes mesmo que esses recebam a vacina. Se fosse obtida resposta

linfocitdria frente a mondcitos transfectados com RNA de tumor, tudo dentro do contexto
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autdlogo, poderiamos ja inferir se o sistema imunoldgico desse paciente seria capaz de
responder ao tumor apos vacinagdo, o que tornaria possivel uma prévia avaliacdo do uso de
DC fusionada as células tumorais como indutor de resposta imune.

Assim, o presente projeto pretendeu, por um lado, estabelecer as condicdes de
extragdo e amplificagao de mRNA tumoral bem como sua transcrigao in vitro. Por outro lado,
pretendeu-se também estudar as condicdes de transfeccdo de mondcitos com o RNA total
obtido de linhagem tumoral conhecida (SK-BR-3), analisando a expressdo de um antigeno
sabidamente expresso pelas mesmas (Her-2/neu), como demonstrado no experimento
referido anteriormente (Fig. 1). As condicOes estabelecidas nestes experimentos foram
usadas para a transfeccdo de mondcitos com RNA tumoral. Uma vez que no caso de RNA
obtido de amostras clinicas de tumor, ndo ha indicadores seguros para a eficacia da
transfecgdo, nos experimentos de padronizagdo desta transfec¢do utilizou-se Her-2/neu
como antigeno conhecido.

E interessante, ainda, notar que, além de fornecer um método de avaliagdo das
respostas celulares contra células tumorais em pacientes com cancer, este projeto permitiu
que se adquirisse dominio de metodologia que poderia ser usada para o preparo de vacinas
antitumorais a partir de amostras muito pequenas do tumor dos pacientes. Tal metodologia
poderia ser aplicada para a vacinacdo de portadores de tumores ainda pequenos que, ao

menos em teoria, poderiam se beneficiar mais de uma abordagem imunoterapéutica.
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2 OBJETIVOS

O objetivo do projeto foi desenvolver um método de avaliagdo da resposta imune
celular contra antigenos tumorais e, paralelamente, aprimorar a metodologia de transfec¢ao
de células da linhagem mononuclear com RNA tumoral. Especificamente pretendeu-se:

e Obter e amplificar in vitro mRNA de células tumorais.

e Estabelecer condicbes eficazes de transfeccdo de mondcitos do sangue
periférico humano, com RNA extraido de células de adenocarcinoma mamario
humano SK-BR-3, in vitro. Como parametro de eficacia desta transfeccao, foi
avaliada a expressdo do antigeno HER-2/neu, superexpresso na linhagem.

® Avaliar o potencial linfo-estimulador dos monécitos transfectados com o RNA
tumoral. A resposta linfocitaria foi avaliada pela resposta proliferativa e pelo

padrao de secregdo de citocinas induzido.
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3 MATERIAL E METODOS

Tampao TBE 10x

Tris-base 108 g
Acido bérico 55¢g
EDTA O,5M 40 mL
Agua deionizada 1000 mL

O tampao é diluido para TBE 1x em agua tratada com DEPC.

Agua DEPC 0,01%

DEPC solucao 100 pL

Agua deionizada 1L

Gel de agarose 1%

Agarose (Gibco) 04g
Tampao TBE 1x 40 mL

Azul de bromofenol 1x

Glicerol 5mL
Azul de bromofenol 0,02g
TBE 1x 5mL

Salina Tamponada com Fosfato (PBS) - pH 7,0

NaCl 80¢g
Na,HPO, 11,6 g
KH,PO, 20g
KCL 20g
Agua deionizada 1L

Tampao PBS-BSA 0,5%

BSA (Sigma) 05¢g
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Tampao PBS 100 mL

Tampdo PBS-BSA 0,5% formaldeido 2%

BSA (Sigma) 0,5g
Formaldeido 40% 5mL
Tampao PBS 80 mL

Tampao PBS-BSA 0,1%

BSA (Sigma) 01g
Tampao PBS 100 mL

Esterilizacdo por filtragem com filtro de 0,22 um.

Tampado de lise de hemdacias — tampao Tris-Cloreto de Amonio

Tampdo Cloreto de Amdnio
NH,Cl 2,14 g
Agua deionizada 250 mL

Esterilizagdo por filtragem com filtro de 0,22 um.

Tampdo Tris (pH 7,3)
Tris-base 1,025 g
Agua deionizada 50 mL

Esterilizagdo por filtragem com filtro de 0,22 um.

Preparar na hora do uso misturando-se 1 volume de Tris para 9 volumes de cloreto

de amonio.

Tampoes para ELISA

Tampdo de Captura - 0,1 M de Carbonato de Sdédio (pH 9,5)
NaHCO; 848
N32C03 3,56 g

Agua deionizada 1L
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Tampdo de Bloqueio

PBS contendo 10% de Soro Bovino Fetal

Tampdo de Lavagem

PBS contendo 0,05% de Tween 20.

Solugdo de parada

H,SO4 2N

3.1 Cultura de células tumorais

As células foram cultivadas em meio RPMI-1640 (Gibco Life Technologies - Grand Island,
NY, EUA) suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), agora chamado de R-10, com
antibidtico penicilina-estreptomicina (Gibco) na concentracdo de 10 unidades/mL de
penicilina e 10 pg/mL de estreptomicina, em estufa com 5% de CO, a 37 °C até que
formassem a monocamada, quando eram retiradas para os ensaios ou para semeadura em
novas garrafas.

A nova amostra da linhagem de adenocarcinoma mamario humano SK-BR-3 (Her-
2/neu positiva) foi doada pela Dr. Anamaria Aranha Camargo do Instituto Ludwig de

pesquisa sobre o cancer.

3.2 Isolamento de RNA com Trizol

As células SK-BR-3 foram soltas da garrafa de cultura com tripsina (Gibco), lavadas
com R-10, e dividas em microtubos com 1x10’ células em cada um. Apds centrifugagdo a 290
x g por 10 min a 18 °C foi colocado 1 mL do reagente Trizol (Gibco) por microtubo. A lise das
células foi conseguida por pipetagens repetidas. As amostras foram incubadas por 5 min em
temperatura ambiente. Apds incubacdo foram adicionados 0,2 mL de clorofdrmio e os tubos
foram balangados vigorosamente por 15 segundos. As amostras foram novamente

incubadas por 3 min em temperatura ambiente. As amostras foram centrifugadas em 12000
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x g por 15 min a 4 °C. Apds centrifugacdo retirou-se a fase aquosa contendo o RNA
transferindo-a para um novo tubo ao qual foi adicionado 0,5 mL de isopropanol. As amostras
foram incubadas por 10 min a temperatura ambiente. Seguiu-se uma centrifugacdo em
12000 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e ao precipitado foi adicionado 1
mL de etanol 75%. As amostras foram misturadas em vortex e centrifugadas a 7500 x g por 5
min a 4 °C. O RNA precipitado no microtubo foi seco “ao ar” por 5 min. Foi adicionado 0,02
mL de agua livre de RNAse para ressuspensdo do RNA seguido de uma incubac¢do por 10 min

a 60 °C. As amostras foram estocadas a -80 °C.

3.3 Isolamento de RNA total com o Kit SV RNA total isolation system

As células SK-BR-3 foram retiradas da cultura com tripsina (Gibco) e colocadas em
tubo de 50 mL para centrifugacdo a 500 x g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado
e procedeu-se 2 lavagens em 20 mL de salina tamponada com fosfato (PBS). Apds as
lavagens, as células foram divididas em microtubos de maneira a se ter 5x10° células por
tubo. Os microtubos foram centrifugados, o sobrenadante descartado e com o precipitado
seguiu-se o protocolo de extracdo de RNA total do kit SV RNA total isolation system
(Promega — Madison, WI, USA). Ao precipitado foi adicionado 175 pL do tampdo de lise com
B-mercaptoetanol e o tubo foi agitado com vortex. Depois foi adicionado 350 pL do tampao
de diluicdo, misturou-se por inversao de tubo 4 vezes e o material foi colocado em banho-
maria a 70 °C por 3 min. Apds a incubacdo centrifugou-se a amostra a 14000 x g por 10 min a
18 °C. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo ao qual foi adicionado 200 uL de
etanol 95%, e a amostra homogeneizada por pipetagem. A mistura foi transferida para a
coluna e centrifugou-se a 14000 x g por 1 min a 18 °C. Ao final da centrifugacdo o
precipitado foi descartado e a coluna adicionou-se 600 uL da solucdo de lavagem com
etanol, centrifugou-se a 14000 x g por 1 min a 18 °C. O precipitado foi novamente
descartado e na coluna colocou-se uma mistura contendo 40 puL do tampdo esséncia
amarela, 5 uL de MnCl, 0,09 M e 5 uL de DNAse |, e procedeu-se incubacdo por 15 min a
temperatura ambiente. Adicionou-se, apds término da incubac¢do, 200 uL da solucdo de
parada de DNAse com etanol e centrifugou-se a 14000 x g por 1 min a 18 °C. Foi adicionado

600 L da solu¢io de lavagem com etanol e centrifugou-se a 14000 x g por 1 min a 18 °C.
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Apds descartar o precipitado, foi adicionado mais 250 pL da solugao de lavagem com etanol
e centrifugou-se na rotacdo méaxima da centrifuga por 2 min a 18 °C. A coluna foi transferida
para um novo microtubo e adicionou-se 100 pL de agua livre de nuclease, centrifugou-se a

14000 x g por 1 min a 18 °C, e a amostra de RNA foi estocada a -80 °C.

3.4 Quantificacao do RNA e eletroforese em gel de agarose

A quantificagdo do RNA total extraido pelos 2 métodos foi feita por
espectrofotometria. E a integridade do material verificada em gel de agarose 1%. Uma
aliquota de 1 uL do RNA foi diluida em tampao de corrida azul de bromofenol e analisada no

gel de agarose 1%.

3.5 Separacgao de células mononucleares do sangue

As células foram separadas de camara de leuco-redugdo de plaqueta-aférese doadas
pelo banco de sangue do Hospital Alemdo Oswaldo Cruz. As camaras continham
aproximadamente 7,5 mL de produto, que foi diluido em PBS para um volume final de 20
mL. Em tubo de 50 mL foi colocado 12 mL de meio de separagdo de linfocitos (Cambrex - East
Rutherford, NJ, USA) e, em seguida, foi transferido, com muito cuidado, 20 mL do produto
diluido, evitando-se a mistura com o meio de separacdo de linfdocitos. O tubo foi
centrifugado a 900 x g por 30 min a 18 °C, sem freio. Apds a centrifugacdo, a nuvem de
células mononucleares foi retirada com pipeta Pasteur e colocada em novo tubo conico de
50 mL, onde previamente havia-se colocado 10 mL do tampdo Hanks (Gibco). O volume do
tubo foi completado com o tampado para 40 mL e seguiu-se centrifugagao a 600 x g por 10
min a 18 °C. O sobrenadante foi desprezado e a amostra ressuspendida em 40 mL de Hanks.
Centrifugou-se a 300 x g por 10 min a 18 °C. Novamente desprezou-se o sobrenadante e
adicionou-se 40 mL de Hanks, prosseguiu-se uma centrifugacdo a 200 x g por 10 minutos a
18°C. Apds essa ultima centrifugacdo, as amostras foram congeladas em soro fetal bovino
(Gibco) e DMSO (Tera Pharmaceuticals — Buena Park, CA, USA) numa relacdo de 9 volumes

de soro para 1 de DMSO numa concentragdo final de 3x10’ células por tubo.
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3.5.1 Separag@o de mondcitos

Para separacao dos mondcitos, as células mononucleares totais que haviam sido
congeladas, eram descongeladas no meio R-10 com antibidtico e mantidas por duas horas
em placa de cultura em estufa a 37 °C com 5% de CO, para aderéncia. Apds as duas horas as
células ndo-aderentes eram retiradas e as células aderentes eram consideradas os

mondcitos para uso nos experimentos de transfecgao.

3.5.2 Separacdo de linfocitos T por roseta de hemdcias de carneiro modificadas

As células ndo-aderentes retiradas apds as 2 horas de aderéncia foram contadas e
centrifugadas em tubo de 15 mL a 290 x g por 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi desprezado
e as células ressuspendidas em 1 mL de meio R-10, acrescentando-se 0,5 mL de soro fetal
bovino e 1 mL de suspensdo de hemacias de carneiro modificadas com hidrobrometo 2-
aminoetilisotiouronio (AET - Sigma-Aldrich — St Louis, MO, USA). A mistura foi
homogeneizada com micropipeta e centrifugada a 200 x g por 5 min a 4 °C. A amostra foi
colocada no gelo e no escuro por 1 hora. Apds incubagao foram retirados 10 pL do fundo do
tubo e a formacdo de rosetas foi observada em microscépio. Com a confirmacdo da
formagdo de rosetas foram adicionados 3 mL do meio de separagao de linfécitos (Cambrex)
no fundo do tubo e seguiu-se centrifugacdo a 900 x g por 35 min a 4 °C, sem freio. Formava-
se um gradiente de densidade com as hemacias modificadas juntamente com os linfocitos T
no fundo do tubo. O sobrenadante foi cuidadosamente retirado, as células ressuspendidas
em 1 mL do tampdo de lise de hemacias. Apds incubacdo no gelo por 2 minutos foram
adicionados 10 mL de meio R-10 e prosseguiu-se centrifugacdo a 290 x g por 10 min a 4 °C.
Apds centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado e o precipitado ressuspendido em 10 mL
de meio R-10. Apds isso os linfécitos T foram corados para uso no experimento de

proliferacdo.
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3.6 Transfec¢ao dos mondcitos

As células eram descongeladas e colocadas 5x10° células/mL para aderéncia em placa
de 12 pogos. Apds a retirada das células ndo-aderentes, foi reposto o meio de cultura R-10
nos pocos e colocada a quantidade de RNA a ser transfectada passivamente, nada no
controle, 0,5 pg, 1 ug, 5 ug e 10 pg de RNA total extraido da linhagem SK-BR-3. As placas
foram mantidas em estufa com 5% de CO, a 37 °C pelo tempo necessario a cada transfecc¢do:
12horas, 24horas e 48horas. Apds esse tempo, a placa foi mantida por 5 min no gelo para
soltar as células, que foram retiradas da placa com micropipeta e colocadas em microtubos

para irradiacdo a 12,5 Gy em fonte de césio — **’

Cs. Ap0s a irradiagdo as células eram lavadas
com R-10 e usadas para analise das moléculas de superficie, e também como células

apresentadoras no ensaio de proliferacao.

3.7 Analise das moléculas de superficie por citometria de fluxo

As células foram soltas de maneira adequada e colocadas em microtubos numa
concentragdo de 2x10° células para marcacdo com os anticorpos. Os microtubos foram
centrifugados a 18000 x g por 10 seg a 4 °C e o sobrenadante foi dispensado. Foi adicionado
200 pL de PBS-BSA 0,5% e seguiu-se a mesma centrifugagdao. O ultimo passo foi repetido
mais uma vez. O sobrenadante foi descartado e as células foram ressuspendidas em 30 plL de
PBS-BSA 0,5%. Foram adicionados 2 pL dos anticorpos especificos de cada marcacao
mostrados na tabela I, e apds adigao dos anticorpos as amostras foram incubadas por 20
minutos a 4 °C no escuro, como controle utilizou-se células sem marcacdo com os
anticorpos. Ao término da incubagdao foram adicionadas a amostra 200 uL de PBS-BSA 0,5%,
e seguiu-se a centrifugacdo a 18000 x g por 10 seg a 4 °C. O sobrenadante foi dispensado, e o
processo de lavagem repetido por duas vezes para retirada do excesso de anticorpos. No
final o sobrenadante foi dispensado e a amostra ressuspendida em 200 pL de PBS-BSA 0,5%
adicionado de formaldeido 2% para fixagao das células. No dia seguinte as amostras foram
submetidas a leitura no citometro de fluxo FACSCalibur (BD Biosciences — San Diego, CA,
USA), com leitura de um total de 10000 células por reagdo. Para andlise dos resultados foi

utilizado o software Flowjo (Tree Star, Inc — Ashland, OR, USA).
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Tabela 1. Anticorpos monoclonais utilizados na citometria de fluxo.

Especificidade Clone Origem Marcagao Fabricante
HLA-DR G46-6 (L243) IgG2a, k de camundongo FITC/APC BD
HLA-A,B,C G46-2.6 IgG1, k de camundongo PE BD
CDh14 M5E2 IgG2a, k de camundongo FITC/PE BD
CD206 19.2 IgG1, k de camundongo PE BD
Her-2/neu Neu 24.7 IgG1, k de camundongo PE BD
CD80 L307.4 IlgG1, K de camundongo  PE/ PE-Cy'™5  BD
CD83 HB15e IlgG1, K de camundongo  PE-Cy'™5 BD
CD86 2331(fun-1) 1gG1, k de camundongo  FITC/ PE-Cy"™'5 BD

3.8 Ensaio de proliferagdo linfocitaria

3.8.1 Marcagdo dos linfocitos T com CFSE

Os linfécitos T separados foram contados e centrifugados a 290 x g por 10 min a 4 °C.
O sobrenadante era desprezado e as células ressuspendidas em 1 mL de PBS-BSA 0,1% a
cada 10’ células com adicdo de 2 plL de succinimidil éster diacetato carboxifluoresceina -
CFSE 5mM (Invitrogen). As células foram incubadas em estufa a 37 °C, no escuro por 10 min.
Apds o tempo de incubagdo foi adicionado 5 mL de meio de cultura gelado, e seguiu-se
incubac3o no gelo por 5 min. As células foram centrifugadas a 290 x g por 10 min a 4 °C. O
sobrenadante foi desprezado e repetiu-se duas vezes a lavagem. As células foram contadas
antes da ultima centrifugacdo e ressuspendidas de maneira que tivessem 1x10° células em

100puL do meio R-10.

3.8.2 Co-cultura

Para co-cultura, foi plagueado 1x10* mondcitos transfectados passivamente com
RNA total da linhagem SK-BR-3 em 100 uL de R-10 em placa de 96 pocos fundo em U, ao qual
foi adicionado 100 pL de linfécitos T autélogos com a quantidade de 1x10° células formando
a relacdo apresentadora:respondedora de 1:10. Como controle foi mantido um poc¢o sé com
linfocitos, um pogo sé com mondcitos, um pogo com linfécito ao qual era adicionado

fitohemaglutinina A (PHA - Sigma-Aldrich — St Louis, MO, USA) — um mitégeno, e um po¢o
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com mondcitos sem transfectar e linfocitos. As placas foram mantidas por 5 dias em estufa
com 5% de CO, a 37 °C e apds esse tempo o sobrenadante foi recolhido, as células
ressuspendidas em 200 uL de PBS-BSA 0,5% e usadas para leitura de proliferacdo no
FACSCalibur (BD), utilizando-se 10000 células por reacdo. Para analise dos resultados foi
utilizado o software Winmdi (Purdue University- West Lafayette, IN, USA) e o software

Flowjo (Tree Star).

3.9 ELISA para citocinas

Os sobrenadantes recolhidos das co-culturas foram usados para dosagem das
citocinas IL-4, IL-10, IL-2, TNF e IFN-y por ELISA utilizando os kits OptEIA para citocinas (BD
Biosciences) seguindo as recomendacdes do fabricante. Resumidamente, placas de 96 pocos
fundo chato foram cobertas com 50 pL/pogo de anticorpo de captura diluidos 1:250 em
tamp3o de captura. As placas foram seladas e incubadas por 18 horas a 4 °C. Foram lavadas
trés vezes, na lavadora automatica de ELISA, com 300 uL/pog¢o de tampdo de lavagem, ao
final retirava-se o excesso de tampdo de lavagem batendo a placa contra uma superficie
coberta com papel absorvente. As placas foram bloqueadas com 200 puL/pogo de tampdo de
blogueio e incubada a temperatura ambiente por 1 hora. Apds incubacdo as placas foram
lavadas com 300 plL/pogo do tampao de lavagem, retirando-se o excesso de tampdo no final.
Foram colocados 45 ulL/poco das amostras e das diluicdes utilizadas para fazer a curva
padrao das citocinas em duplicata, a placa foi selada e incubada a temperatura ambiente por
2 horas. Apds essa nova incubagdo as placas foram lavadas cinco vezes com 300 uL/pocgo,
retirando-se excesso do tampdo de lavagem no final. Foi adicionado 50 plL/pog¢o do
anticorpo de deteccdo diluido 1:250 e de SAV-HRP diluidos em tampao de bloqueio, a placa
foi incubada por 1 hora no escuro a temperatura ambiente. Seguiu-se uma lavagem de sete
vezes com 300 ulL/poco de tampdo de lavagem, retirando-se bem o excesso de tampdo no
final. Adicionou-se 50 plL/poco da solucdo de substrato e incubou-se por 30 min no escuro a
temperatura ambiente. Foram adicionados 50 pL/pogo da solugdo de parada e a densidade
Optica foi determinada em espectrofotobmetro com filtro de 450nm. Para analise dos

resultados foi utilizado o software SOFT max Pro (Molecular Devices — Union City, CA, USA).
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3.10 Imunohistoquimica

A imunohistoquimica para o antigeno Her-2/neu foi realizada no departamento de
Anatomia Patoldgica do Hospital AC Camargo, em colaboragdao com o Dr. Fernando Soares.
Foi usado o anticorpo primario anti-oncoproteina Her-2/neu (Dako — Via Real Carpinteria,

CA, USA), no sistema de amplificagdo stretpoavidina-biotina (Kit LSAB — Dako).

3.11 Transcrigao reversa e amplificacao do mRNA de SK-BR-3

Para obtengdo da primeira fita do cDNA, 300 ng do RNA total extraido com o kit foi
submetida a transcri¢gdo reversa, num volume final de 20 pl, com 10 pmol do primer
modificado de oligo-dT [5’-AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGTACT(30)VN-3’], onde V (G, A ou C)
e N (G, T, Aou C) (IDT — Integrated DNA Technologies — Coralville, IA, USA), e 1 uL do mix de
dNTPs 10 mM (Promega). Apds incubacdo da reac¢do a 70 °C por 15 min, esta foi refrigerada
a 4 °C por 5 min, quando foi adicionado uma mistura contendo 200 unidades da enzima de
transcricdo reversa SuperScript Ill (Invitrogen — Carlsbad, CA, USA) com 4 uL do seu tampao
5x, 1 uL de DTT 0,1 M (Invitrogen), e 40 unidades de RNAse OUT (Invitrogen). A reacao foi
mantida a 25 °C por 5 min, e depois por mais 1 hora a 42°C. Apds essa primeira hora de
transcricdo reversa foi adicionado 10 pmol do primer T7 strand switch (5'-
CTAATACGACTCACTATAGGGCGGG-3’) (IDT) e a reacdo foi mantida mais 1 hora a 42 °C para
obtencao da fita complementar. A inativacdo da reac¢3o foi feita a 70 °C por 15 minutos.

O cDNA foi amplificado pela adicao de 2 pl do produto da reagao de transcrigao
reversa em 50 pl de volume final da reagao de PCR contendo 20 pmol dos seguintes primers:
T7 PCR  (5'-CCATCCTAATACGACTCACTATAGGGC-3’) (IDT) e 3 PCR (5-
AAGCAGTGGTATCAACGCAGAGT-3’) (IDT). As condi¢ées de amplificagdo foram adaptadas
para a enzima GoTag DNA polimerase (Promega) com adicdo de 2,5 unidades da enzima
GoTaq DNA polimerase com 10 pL do seu tampado 5x, 1 puL do mix de dNTPs 10 mM
(Promega) e 3 uL de MgCl, 25 mM (Promega). A condicdo do ciclo foi a seguinte: 2 min de
desnaturacdo inicial a 95 °C, seguido de 35 ciclos de 95 °C por 30 seg para desnaturacdo, 60
°C por 30 seg para anelamento, e 64 °C por 3 min para extens3o, com uma extens3o final a

64 °C por 5 min.
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O produto da PCR foi purificado com o kit Purelink PCR purification kit (Invitrogen) e
em seguida quantificado por espectrofotometria e estocado em — 20 °C.

As reacOes foram adaptadas de Boczkowski (2000).

3.12 Transcrigdo in vitro do mRNA de SK-BR-3

Para transcricdo foi utilizado o DNA purificado, colocando-se num volume final de 15
uL: 200 ng do DNA resultante da PCR com 2 ulL do tampao 5x da enzima, 5 uL de DTT 0,1 M
(Invitrogen), 2 puL do mix de NTPs 10 mM (Invitrogen), com ou sem 2 pL de cap 5 50 mM
(Promega). Apds uma incubacdo de 15 min a 37 °C foi adicionado 50 unidades da enzima T7
RNA polimerase e manteve-se a reacdo por mais 15 min a 37 °C. Parte do produto de mRNA
dessa reacdo foi usada para verificacdo de integridade em eletroforese e o restante foi

estocado a -80 °C.

3.13 Analise estatistica

Inicialmente, foi feito um teste de distribuicdo para avaliar se a distribuicdao era
Gaussiana. Uma vez que os dados apresentaram distribuicdo normal, foi realizada a analise
de variancias (ANOVA) com o pods-teste de Tukey, que compara todos os grupos entre si.
Considerou-se significancia estatistica quando o teste apresentou p < 0,05. A andlise
estatistica dos resultados foi auxiliada pelo software GraphPad Prisma (Graphpad Software

Inc. — La Jolla, CA, USA).
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4 RESULTADOS

4.1 Analise fenotipica dos mondcitos transfectados com RNA tumoral total isolado das

células SK-BR-3

Resultados preliminares haviam mostrado que células transfectadas passivamente
com RNA total extraido com Trizol da linhagem de adenocarcinoma mamario humano SK-BR-
3 passavam a expressar um antigeno conhecido dessa linhagem, nesse caso o Her-2/neu,
gue é superexpresso nessa linhagem (Fig. 1). Visto que essas células passavam a expressar a
proteina, ela poderia também apresentar, via MHC, peptideos antigénicos provenientes da
linhagem tumoral.

Com o intuito de verificar se essa transfecgdao com RNA tumoral total causava alguma
modificacdo na expressdo de moléculas de superficie nesses mondcitos, foi avaliado o perfil
de expressao das seguintes moléculas de superficie: HLA-DR, CD14, CD80 e CD86. A molécula
HLA-DR (MHC de classe Il) foi analisada por ser a molécula que apresenta peptideos
antigénicos para reconhecimento pelo TCR dos linfécitos T. CD14 é o receptor “scavenger”
caracteristico de mondcitos e macrofagos, e marcador dessas células. CD80 e CD86 sdo
moléculas co-estimuladoras importantes na ativacdo linfocitaria.

Foram avaliados os mondcitos transfectados por 12h, 24h ou 48h com as doses de
0,1 pg, 0,5 pg, 1 ug e 10 pug de RNA tumoral total extraidos das células SK-BR-3, como
controle utilizaram-se mondcitos sem transfectar. Tanto o controle quanto os mondcitos
transfectados apresentaram a mesma expressao das moléculas de superficie, independente
do tempo e da dose de transfecgdo. A figura 2 mostra a expressao das moléculas quando os
mondcitos foram transfectados por 24h, sendo representativa de todos os tempos

utilizados.
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Figura 2. Histogramas representativos da expressdo das moléculas de superficie HLA-DR, CD14, CD80 e CD86 na
superficie de mondcitos ndo transfectados ou transfectados, 10° células, por 24h com RNA tumoral
total de SK-BR-3, nas doses de 0,1 pug 0,5 pg, 1ug e 10ug. O histograma vazio representa o controle de
células ndo-marcadas e o histograma cheio (em cinza) a populagdo marcada com os anticorpos
especificos. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisadas as células vidveis no gate de

tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de mondcitos/macréfagos. Dado representativo
de 2 experimentos independentes.
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4.2 Potencial linfo-estimulador de mondcitos transfectados com RNA tumoral total isolado

das células SK-BR-3

Apesar de ndo ser notada nenhuma alteracdo na expressdao das moléculas de
superficie relacionadas a apresentagdo antigénica e co-estimulagao, verificamos o potencial
linfo-estimulador dessas células transfectadas passivamente (Fig. 3). Quando foi usado 1ug
de RNA total extraido com Trizol para transfecg¢ao, por 24horas, dos mondcitos, essas células
foram capazes de induzir linfoproliferacdo autdloga, enquanto as células ndo transfectadas
ndo apresentavam essa capacidade, e também a propria célula da linhagem tumoral SK-BR-3
nao foi capaz de induzir uma proliferagao linfocitaria consideravel. Os linfocitos que foram
mantidos sem estimulos ndo proliferaram, como esperado, enquanto os linfocitos que
receberam o estimulo do mitégeno fitohemaglutinina proliferaram mais intensamente do

gue as células que receberam o estimulo dos mondcitos transfectados com RNA tumoral.
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Figura 3. Potencial linfo-estimulador de mondcitos transfectados com RNA tumoral total em co-cultura por 7

dias com linfdcitos autélogos. Foram usados 10" mondcitos n3o transfectados, 10* transfectados por
24h com 1 pg de RNA total de SK-BR-3, e 10" células SK-BR-3 como estimuladoras para 10’ linfécitos
autologos. No controle negativo foram mantidos linfocitos sem estimulo. Como controle positivo foi
estimulada proliferacdo linfocitdria com o mitégeno PHA. Como controle de proliferacdo espontanea
usou-se mondcitos ndo transfectados em co-cultura com linfécitos autdlogos. E os experimentais
foram: linfoproliferacdo induzida por mondcitos transfectados por 24h com 1 ug de RNA total de SK-
BR-3, e linfoproliferacdo induzida pelas células SK-BR-3 em co-cultura com linfocitos. Foram
adquiridos 10000 eventos totais e analisados os linfécitos vidveis no gate de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) caracteristicos de linfécitos. O histograma vazio representa o controle negativo
de linfocitos que ndo receberam estimulos e o histograma cheio (em cinza) representa a populagdo
de linfécitos experimental. Representativo de 4 experimentos independentes.

4.3 Efeito da dose e do tempo de RNA tumoral total transfectado nos mondcitos sobre a

resposta linfo-estimuladora

Confirmado que mondcitos transfectados com RNA tumoral total induziam

proliferacdo dos linfécitos em co-cultura, investigamos o efeito da dose e do tempo de RNA

usado nessa transfeccdo sobre a proliferacdo dos linfocitos. Como controle de proliferacao

espontanea foi usada a co-cultura de linfocitos com mondcitos autdlogos ndo-transfectados

por 7 dias.
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Independente do tempo de transfecgao, a partir da dose de 0,1 pg de RNA tumoral
total transfectado foi possivel observar uma resposta linfoproliferativa discreta. Nestas
condicOes a porcentagem de células que proliferou variou de 11,84 a 14,87 %, contra uma
proliferacdo de 8,84 a 10,43% induzida por mondcitos nado transfectados. Com a dose de 10
pg foi obtida a melhor resposta proliferativa, também independente do tempo de
transfeccdo, com as porcentagens variando de 17,50 a 30,78% de proliferacao.

O tempo de transfecgao também foi importante para a resposta, porque apesar do
fenbmeno ser o mesmo, a intensidade da resposta foi aumentando com o tempo. Com 12h
de transfeccdo tivemos um maximo de 17,5% de proliferacdo linfocitaria com a dose de 10
ug de RNA transfectado (Fig. 4), enquanto que com 24h foi visto um maximo de 20, 72% (Fig.
5) e com 48h 30,78% (Fig. 6). Assim sendo, foi possivel correlacionar uma melhor resposta

proliferativa com uma maior dose e um maior tempo de transfecgao dos mondcitos.
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Figura 4. Potencial linfo-estimulador de mondcitos transfectados por 12h com RNA tumoral total, nas doses de
O pug, 0,1 pg, 0,5 pg, 1 pg e 10 pg. Foram usados 10" monécitos ndo transfectados ou 10* mondcitos
transfectados com de RNA total de SK-BR-3 como estimuladoras para 10’ linfécitos autdlogos. Como
controle de proliferagdo espontanea usou-se mondcitos ndo transfectados em co-cultura com
linfécitos autdlogos. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisados os linfocitos vidveis no gate
de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de linfdcitos. O histograma vazio representa o
controle negativo de linfécitos que ndo receberam estimulos e o histograma cheio (em cinza)
representa a populagdo de linfécitos experimental. Representativo de 2 experimentos
independentes.
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Figura 5. Potencial linfo-estimulador de mondcitos transfectados por 24h com RNA tumoral total, nas doses de

0 pug, 0,1 pg, 0,5 ug, 1 ug e 10 pg. Foram usados 10" monécitos ndo transfectados ou 10" mondcitos
transfectados com de RNA total de SK-BR-3 como estimuladoras para 10° linfécitos autélogos. Como
controle de proliferagdo espontdnea usou-se mondcitos ndo transfectados em co-cultura com
linfocitos autdlogos. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisados os linfocitos vidveis no gate
de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de linfécitos. O histograma vazio representa o
controle negativo de linfocitos que ndo receberam estimulos e o histograma cheio (em cinza)
representa a populagdo de linfocitos experimental. Representativo de 2 experimentos
independentes.
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Figura 6. Potencial linfo-estimulador de mondcitos transfectados por 48h com RNA tumoral total, nas doses de

0 pug, 0,1 pg, 0,5 ug, 1 ug e 10 pg. Foram usados 10" monécitos ndo transfectados ou 10" mondcitos
transfectados com de RNA total de SK-BR-3 como estimuladoras para 10’ linfécitos autélogos. Como
controle de proliferagdo espontanea usou-se mondcitos ndo transfectados em co-cultura com
linfécitos autdlogos. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisados os linfocitos vidveis no gate
de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de linfécitos. O histograma vazio representa o
controle negativo de linfécitos que ndo receberam estimulos e o histograma cheio (em cinza)
representa a populagdo de linfocitos experimental. Representativo de 2 experimentos
independentes.
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4.4 Citocinas liberadas

Havendo a resposta proliferativa passamos a investigar quais eram as citocinas
produzidas durante a co-cultura. Os sobrenadantes da co-cultura dos mondcitos ndo
transfectados ou transfectados com linfocitos autdlogos foram analisados, por ELISA, para as
citocinas IFN-y, IL-4 e IL-10, que representavam trés padrGes possiveis de resposta. As
citocinas IL-4 e IL-10 ndo foram detectadas em nenhuma das condi¢des estudadas. Ja o IFN-y
foi detectado em todos os sobrenadantes de co-cultura.

A citocina IFN-y foi detectada na co-cultura onde os mondcitos ndo haviam sido
transfectados, com queda nessa produgdao quando era aumentado o tempo de transfecgao
e/ou cultura desses mondcitos. A deteccdo nesse grupo variou de 200 a 75 pg/mL.

Quando os mondécitos eram transfectados com as doses de 0,1 ug e 0,5 ug e co-
cultivados com os linfocitos autdlogos havia uma queda na producdo de IFN-y, com a
detecgao caindo também com o aumento do tempo de transfecgdo, a variagao detectada foi
de 100 a 50 pg/mL.

A dose de 1 pg de RNA usado na transfecgdao, fez com que a produgao da citocina
IFN-y se mantivesse igual ao controle. E a dose de 10 ug de RNA é a Unica capaz de fazer com
gue os monacitos transfectados induzam liberacdo de IFN-y na co-cultura. A detecc¢do dessa
citocina nesse grupo variou e torno de 200 pg/mL.

A figura 7 mostra a média de producdo de IFN-y durante as co-culturas. Quando se
analisa somente os grupos transfectados pode-se perceber um efeito crescente da citocina
de acordo com aumento da dose de RNA usada na transfeccdo dos mondcitos,

independentemente do tempo de transfeccao.
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Figura 7. Detecgdo de IFN-y nos sobrenadantes das co-culturas de 7 dias entre linfécitos e mondcitos ndo-

transfectados ou transfectados com 0,1 pg, 0,5 pg, 1 pg e 10 pug com RNA tumoral total por 12h, 24h
e 48h. As linhas pontilhadas representam o minimo e o maximo de detec¢do da curva padrao do kit e
as barras mostram o desvio padrdo. Dados de 2 experimentos independentes.
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Assim, os resultados preliminares nos mostraram que a transfecciao era capaz de
induzir resposta proliferativa, sendo essa dependente da dose e do tempo usado na
transfec¢ao dos mondcitos com RNA tumoral total. Foi também observada durante essa co-
cultura a producdo de IFN-y, também dependente da dose e do tempo usado na transfecg¢do
dos mondcitos com RNA tumoral total.

Com o intuito de confirmar os resultados, mudamos a maneira de extrair o RNA,
passamos de Trizol para um kit que isola o RNA total com colunas, que foi escolhido por sua
maior agilidade na extracdo e também pela garantia de pureza do material isolado. Para
garantir que ndo houvesse qualquer tipo de contaminacdo das culturas foi adicionado

antibidtico ao meio de cultura, ja que o RNA ndo era extraido de maneira estéril.

4.5 Comparagao entre as diferentes técnicas de isolar o RNA total de SK-BR-3

Apds o isolamento de RNA total com kit de extragdo foi percebida uma grande
diferenca no padrao de migracdo das bandas por eletroforese em gel de agarose. Na
comparacdo entre os dois géis que serviram para confirmar a integridade do material, foi
observado que na extracdo feita com Trizol havia 2 bandas que foram confundidas com as
bandas 28S e 18S do RNA ribossomal (Fig. 8A — pocos 1 e 2). Uma das amostras apresentava
4 bandas - pogo n° 3 (Fig. 8A), 2 delas possuiam um material de grande tamanho, visto que
sua migracdo no gel era bem menor, e as outras 2 bandas eram o RNA ribossomal.

O material isolado com o kit apresentava as trés unicas bandas esperadas. As duas
bandas referentes ao RNA ribossomal e outra banda onde parou a migra¢cdo da amostra de

RNA total (Fig. 8B).
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Figura 8. Perfil de migragdo por eletroforese em gel de agarose das amostras de RNA total, comparando dois
métodos diferentes de isolar o RNA total de SK-BR-3. (A) Extragdo do RNA feita com Trizol, mostrando
nos pogos 1 e 2 as duas bandas de contaminagado, e no pogo 3 as duas bandas de RNA ribossomal 28S
e 18S, assim como a contaminacgdo. (B) Extracdo com kit de coluna, mostrando uma extragdo pura
onde so ha bandas de RNA, com as bandas 28S e 18S do RNA ribossomal e a banda de parada de
migracdo do material. Representativo de todas as extragSes realizadas com cada um dos métodos.

Esse dado de possivel contaminagdo reforcou nossa intengao em refazer os
experimentos com o novo método, e com o antibidtico no meio de cultura, a fim de garantir
que o resultado que estdvamos tendo seria por apresentacdao de antigenos tumorais
contidos na linhagem usada para extracdo do RNA total, e ndo por uma possivel

contaminacdo do material utilizado.
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4.6 Anadlise fenotipica dos mondcitos transfectados com RNA tumoral total isolado (com

kit) das células SK-BR-3

Com o intuito de verificar se a transfeccdo com RNA tumoral causava alguma
modificagdo na expressao de moléculas de superficie associadas a apresentagao de
antigenos e ativacdo dos mondcitos, foram analisadas as mesmas moléculas vistas
anteriormente com adicdo das moléculas: CD206, HLA-A,B,C e CD83. HLA-A,B,C é uma
molécula de apresentac¢do antigénica contida em todas as células. CD206 é receptor para
manose, responsavel pela endocitose de microorganismos que expressam esse carboidrato,
esse receptor é expresso por macréfagos e DCs geradas em cultura a partir de monécitos,
mas ndo em mondcitos. CD83 é um marcador de ativacdo de DCs. Adicionalmente, foi
avaliada a expressdo de Her-2/neu, um antigeno superexpresso por SK-BR-3, cuja expressao
foi avaliada como possivel indicador do sucesso da transfeccao.

Da mesma forma que no experimento anterior, a porcentagem de células positivas
para cada marcador ndo mudou, com uma Unica exce¢dao, quando os mondcitos eram
transfectados com as diferentes doses de RNA, comparando-se as células de um mesmo
doador. Embora entre os diferentes doadores houvesse diferencas no percentual de células
positivas para os marcadores. Apenas o percentual de células positivas para CD14 mostrou
um aumento significativo nos grupos transfectados por 48h, independente da dose de RNA
usada na transfeccao.

Assim, as figuras de 9 a 12 ilustram o percentual de células positivas para os
marcadores quando os mondcitos ndo foram transfectados, ou foram transfectados com 1
pg e 10 pg de RNA tumoral total.

A porcentagem de células positivas para HLA-DR se manteve constante nos
diferentes tempos usados para transfecgdo, independente da dose de RNA usada na
transfeccdo, com tendéncia a queda no nimero de células positivas apenas com 10 ug de
RNA transfectado por 24h (Fig. 9). A porcentagem de células positivas para HLA-A,B,C tendeu
a cair com o tempo de transfeccdo usado, mas independentemente da dose de RNA usada
nessas transfeccoes (Fig. 9), com o minimo em 75% de células positivas.

A porcentagem de células positivas para CD14 tendeu a cair com o tempo de
transfeccdo usado, com um minimo de 50% de células positivas, mas de maneira

independente da dose de RNA usada nessas transfec¢des, com excegao da transfecgao por
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48h com 1 e 10 pg de RNA que teve um maior nimero de células positivas, significativo em
relacdo ao controle (Fig. 10). Um efeito oposto foi visto no percentual de células positivas
para CD206. O numero de células positivas para esse marcador tendeu a subir com 24h de
transfeccdo, com seu maximo em 50%, independente da dose de RNA, e voltou a cair com
48h, mas se manteve um pouco acima do percentual de 12h (Fig. 10).

CD80 teve uma leve queda no percentual de células positivas em 24h e 48h em
relacao a 12h de transfecgdo, mas com 48h com tendéncia a um percentual maior que o de
24h, também independente da dose de RNA usada, com excec¢do da transfeccdao com 10 pg
por 48h que teve seu percentual de células positivas acima do grupo transfectado com 10 pg
por 12h (Fig. 11). A porcentagem maxima de positividade para CD80 nao atingiu 50%.

CD86 tendeu a cair com 24h de transfeccdo, e voltou a subir com 48h, mas sem
atingir o mesmo percentual de 12h, independente da dose de RNA transfectada. Com seu
percentual minimo em 75% (Fig. 11).

CD83 teve uma queda no percentual de células positivas nas transfec¢cdes de 24h e
48h em relacdo a 12h de transfeccdo, sendo que o percentual de 24h e 48h se manteve
semelhante. O percentual minimo ficou em torno de 50% de células positivas (Fig. 12).

O percentual de células positivas para Her-2/neu se manteve constante em 30% das
células positivas quando os monécitos ndo eram transfectados ou eram transfectados com 1
pg de RNA, independente do tempo usado na transfecgao. Na dose de transfecgao de 10 ug,
houve um aumento no percentual de células positivas com o aumento do tempo usado para
transfecgao, entretanto, sem significancia e com o percentual maximo em torno de 30% das

células, como mostrado na figura 12.
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Figura 9. Percentual de células positivas para as moléculas de superficie HLA-DR e HLA-A,B,C nos mondcitos ndo
transfectados ou transfectados, 10° células, por 12h, 24h e 48h com RNA tumoral total de SK-BR-3,
nas doses de 1 pug e 10 pg. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisadas as células vidveis no
gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de mondcitos/macréfagos. Dados de 5
experimentos independentes. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, foi
feita andlise de variancia (ANOVA) com o pés-teste de Tukey.
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Figura 10. Percentual de células positivas para as moléculas de superficie CD14 e CD206 nos mondcitos nao
transfectados ou transfectados, 10° células, por 12h, 24h e 48h com RNA tumoral total de SK-BR-3,
nas doses de 1 pg e 10 pg. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisadas as células vidveis no
gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de mondcitos/macréfagos. Dados de 5
experimentos independentes. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, foi
feita andlise de variancia (ANOVA) com o pods-teste de Tukey.
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Figura 11. Percentual de células positivas para as moléculas de superficie CD80 e CD86 nos mondcitos ndao
transfectados ou transfectados, 10° células, por 12h, 24h e 48h com RNA tumoral total de SK-BR-3,
nas doses de 1 pg e 10 pg. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisadas as células vidveis no
gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de mondcitos/macréfagos. Dados de 5
experimentos independentes. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, foi
feita andlise de variancia (ANOVA) com o pos-teste de Tukey.
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Figura 12. Percentual de células positivas para as moléculas de superficie CD83 e Her-2/neu nos mondcitos ndo
transfectados ou transfectados, 10° células, por 12h, 24h e 48h com RNA tumoral total de SK-BR-3,
nas doses de 1 pg e 10 pg. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisadas as células viadveis no
gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de mondcitos/macréfagos. Dados de 5
experimentos independentes. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, foi
feita andlise de variancia (ANOVA) com o pods-teste de Tukey.
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Além da analise do percentual de células positivas para as moléculas de superficie, foi
feita também analise da intensidade média de fluorescéncia (MFI) das mesmas. Como
exemplo geral da expressao das moléculas é mostrado nas figuras 13 e 14 o nivel de
expressao dos marcadores quando os mondcitos ndo foram transfectados ou foram
transfectados por 24h, com as diferentes doses de RNA tumoral total. Havia alta expressao
de HLA-DR, expressdo intermediaria de HLA-A,B,C, CD14, CD86 e CD83, baixa expressao de

CD206, e baixissima expressdo de CD80 e Her-2/neu.
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Figura 13. Histogramas representativos da expressdo das moléculas de superficie HLA-DR, HLA-A,B,C, CD14 e
CD206 na superficie de mondcitos n3o transfectados ou transfectados, 10° células, por 24h com
RNA tumoral total de SK-BR-3, nas doses de 0,1 pg 0,5 pg, 1lug e 10pg. O histograma vazio
representa o controle de células ndo-marcadas e o histograma cheio (em cinza) a populagdo
marcada com os anticorpos especificos. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisadas as
células vidveis no gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de
mondcitos/macréfagos. Dado representativo de 5 experimentos independentes.
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expressdo das moléculas de superficie CD80, CD86, CD83 e do

antigeno Her-2/neu na superficie de mondcitos ndo transfectados ou transfectados, 10° células, por
24h com RNA tumoral total de SK-BR-3, nas doses de 0,1 ug 0,5 pg, 1ug e 10ug. O histograma vazio
representa o controle de células ndo-marcadas e o histograma cheio (em cinza) a populagdo
marcada com os anticorpos especificos. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisadas as

células
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Numa analise mais detalhada comparou-se a média do MFI nas diferentes condigdes
experimentais usadas, mondcitos sem transfectar ou transfectados por 12h, 24h e 48h com
0,5ug, 1 ug, 5ug e 10 pg de RNA tumoral total.

A quantidade de moléculas de HLA-DR expressas na superficie dos mondcitos
aumentou de 12h para 24h de cultura, voltando a cair em 48h para o nivel de expressao de
12h, e a transfec¢do com RNA tumoral total ndo interferiu na expressao dessas moléculas. A
variagao foi de um MFI de 200 em 12h para um MFI de 1000 em 24h, voltando a um MFI de
200 em 48h (Fig. 15).

A guantidade de moléculas de HLA-A,B,C na superficie dos mondcitos caiu com o
tempo, a queda foi independente da transfeccdo dessas células com RNA tumoral total. O
MFI dessa molécula em 12h era 500, caindo para 250 em 24h e 100 em 48h (Fig. 15).

A expressao da molécula CD14 na superficie dos mondcitos ndo variou conforme o
tempo de manutencdo dessas células em cultura, mas sim com a dose de RNA tumoral total
usada na transfeccdo desses mondcitos. Com a transfeccdo de 5 e 10 ug de RNA tumoral
total por 12h, a quantidade de moléculas expressas na superficie dos mondcitos subiu, ja na
transfec¢ao com 10 pg por 24h a quantidade de moléculas expressas na superficie dos
mondcitos caiu. A transfeccdo por 48h ndo causou nenhuma alteracdo na expressdo de CD14
na superficie dos mondcitos (Fig. 15).

Com a molécula C206 houve um aumento no numero de moléculas de 12h para 24h
de cultura, com os niveis se mantendo de 24h para 48h, independente da transfeccdo com
RNA. Houve um aumento de um MFI de 20 em 12h para um MFI de 50 em 24h e 48h. Com a
transfeccdo, so foi possivel ver um aumento na expressdo das moléculas com 10 pg de RNA

tumoral total transfectado por 24h, que fez com que o MFI chegasse perto de 100 (Fig. 15).
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Figura 15. Média da intensidade média de fluorescéncia (MFI) das moléculas de superficie HLA-DR, HLA-A,B,C
CD14 e CD206 em mondcitos ndo transfectados ou transfectados, 10° células, com 0,5 pg, 1 ug, 5ug
e 10 pg de RNA tumoral total de SK-BR-3 por 12h, 24h e 48h. Foram adquiridos 10000 eventos totais
e analisadas as células viaveis no gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de
mondcitos/macréfagos. Dados de 5 experimentos independentes. As barras mostram o desvio
padrdo. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, era feita analise de
variancias (ANOVA) com o pds-teste de Tukey. * p<0,05 e ** p<0,01.
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A quantidade de CD80 expresso na superficie das células foi baixo, e se manteve
assim nos trés tempos de transfec¢do observados, cerca de 25. Entretanto, a transfeccdo dos
mondcitos com 10 pug de RNA tumoral total por 24h e também por 48h fez com que a
guantidade dessa molécula expressa aumentasse (Fig. 16).

A molécula CD86 teve uma diminui¢ao na quantidade de moléculas expressas ao
longo do tempo usado nas transfeccoes, caindo de um MFI de 200 em 12h para 100 em 24h
e 50 em 48h. Somente a transfec¢ao por 24h com 10 pug de RNA tumoral total foi capaz de
fazer com que a quantidade de moléculas expressas volta-se a subir para 250 (Fig. 16).

A molécula CD83 também teve uma queda na quantidade de moléculas ao longo do
tempo de transfec¢ées, caindo de um MFI de 200 em 12h, para 100 em 24h e cerca de 50
em 48h. A transfeccdo com RNA tumoral total ndo causou nenhuma alteragdo na quantidade
de moléculas expressas (Fig. 16).

O antigeno Her-2/neu teve uma pequena quantidade de moléculas expressas na
superficie dos mondcitos. Um MFI de 10 em 12h, que teve um aumento para 20 em 24h,
mas caiu e voltou a 10 em 48h. A transfeccdo com 10 pg de RNA tumoral total por 24h fez
com que houvesse um aumento no nivel de expressdo das moléculas expressas nesse grupo,
mas apesar do MFI ter chegado a 30, é uma quantidade muito pequena de moléculas

expressas (Fig. 16).
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Figura 16. Média da intensidade média de fluorescéncia (MFI) das moléculas de superficie CD80, CD86, CD83 e
Her-2/neu em mondcitos n3o transfectados ou transfectados, 10° células, com 0,5 pug, 1 pug, 5 ug e
10 pg de RNA tumoral total de SK-BR-3 por 12h, 24h e 48h. Foram adquiridos 10000 eventos totais e
analisadas as células vidveis no gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) caracteristicos de
mondcitos/macréfagos. Dados de 5 experimentos independentes. As barras mostram o desvio
padrdo. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, era feita analise de
variancias (ANOVA) com o pds-teste de Tukey. * p<0,05 e ** p<0,01.
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Como as diferencas significativas foram observadas na maior parte dos casos com a
transfeccao de 10 pug de RNA tumoral total, para facilitar a visualizagao dessas diferencas,
foram comparadas as expressGes dos marcadores nos trés tempos dessa transfec¢do com o
controle de mondcitos nao transfectados em outro grafico, como mostrado na figura 17.

Corroborando os dados anteriormente mostrados, vimos que a maior quantidade de
moléculas de HLA-DR expressas na superficie dos mondcitos se da com 24h, independente
da transfeccdo com RNA tumoral total. A quantidade de moléculas expressas de HLA-A,B,C
cai com o passar do tempo, sendo que a expressdao e a queda sdao independentes da
transfec¢ao com RNA tumoral total.

A guantidade de moléculas de CD14 expressas cai com 10 pg de RNA tumoral total
transfectado por 24h, e a molécula CD206 tem o comportamento oposto, a quantidade de
moléculas expressas subiu apds transfeccdo com 10 pg de RNA tumoral total transfectado
por 24h.

CD80 tem um numero de moléculas maior na superficie dos mondcitos transfectados
com 10 pg de RNA tumoral total por 24h. A quantidade de moléculas de CD86 e CD83
diminui com o tempo de transfec¢do. Entretanto, a quantidade de moléculas de CD86 é
maior nas células transfectadas com 10 pug de RNA tumoral total por 12h e 24h em relagdo
ao controle de células ndo transfectadas nesses tempos.

A expressdo do antigeno Her-2/neu tem seu maximo apds 24h de transfec¢do dos
mondcitos com 10 pg de RNA tumoral total. Nesse ponto, a quantidade de moléculas
expressas € maior que o controle de células ndo transfectadas por 24h, e também que as

células transfectadas por 12h com a mesma dose de RNA.
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Média do MFI das moléculas de superficie HLA-DR, HLA-A,B,C, CD14, CD206, C80, CD86, CD83 e Her-
2/neu em mondcitos ndo transfectados ou transfectados, 10° células, com 10 pg de RNA tumoral
total por 12h, 24h e 48h. Dados de 5 experimentos independentes para cada tempo de transfec¢ao.
As barras mostram o desvio padrdo. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana,
era feita analise de variancias (ANOVA) com o pds-teste de Tukey.* p<0,05; ** p<0,01 e ***

p<0,001.
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A maior expressdo de moléculas apresentadoras e co-estimuladoras nas células que
foram transfectadas por 24h indicou que possivelmente essa seria a melhor célula
estimuladora de linfocitos, e entdo passamos a co-cultivar os mondcitos, ndo transfectados e

transfectados, com linfdcitos autdlogos.

4.7 Potencial linfo-estimulador de mondcitos transfectados com RNA isolado (com kit) das

células SK-BR-3

A fim de confirmar os resultados anteriormente mostrados, mondcitos transfectados
nas diferentes concentragcdes de RNA e nos diferentes tempos foram usados como células
estimuladoras para linfécitos autélogos em co-cultura. Apesar do aumento no nivel de
expressao de HLA-DR, CD80 e CD86 nos mondcitos apds 24h de transfecgdo, ndo foi induzida
proliferacdo linfocitdria durante os 5 dias de co-cultura, quando as células estimuladoras
eram os mondcitos transfectados com as diferentes doses de RNA tumoral total extraido
com o kit. Quando usamos PHA para estimular os linfécitos, entretanto, conseguimos uma
grande porcentagem de células proliferativas. Esse mesmo resultado se repetiu em 5
experimentos independentes para cada um dos tempos usado na transfeccdo dos
mondcitos. Como representativo de todos os experimentos realizados, a figura 18 mostra
um ensaio de proliferacdo de 5 dias, onde os linfocitos foram estimulados por mondcitos

transfectados por 24h com as diferentes doses de RNA usadas.



Resultados 68

n°de células

YOO -+ 100 100 100

Controle Controle
Negativo Positivo (PHA) w SemRNA

100
o0 " | L]

- T \ || . 60
£ | & |

L

0,5ug 1ug Sug 10ug

80 4 L | 80 "0 f
| &0 b i |
&0 4 = ¥ = “ " L
| 5 3 s |
a0 4 n * 0 |

) E B 2
w w* 10 Ly 10 10 1 ] 10 1w
FLE-MC CFSE FLI-H- CFSE FLI-H- CFSE FL1-H- CFSE

% ol
W
LT

Figura 18.
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Potencial linfo-estimulador de mondcitos transfectados com RNA tumoral total em co-cultura por 5
dias com linfdcitos autdlogos. Foram usados 10" mondcitos n3o transfectados ou transfectados por
24h com 0,5 pg, 1 pg, 5 ug e 10 pug de RNA total de SK-BR-3, para 10’ linfécitos autdlogos. No
controle negativo foram mantidos linfécitos sem estimulo. Como controle positivo foi estimulada
proliferacdo linfocitdria com o mitégeno PHA. Como controle de proliferacdo espontanea usou-se
mondécitos ndo transfectados em co-cultura com linfocitos autdélogos. Foram adquiridos 10000
eventos totais e analisados os linfécitos viaveis no gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC)
caracteristicos de linfécitos. O histograma vazio representa o controle negativo de linfécitos que
ndo receberam estimulos e o histograma cheio (em cinza) representa a populagdo de linfécitos
experimental. Representativo de 5 experimentos independentes.

A figura 19 mostra a porcentagem de células que proliferaram sob os diferentes

estimulos em 5 experimentos independentes. Pode-se observar que ndo houve proliferacao.

Ja 60% dos linfécitos que receberam a estimulacao de PHA proliferaram.
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Figura 19. Média da porcentagem de proliferagdo linfocitaria. Os linfécitos, 10° células, foram estimulados por
5 dias em co-cultura com PHA, e com 10" células de mondcitos nio-transfectados ou transfectados
com 0,5 pg, 1 pug, 5 ug e 10 pug de RNA tumoral total por 12h, 24h e 48h. Foram adquiridos 10000
eventos totais e analisados os linfécitos viaveis no gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC)
caracteristicos de linfécitos. Dados de 5 experimentos independentes. Quando as amostras estavam
dentro da distribuicdo Gaussiana, era feita analise de variancias (ANOVA) com o pds-teste de Tukey.

%% p<0,001.
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4.8 Citocinas liberadas

Os sobrenadantes da co-cultura dos mondcitos nao transfectados ou transfectados
com linfécitos autdlogos foram analisados por ELISA acrescentando-se nessa andlise as
citocinas TNF-a e IL-2. Assim foram analisadas as citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10,
representando padrdes descritos de resposta.

De maneira geral, a quantidade de citocinas liberadas durante os 5 dias de co-cultura
foi baixa quando era analisada a co-cultura onde as células estimuladoras eram mondcitos
ndo transfectados, e essa quantidade de citocinas detectadas caia quando as células
estimuladoras usadas eram mondcitos transfectados com RNA tumoral total.

Na co-cultura onde as células estimuladoras eram os mondcitos transfectados por
12h era possivel detectar a produgdo de todas as citocinas no sobrenadante das co-culturas
onde as células estimuladoras eram os mondcitos ndo transfectados, com tendéncia a queda
quando eram os mondcitos transfectados com 0,5 pg de RNA tumoral total. Entretanto,
guando essas células eram transfectadas a partir de 1 ug de RNA tumoral total, a producdo
das citocinas caiu a niveis abaixo do limite de detec¢do da curva (Fig. 20).

As citocinas liberadas durante a co-cultua onde as células estimuladoras eram os
mondcitos transfectados por 24h com RNA tumoral total é mostrado na figura 21. Ndo foi
possivel detectar a citocina IL-4, ela ficou abaixo do limite de detecg¢ao da curva em todos os
experimentos realizados. As citocinas TNF-a e IFN-y tiveram sua maior deteccdo nos
sobrenadantes das co-culturas onde as células estimuladoras eram os mondcitos nado
transfectados, com tendéncia de queda ao minimo de deteccdo da curva quando os
mondcitos eram transfectados com as diferentes doses de RNA tumoral total. A citocina IL-2
foi detectada nos sobrenadantes onde mondcitos ndao transfectados foram usados como
células estimuladoras, com tendéncia a queda abaixo do limite de detecgao da curva quando
as células estimuladoras eram os mondcitos transfectados com 0,5 e 1 pug de RNA tumoral
total, voltando aos niveis do controle quando as células estimuladoras eram os mondcitos
transfectados com 5 e 10 pug de RNA tumoral total. A citocina IL-10 foi detectada em
pequena quantidade na co-cultura onde os mondcitos sem transfectar eram as células
estimuladoras, e a quantidade de citocina expressa caiu onde as células estimuladoras eram
os mondcitos transfectados por 24h com 0,5 pug de RNA tumoral total. Com o aumento da

dose de RNA transfectado nos mondcitos a quantidade de citocina detectada voltou a subir,
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sendo que houve aumento na quantidade de citocina da dose de 0,5 para 1 pug de RNA
transfectado, da dose de 1 para 5 pg, e também da dose de 5 para 10 pug de RNA
transfectado, sendo que na dose de 10 ug de RNA transfectado a quantidade de citocina
detectada no sobrenadante da co-cultura foi maior que a detectada no controle.

Com a transfeccdo de 48h dos mondcitos com RNA tumoral total, a deteccdo da
maioria das citocinas no sobrenadante das co-culturas ficou abaixo do limite de deteccdo da
curva do kit, como mostrado na figura 22. A quantidade de TNF-a detectado foi baixa e nao
houve variacdo quanto aos diferentes grupos analisados. IFN-y s6 foi detectado no
sobrenadante da co-cultura onde os mondcitos transfectados por 48h com 1 pg de RNA
tumoral total eram as células estimuladoras, e IL-4 sé foi detectada nas co-culturas onde os
mondcitos tinham sido mantidos em co-cultura sem transfecgao.

IL-2 foi detectada em quase todos os grupos analisados, tendo uma quantidade
razoavel de citocina detectada onde os mondcitos nao tinham sido transfectados ou tinham
sido transfectados com 0,5 e 10 pg de RNA, e com uma produgdao mdaxima na co-cultura onde
os mondacitos haviam sido transfectados por 48h com 5 pg de RNA tumoral total, mas nao foi
detectada onde os mondcitos haviam sido transfectados com 1 pug de RNA.

IL-10 teve uma pequena deteccdo no sobrenadante das co-culturas onde os
mondcitos ndo foram transfectados ou foram transfectados com 0,5 ug de RNA tumoral

total, com as outras doses de RNA transfectado, a deteccao ficou abaixo do limite da curva.



Resultados 72

TNF-o; IFN-y
100~ . 50
* 40-
|
TEI 754 S
® 2 30
8 50 S
3 8 20
£
£
254 10
1 % i
[ 1 mmm | . 0 [ T
semRNA 0,5ug  1ug 5ug  10ug semRNA 05ug  1ug 5ug  10ug
IL-2 IL-4
400~ . * 30-
*
= 300 =
E ?E»zo-
: 2| T
E € 10 T
100+
sem RNA 0,5ug 1ug 5ug 10ug sem RNA 0,5ug 1ug 5ug 10ug
IL-10
*k
100~ *
*
| .
g™ T
(o]
o
8 501 —‘V
T
‘@
£
25
o 1
N

sem RNA 0,5ug 1ug 5ug 10ug

Figura 20. Média da producdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 durante 5 dias de co-cultura entre os
mondcitos, 10* células, ndo transfectados e transfectados por 12horas com as doses de 0,5 pg, 1 ug,
5 ug e 10 pg de RNA tumoral total e linfdcitos, 10° células. A linha pontilhada representa o minimo
de detecgdo da curva padrao do kit. Dados de 5 experimentos independentes. As barras mostram o

desvio padrdo. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, era feita analise de
variancias (ANOVA) com o pods-teste de Tukey. * p<0,05 e ** p<0,01.
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Figura 21. Média da producdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 durante 5 dias de co-cultura entre os
mondcitos, 10* células, ndo transfectados e transfectados por 24horas com as doses de 0,5 pg, 1 ug,
5 ug e 10 ug de RNA tumoral total e linfdcitos, 10° células. A linha pontilhada representa o minimo
de detecgdo da curva padrao do kit. Dados de 5 experimentos independentes. As barras mostram o
desvio padrdo. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, era feita andlise de
variancias (ANOVA) com o pds-teste de Tukey. * p<0,05 e ** p<0,01.
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Figura 22. Média da producdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 durante 5 dias de co-cultura entre os
monacitos, 10* células, ndo transfectados e transfectados por 48horas com as doses de 0,5 ug, 1 ug,
5 ug e 10 pg de RNA tumoral total e linfdcitos, 10° células. A linha pontilhada representa o minimo
de detec¢do da curva padrdo do kit, com excecdo da citocina IL-2, onde a linha representa o maximo
de detecc¢do da curva padrao. Dados de 5 experimentos independentes. As barras mostram o desvio
padrdo. Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, era feita analise de
variancias (ANOVA) com o pods-teste de Tukey. * p<0,05 e ** p<0,01.
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Para buscar um padrdo de resposta e considerando que as diferencas
estatisticamente significativas estavam entre o controle e a maior dose usada na transfec¢ao
dos mondcitos, 10 ug RNA tumoral total, foi comparada a liberacdo das citocinas entre esses
grupos nos trés diferentes tempos usados para transfecgao dos mondcitos em uma figura a
parte (Fig. 23).

Pode-se notar dentre os grupos controle que a citocina TNF-a teve uma tendéncia a
aumentar a quantidade de citocina produzida de 12h para 24h, mas caiu em 48h e atingiu o
minimo de deteccdo da curva. IFN-y manteve uma quantidade de citocina detectada
constante de 12h para 24h, mas caiu em 48h abaixo do minimo de deteccdo da curva. IL-2 e
IL-4 seguiram o mesmo comportamento, uma queda na quantidade de citocina detectada de
12h para 24h, mas aumentou em 48h e atingiu a quantidade detectada em 12h. Ja a citocina
IL-10 sé foi detectada no controle de 12h, com queda da producdo dessa citocina ao minimo
da curva de detec¢do com 24 e 48h.

Dentre os grupos transfectados com 10 pg de RNA tumoral total, o padrdo de
producdo das citocinas foi diferente do controle. As citocinas TNF-a e IL-2 tiveram uma
tendéncia ao aumento da quantidade de sua producdo proporcional ao aumento do tempo
de transfeccdo. IFN-y s6 foi detectado em 24h, nos outros dois tempos sua producgdo ficou
abaixo do limite de detecgdo da curva, e as citocinas IL-4 e IL-10 ficaram abaixo do limite de

deteccdo da curva.
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Figura 23. Média da producgdo das citocinas TNF-a, IFN-y, IL-2, IL-4 e IL-10 durante 5 dias de co-cultura entre os
mondcitos, 10° células, ndo transfectados e transfectados por 48horas com 10 pug de RNA tumoral
total e linfécitos, 10° células. A linha pontilhada representa o minimo de detecgdo da curva padrao
do kit, com excegdo da citocina IL-2, onde as linhas representam o minimo e o maximo de detecgdo
da curva padrdo. Dados de 5 experimentos independentes. As barras mostram o desvio padrao.
Quando as amostras estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, era feita analise de varidncias
(ANOVA) com o pos-teste de Tukey. * p<0,05 e *** p<0,001.
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4.9 Analise fenotipica da linhagem de adenocarcinoma mamario humano SK-BR-3

Na analise dos mondcitos transfectados, pode-se notar no grupo de 24h um aumento
estatisticamente significativo na expressdo do antigeno, entretanto, mesmo com este
aumento ndo houve a intensidade de fluorescéncia a nivel compardvel com os outros
marcadores analisados. Como essa molécula é um antigeno superexpresso em SK-BR-3,
analisou-se sua expressao nessas células. Como complemento a essa analise, verificou-se a
presenca das moléculas HLA-DR, HLA-A,B,C, CD14, CD206, CD80, CD86 e CD83 na superficie
dessas células tumorais.

As células SK-BR-3 ndo eram positivas para os marcadores CD14, HLA-A,B,C, CD80,
CD86, CD206, como esperado. Houve uma pequena porcentagem de células para as
moléculas HLA-DR, e metade das células foi positiva para a expressdao da molécula CD83, o
gue ndo foi surpreendente pois ja havia sido descrito pelo grupo. Entretanto, essas células

ndo foram positivas para o antigeno Her-2/neu (Fig. 24).
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Figura 24. Média da porcentagem de células positivas para os dos marcadores de superficie HLA-DR, HLA-A,B,C,
CD14, CD206, CD80, CD86, CD83 e Her-2neu nas células SKBR-3. Foram adquiridos 10000 eventos
totais e analisadas as células vidveis no gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) de SK-BR-3.
Dados de 4 experimentos independentes. As barras mostram o desvio padrdo. Quando as amostras
estavam dentro da distribuicdo Gaussiana, era feita analise de variancias (ANOVA) com o pos-teste
de Tukey. ** p <0,01 e *** p<0,001.

A porcentagem de células positivas para cada marcador também se reflete na

intensidade de expressdo desses marcadores na superficie das células SK-BR-3 (Fig. 25).
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Figura 25. Histogramas representativos da expressdao das moléculas de superficie HLA-DR, HLA-A,B,C, CD14,
CD206, CD80, CD86, CD83 e Her-2/neu na superficie de SK-BR-3. O histograma vazio representa o
controle de células ndo-marcadas e o histograma cheio (em cinza) a populagdo marcada com os
anticorpos especificos. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisadas as células vidveis no
gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) de SK-BR-3. Dado representativo de 4 experimentos

independentes.

Para mostrar a

intensidade de fluorescéncia analisada nos 4 experimentos

independentes, foi feita a média do MFI, que confirmou a baixa expressdo das moléculas

HLA-DR e CD83, com MFI de pouco menos de 10 e pouco mais de 40, respectivamente (Fig.

26).
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Figura 26. Média do MFI das moléculas HLA-DR, HLA-A,B,C, CD14, CD206, CD80, CD86, CD83 e Her-2/neu na
superficie das células SK-BR-3. Foram adquiridos 10000 eventos totais e analisadas as células vidveis
no gate de tamanho (FSC) e granulosidade (SSC) de SK-BR-3. Dados de 4 experimentos
independentes. As barras mostram o desvio padrdo. Quando as amostras estavam dentro da

distribuicdo Gaussiana, era feita analise de variancias (ANOVA) com o pds-teste de Tukey. ** p <0,01
e *** p<0,001.
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4.10 Imunohistoquimica

Para verificar a expressdo do antigeno Her-2/neu nas células tumorais SK-BR-3,
essas células foram submetidas a imunohistoquimica. Foi confirmada a auséncia de
expressdo desse marcador na linhagem tumoral usada como célula estimuladora e também

para extracao de RNA total dos experimentos acima (Fig. 27).

Figura 27. Imunohistoquimica para deteccdo de Her-2/neu nas amostras das células SK-BR-3.

Uma nova amostra da linhagem tumoral SK-BR-3 foi também submetida a
imunohistoquimica. Nessa nova linhagem foi confirmada a superexpressao do antigeno Her-
2/neu (Fig. 28). Essas células passaram a ser usadas para extra¢cdo do RNA total e um novo

teste de linfoproliferagao foi feito.
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Figura 28. Imunohistoquimica para deteccdo de Her-2/neu na nova amostra das células SK-BR-3.

4.11 Potencial linfo-estimulador de mondcitos transfectados com RNA isolado (com kit)

das células SK-BR-3 (Her-2/neu positiva)

Para verificar se 0 método de extragdo do RNA total também podia interferir na
mudanga do fendtipo de mondcitos foram usados os 2 métodos ja descritos de extragao de
RNA total, o Trizol e o kit. Pode ser verificado na figura 29 que o padrdao de migracdao por
eletroforese em gel de agarose das trés amostras sdo iguais, apesar de terem sido isoladas

de maneira diferentes, e também ndo ha presenca de qualquer contaminante nas amostras.
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Figura 29. Perfil de migracdo por eletroforese em gel de agarose das amostras de RNA total, comparando dois
métodos diferentes de isolar o RNA total de SK-BR-3. No pogo 1 é mostrado o produto da extragdo
com kit de RNA total de SK-BR-3, no pogo 2 é mostrado o produto da extragdo com Trizol de RNA
total de SK-BR-3, e no pogo 3 é mostrado o produto da extragdo com Trizol de PBMC. As trés bandas
mostradas representam as bandas 28S e 18S do RNA ribossomal e a banda de parada de migragdo do
material.

O RNA tumoral total extraido das células SK-BR-3, confirmadamente Her-2/neu
positivas, foi usado para transfecgdo nos mondcitos e um novo teste de proliferagao foi
realizado. Como ndo foi possivel fazer a separacdo dos linfocitos T, foram usadas as células
ndo-aderentes totais, que podiam conter as seguintes células: linfécitos T e B, e células NK.

Como mostrado na figura 30, os linfocitos mantidos sem estimulo ndo proliferaram,
como esperado, ja as células que receberam o estimulo do mitdgeno PHA tiveram 72% de
proliferagdo. O controle de proliferagao espontanea, onde os mondcitos sem transfectar
foram co-cultivados com linfocitos autdlogos, apresentou uma pequena porcentagem de
proliferagdo de 12%. Os mondcitos que foram transfectados com 10 pug de RNA total de
PBMC autdloga também induziram uma proliferacdo intermediaria de 28% das células.
Quando os mondcitos foram transfectados com 10 pug de RNA tumoral total que foi induzida
a maior porcentagem de proliferacdo, independente do método de extracdo do RNA, essas
células induziram quase 40% de proliferagdo. Quando foi usada a propria célula SK-BR-3,
como estimuladora, houve uma resposta proliferativa também intermedidria de 25%, indice

semelhante ao induzido por monécitos transfectados com RNA autdlogo.
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Figura 30. Potencial linfo-estimulador de mondcitos transfectados com RNA tumoral total, extraido com
diferentes técnicas, em co-cultura por 5 dias com linfécitos autdlogos. Foram usados 10" mondcitos
ndo transfectados ou transfectados por 24h com 10 pg de RNA total de SK-BR-3 e 10 ug de RNA
total de PBMC autdloga, e 10" células SK-BR-3 (Her-2/neu positivas) como estimuladoras para 10°
linfécitos autdlogos. No controle negativo foram mantidos linfécitos sem estimulo. Como controle
positivo foi induzida proliferacdo linfocitdria com o mitégeno PHA. Como controle de proliferacao
espontanea usou-se mondcitos nao transfectados em co-cultura com linfécitos autélogos. Foram
adquiridos 10000 eventos totais e analisados os linfécitos vidveis no gate de tamanho (FSC) e
granulosidade (SSC) caracteristicos de linfocitos. O histograma vazio representa o controle negativo
de linfdcitos que ndo receberam estimulos e o histograma cheio (em cinza) representa a populagao
de linfécitos experimental. A porcentagem representa a quantidade de células proliferativas. Dado
de 1 experimento.
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4.12 Transcrigao reversa e amplificagao do mRNA de SK-BR-3

A amplificagdo de todo o mRNA contido nas células tumorais gera a possibilidade de
se ter material antigénico replicavel dessas células. O RNA tumoral total foi extraido a partir
de um pequeno nimero de células iniciais (5x10°) SK-BR-3 (Her-2/neu negativas). Para
obtencdo do cDNA foi usado um primer oligodT modificado que se anelava na cauda poliA
do mRNA e uma enzima transcriptase reversa que, com os reagentes adicionais, fez a sintese
da primeira fita de cDNA tendo como molde o mRNA. Assim, foi feita a transcricdo reversa
de todo o mRNA contido dentro da amostra de RNA total. Apds o término da primeira fita,
foi adicionado um segundo primer que anelava numa repeticdo de nucleotideos
acrescentado na primeira fita pela enzima, sendo que esse primer continha a sequéncia do
sitio promotor de T7, que gerou ao final um cDNA dupla fita (Fig. 31A). Esse cDNA dupla fita
foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%. O perfil de migracdo do cDNA revelou
trés bandas bem determinadas: 700 pb, 1000 pb, e outra maior, que n3ao pode ser
determinada pelo marcador molecular de tamanho, mas aparenta ter cerca de 1500 pb (Fig.

32A).

‘ Estratégia de Transcricdo Reversa do mRNA B Estratégia de Amplificacdo do cDNA ‘

RNA tumoral total

ccc TTTTT
T7GGG

AAAAA
OligodT modificado ‘

GGG AAAAA
T7CCC

ccc TTTTT
primer T7 GGG

CCC TTTTT
T7GGG

Figura 31. Esquema da estratégia usada para amplificagdo do mRNA tumoral extraido das células SK-BR-3. (A)
Estratégia usada para transcricdo reversa do mRNA contido na amostra de RNA tumoral total. (B)
Estratégia usada para amplificacdo do cDNA, conseguido com a transcricdo reversa do mRNA
contido no RNA tumoral total.
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Este cDNA dupla fita foi amplificado por PCR com ajuda de dois primers, um se
anelava a porg¢do modificada inserida com o oligodT e o outro ao sitio do promotor T7, que
com ajuda dos reagentes adicionais da técnica, gerou todo o material de mMRNA do momento
da extracdo (Fig. 31B). Com o término da PCR, seu produto foi submetido a eletroforese em
gel de agarose para verificagao de integridade e tamanho. A amplificagdo do cDNA gerou
uma banda bem marcante por volta de 900 pb, mas ha material de 200 a 1000 pb que pode
ser visto como uma sombra de material no gel (Fig. 32B). Ndo eram esperadas bandas bem
definidas porque a quantidade de material expresso em cada tamanho ndo é suficiente para
sua formacdo. Como controle usou-se a amplificacdo de B-actina, um gene constitutivo,
sempre expresso por fazer parte da estrutura celular. A amplificacdo do controle confirmou
a integridade do cDNA, tendo-se um fragmento de B-actina de cerca de 200 pb (Fig. 32B).
Apds a amplificagdo, o produto da PCR foi purificado e manteve o mesmo perfil de
eletroforese em gel de agarose, mostrando que a sombra de material € DNA dupla fita, e
com a maior quantidade de material utilizada podem ser visualizadas mais duas bandas
definidas, uma em torno de 650 pb e outra um pouco acima de 300 pb (Fig. 32C). Como

marcador molecular de tamanho (MM ) foi usado o 100 bp DNA ladder (Promega).



Resultados 85

(B) (C)
MM  B-act PCR MM PCR

Figura 32. Perfil de migracdo por eletroforese em gel de agarose dos produtos de transcri¢do reversa e PCR. (A)
Reacdo de transcrigdo reversa (RT) do mRNA de SK-BR-3. (B) PCR para amplificagdo do controle e de
todo o produto de mRNA da RT: MM, PCR de fragmento de 200 pb de B-actina, PCR para
amplificagdo do cDNA de mRNA tumoral. (C) Produto de PCR purificado. MM é o 100 bp DNA ladder
(Promega). N=5.

4.13 Transcri¢ao in vitro do mRNA de SK-BR-3

Partindo da PCR purificada procedeu-se a transcri¢do in vitro do produto de PCR para
gerar o mRNA tumoral. Assim podemos gerar uma grande quantidade de material para ser
usado na transfeccdo, o que era impossivel de conseguir numa extracado direta das células, a
nao ser que tivéssemos uma enorme quantidade disponivel das células.

Com o uso da enzima T7 RNA polimerase, e os reagentes adicionais, foi feita a
transcrigdo in vitro do material amplificado. Foi usado o cap 5’ na porgao inicial do mRNA,
para que esse fosse funcional e pudesse ser traduzido em proteina quando no citosol celular

(Fig. 33).
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Estratégia de Transcricdo in vitro do mRNA

GGG ALDAN —
T7CCC
cap5’

cap 5’ AAAAA

Figura 33. Esquema da estratégia usada para transcri¢do in vitro do material amplificado por PCR.

Como pode ser observado na figura 34, o material transcrito com cap sé pode ser
visto como uma sombra no gel, enquanto o material sem cap apresenta uma banda
consistente de RNA, mas também apresenta a sombra semelhante ao material com cap.
Parte do produto da transcricdo foi submetida a tratamento com DNase | para que fossem
degradados restos de DNA ndo transcritos. O material que foi tratado com DNase | teve o
mesmo perfil de migracdo, mostrando ser uma amostra pura de mRNA transcrito in vitro. O
marcador molecular usado é de DNA e, portanto, ndo pode ser usado para comparar o

tamanho das bandas.
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+DNase

com 52m

com sem
cap cap MM 2 C3p cap

Figura 34. Perfil de migracdo por eletroforese em gel de agarose dos produtos de transcri¢cdao in vitro. O
material foi transcrito com ou sem 5’cap. Parte do produto de transcri¢cdo foi tratado com DNase | e

manteve o perfil de migracdo no gel. MM é o 100 bp DNA ladder (Promega). Dado representativo
de 2 experimentos independentes.
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5 DISCUSSAO

O objetivo do projeto foi desenvolver um método de avaliacdo da resposta imune
celular contra antigenos tumorais através da transfeccdo de células da linhagem
mononuclear com RNA tumoral, e paralelamente, padronizar a técnica de amplificagao do
mMRNA contido nas células tumorais através de técnicas de biologia molecular. O trabalho
indicou ser possivel a criagdo do método pretendido, mas ndo ha resultados suficientes para
concluir que o método funcione para tal avaliag3do.

A amplificacdo do mRNA contido no RNA total extraido da linhagem SK-BR-3 (Her-
2/neu negativa) foi feita a partir da transcri¢do reversa de todo o mRNA que era expresso no
momento da extracdo do RNA total. E a amplificacdo do produto da RT através de primers
especificos gerou materiais de varios tamanhos. H4d uma banda bem definida de material,
que pode conter tanto um gene muito expresso, quanto diversos genes do mesmo tamanho,
e também uma pequena quantidade de DNA de tamanhos diversos, isso gerou uma sombra
no gel semelhante a degradacao de material, mas apds a purificacdo do produto de PCR esse
material continuou tendo o mesmo perfil de migracao em gel de agarose, o que demonstrou
a integridade do material.

A transcricdo in vitro desse DNA amplificado ainda precisa ser aprimorada. Embora se
tenha conseguido fazer sua transcricdo in vitro sem o cap 5’, é necessario que se faca essa
transcricdo com o cap 5'. Parte essencial para que o mRNA transcrito in vitro seja funcional,
e possa ser traduzido em proteina, sem o cap 5 a maquinaria de tradugdao da célula
transfectada nada pode fazer com esse RNA (Kowalska, 2008). O cap 5 compete com o GTP
na ligagdo inicial da fita, assim sendo, basta um ajuste da concentragdao do cap e dos
nucleotideos colocados na reagdo para que se faga um transcrito de mRNA com cap
(Schenborn e Stecha, 2007).

Os primeiros resultados de avaliacdo da capacidade estimuladora dos mondcitos
transfectados foram animadores, com proliferagao linfocitaria dependente da dose do RNA e
do tempo usado na transfec¢dao dos mondcitos, e sem resposta proliferativa quando as
células estimuladoras eram as células SK-BR-3. Isso mostrou que a célula transfectada
passava a apresentar antigenos em contexto de MHC, com capacidade de estimular os
linfdocitos, e as células da linhagem tumoral por si s6 ndo eram capazes de fazer essa

apresentacdo, até mesmo como um mecanismo de evasio da resposta imune.
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As doses de RNA tumoral total usadas na transfec¢do foram de 0,1 ug, 0,5 ug, 1 ug e
10 g, nos tempos de transfeccdo de 12h, 24h e 48h. Nesses ensaios, a dose de 10 pg se
mostrou a melhor indutora de resposta linfo-estimuladora. Na literatura, a quantidade de
RNA usado na transfeccdo varia bastante, varios trabalhos usam RNA total e RNA
mensageiro na transfec¢ao de DCs em quantidades préximas a 10 pg, mas essa quantidade
pode variar de 1 a 50 pg. E interessante notar que todas as quantidades relatadas, quando
transfectadas nas DCs apresentaram sucesso na indugdo de respostas linfo-estimuladoras,
analisadas por citotoxicidade especifica a linhagem da qual foi isolado o RNA (Griinebach,
2003; Gao, 2007; Ueno, 2004; Bonehill, 2004; Nair, 2002; Boczkowski, 2000; Van den Bosch
2005; Kavanagh, 2006; Boczkowski, 1996). Assim, como nos ensaios que foram feitos nesse
projeto, uma pequena dose de RNA total transfectada ja era suficiente para gerar um efeito
linfo-estimulador nos mondcitos, mas o aumento na dose transfectada potencializava o
efeito.

Nos ensaios desse projeto, um maior tempo de transfeccdo também gerou uma
maior capacidade linfo-estimuladora da célula transfectada. Dados da literatura mostram
que a expressao 6tima de proteinas conhecidas apods transfecgdo estao dentro de uma janela
de tempo entre 12 e 48horas, tempo que foi escolhido para nossas transfec¢des. Gao (2007)
mostrou que a transfeccdo de DCs com RNA total extraido de células da linhagem tumoral K-
562 atingia o maximo de expressado intracelular de uma proteina especifica da leucemia, 8
horas apds a transfecgcdo, mas apos 40 horas ainda era possivel detectar a proteina
intracelularmente. Entretanto, o RNA total usado para transfeccdo era degradado dentro das
primeiras 24horas de transfeccdo. Outros trabalhos onde ha transfeccdo de RNA em DCs
mostram uma otima expressao do antigeno transfectado em superficie apds 24horas de
transfeccdo, sendo essa expressdo mantida até 48horas, decaindo gradualmente, mas sendo
ainda detectada fracamente no quinto dia (Ueno, 2004; Bonehill, 2004).

A producdo de IFN-y foi detectada durante essa co-cultura, mas ndo IL-4 e IL-10, o
que sugeriu uma ativagao de resposta linfocitaria. Assim como a proliferagdo, a produgao de
IFN-y também foi dependente da dose e do tempo de transfecgdo. Essa produgdo de IFN-y
também é confirmada por dados da literatura, que mostram DCs transfectadas com
antigenos tumorais induzindo secregdo de IFN-y por linfécitos durante a co-cultura (Bonehill,

2004; Ueno, 2004; Kang, 2006).
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Entretanto, quando outra técnica foi usada no isolamento de RNA total, essa
linfoproliferacdo foi perdida. Passou-se a usar um kit de colunas para isolamento do RNA
total por sua maior agilidade na extragao e garantia de pureza do material. As células que
eram transfectadas com o RNA total extraido de SK-BR-3 com o kit, foram incapazes de
induzir uma resposta linfo-estimuladora, independentemente da dose (0,5 pg, 1 ug, 5 ug e
10 pg) e do tempo (12h, 24h e 48h) usados na transfeccao.

A produgdo de citocinas durante essas co-culturas também foi diferente. A
transfeccdao com RNA tumoral total, de maneira geral, fez cair a produgdo de quase todas as
citocinas analisadas (IFN-y, TNF-a, IL-2, IL-4 e IL-10) quando comparado ao controle, que
mostrou uma producao de todas as citocinas em pequena quantidade. A Unica citocina
detectada foi IL-10 nos transfectados com 10 pg por 24h, indicando a ativacao de resposta
regulatdria, visto que IL-10 é uma das citocinas ja bem descritas por representar o padrao
regulatorio (Askenasy, 2008).

Como tivemos diferencas na indugdao de linfoproliferagdo por mondcitos
transfectados com RNA tumoral total extraidos com duas técnicas diferentes, fizemos a
andlise do fendtipo desses mondcitos transfectados para ver se havia alguma diferenca
entre eles. Na avaliagdo dos mondcitos transfectados com RNA tumoral total extraido com
Trizol ndo pareceu haver qualquer diferenca entre os mondcitos nao-transfectados ou
transfectados na expressdao das moléculas HLA-DR, CD14, CD80 e CD86. Fato corroborado
por dados da literatura, onde DCs imaturas transfectadas com antigenos tumorais, além de
ndao modificar seu processo de maturagdo, também nado tiveram alteragdes no nivel de
expressao dos marcadores caracteristicos de DCs imaturas e maduras (Bonehill, 2004). A
transfec¢gao das DCs apds a maturagao também ndo alterou o padrao de expressao das
moléculas de superficie nessas células, independendo do tamanho dos antigenos tumorais
(Kang, 2006).

Ja quando os mondcitos foram transfectados com RNA tumoral total extraido com kit
foi possivel avaliar que apesar do percentual de células positivas para os marcadores
analisados (HLA-DR, HLA-A,B,C, CD14, CD206, CD80, CD86 e CD83) ndo mudar, o nivel de
expressao desses marcadores na superficie celular mudava, e foi vista maior expressdo de
HLA-DR, CD80 e CD86, quando os mondcitos eram transfectados com 10 ug de RNA tumoral
total por 24h. O aumento na expressdo da molécula constitutiva CD86 e a expressdo da

molécula CD80 sugeriu uma ativagao das células transfectadas com RNA tumoral total. Isso
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porque a expressao de CD86 é aumentada e CD80 tem uma expressdo transiente e rdpida
nas células apresentadoras de antigeno ativadas (Greenwald, 2005). Assim como a maior
expressao de HLA-DR sugere uma maior capacidade apresentadora, é paradoxal que nao
houvesse proliferacdo linfocitaria induzida pelos mondcitos transfectados com RNA tumotal
total extraido com o kit.

O efeito do RNA na ativacdo da célula poderia ser devido a receptores do tipo toll
(TLR — sigla do inglés toll like receptor), especificamente o TLR8, presente nas vesiculas
endossOmicas de mondcitos e macrofagos, capaz de reconhecer RNA simples fita e cuja
ativacdo leva a célula a responder com padrdo de resposta antiviral e produgdo de IFN tipo |
(Liu, 2005). Apesar de ndo sabermos como se dd a entrada do RNA na célula, se ela
acontecer por endocitose, pode ativar uma resposta via TLR fazendo com que seja induzida
uma resposta proliferativa a partir dos mondcitos transfectados com RNA autdlogo de
PBMC.

Varios trabalhos mostram que as proteinas antigénicas transfectadas em forma de
RNA tumoral total passam a ser expressas na superficie de células transfectadas. Entdo, caso
a entrada do RNA seja por endocitose, seria possivel a esse RNA sair da vesicula endocitica
por via semelhante ao cross-priming de antigenos existente nas DCs. No cross-priming, os
antigenos, geralmente de pequeno tamanho, processados no endossomo/lisossomo de
maneira ainda desconhecida ganham o citosol e passam a ser expressos via MHC | (Lin,
2008). Assim, esse RNA pode sair da vesicula endocitica para ganhar o citoplasma da célula,
e la estando, ter seu material traduzido. Sendo que essa proteina pode ser expressa em
superficie, ou ficar no citoplasma e ser processada em proteassomo, participando da
apresentagao via MHC I

Apesar dos mondcitos transfectados por 24h com 10 pug de RNA tumoral total terem
um fendtipo de célula ativada, por maior expressao das moléculas HLA-DR e CD86, assim
como, por expressao da molécula CD80, esse efeito ndo dura muito. A janela de tempo onde
elas mantém esses altos niveis de moléculas expressas ficou entre 24h e 48h, ja que as
células transfectadas com a mesmo dose de RNA por 48h ndo apresentaram esse perfil.
Assim, apesar de ser possivel que a melhor célula linfo-estimuladora fossem os mondcitos
transfectados por 24h, durante o ensaio de proliferagao de 5 dias essa capacidade ja teria se
perdido, visto que o fendtipo de célula ativada se perdeu numa janela de tempo entre 24h e

48h. Entretanto, se essa mudanga do fendtipo fizesse com que os mondcitos transfectados



Discussao 92

nao fossem suficientes para estimulagao linfocitaria, ndao teriamos visto a linfoproliferagao
nos primeiros experimentos, e nos diferentes tempos usados para transfec¢do. Ou, talvez
mais possivelmente, ndo seja necessdria uma expressao tao alta dessas moléculas para
estimular a proliferacdo linfocitaria.

Os dados sugerem também que durante uma janela de tempo de 24h onde os
monacitos ndo recebem nenhum estimulo forte de diferenciacdo e/ou ativacdo, somente o
RNA tumoral total, elas podem se diferenciar em macréfagos ou DCs. Isso porque de 12h
para 24h de cultura os niveis de CD14 caem, enquanto os de CD206 e HLA-DR aumentam,
tendendo a um perfil de DC por baixa expressdao de CD14 (Zhang, 2006). Entretanto, com
48h, o nivel de expressao de CD14 volta a subir, o de CD206 se mantém e o de HLA-DR cai,
tendendo a um perfil de macroéfago, por presenca de CD14 e CD206 juntos (Zhang, 2007).

A presenga de um pequeno numero de células expressando CD206 era esperada, ja
gue esse é um marcador de macrofagos, apesar de terem sido usados mondcitos nos
ensaios. Os mondcitos sao células circulantes no sangue, que se diferenciarem rapidamente
guando saem para os tecidos, e apesar de ndo terem recebido nenhum estimulo para
diferenciagdo na cultura, a aderéncia ao plastico na separagao dessas células ja serviria como
um sinal de ativagao. Ja era esperado, portanto, que conforme passasse o tempo de cultura,
e com o aumento do tempo de transfeccdo, houvesse um aumento no numero de células
que se diferenciam para macréfago.

Nas células mononucleares usadas para transfeccdo ndo eram esperados niveis tao
altos da molécula CD83, que é uma molécula conhecida como marcador de ativagdo em DCs.
Essa alta expressdo de CD83 indicou que as células colhidas por aférese ficavam com um
perfil de células ativadas. Entretanto, o modo pelo qual o sangue é colhido no doador
interfere nessa expressao. Ja foi observado no nosso laboratério que o sangue colhido por
vendclise ndo apresentava a expressdo de CD83, a ndo ser que as DCs, apds sua
diferenciacdo a partir de mondcitos, fossem ativadas (dados ndo publicados).

Outra molécula analisada nos mondcitos transfectados com RNA total de SK-BR-3 foi
o Her-2/neu, que foi escolhido como marcador de transfec¢do. Essa molécula foi descrita
como um antigeno superexpresso, estando presente em cerca de 30% dos adenocarcinomas
mamarios, e também em outros adenocarcinomas (Stojadinovic, 2007). Além disso, sua

expressao ja havia sido mostrada por western blot em Li (2004), e nosso grupo também ja
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havia conseguido detectar sua expressao por imunohistoquimica em DCs transfectadas com
RNA total de SK-BR-3.

O Her-2/neu é um receptor humano de fator de crescimento epidérmico, sendo
assim um antigeno proprio. Entretanto, ele foi escolhido como antigeno por estar
superexpresso na linhagem usada, e quando transfectado em forma de RNA ele poderia ser
expresso na membrana ou passar a ser apresentado em contexto de HLA. Seu uso neste
projeto foi baseado na possibilidade de, sendo ele um antigeno presente em qualquer
pessoa, haver na circulagdo dos doadores de PBMC, linfocitos especificos contra ele, mesmo
que sob regulagdo. Assim, sua apresentagao por mondcitos e em maior concentragao do que
as fisiologicamente encontradas, poderia desencadear uma resposta mensuravel. Ao
contrario, neo-antigenos tumorais nunca apresentados a linfécitos de doadores saudaveis
ndo gerariam resposta por falta de clones especificos para tal.

Houve um pequeno aumento na expressao do Her-2/neu, com diferenca significativa,
entre o controle e o transfectado com 10 pug de RNA tumoral total por 24h, sugerindo que a
transfeccdo passiva foi eficiente.

A maior dose usada no trabalho, 10 ug de RNA tumoral total foi a Unica que gerou
resultados significativos com ativacdo das células transfectadas e maior expressdo do
antigeno avaliado. Assim, foi possivel inferir que as baixas doses de RNA total usadas ndo
levavam ao aumento de detecgdo do antigeno conhecido possivelmente pela pequena
guantidade de RNA especifico para o antigeno contido na amostra, visto que a maior parte
desse RNA total é composta por RNA ribossomal.

Apesar do aumento na expressdo do Her-2/neu, foi visto um nivel muito baixo de
expressdo do mesmo nos mondcitos transfectados, e como esse antigeno é descrito por
estar superexpresso, resolvemos avaliar sua expressao na linhagem tumoral usada para
extragdao do RNA total. Assim, poderiamos comparar os niveis de expressao na linhagem e
nas células transfectadas.

A expressdo do Her-2/neu nas células SK-BR-3 usadas ndo foi detectada por
citometria de fluxo. Essas células também foram encaminhadas para imunohistoquimica, e
obteve-se resultado negativo para expressdao de Her-2/neu, confirmando os dados de
citometria. As outras moléculas analisadas por citometria de fluxo, e que ndo estavam sendo

expressas, como esperado, foram CD14, CD206, HLA-A,B,C, CD80 e CD86.
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Foi confirmada a expressdao de CD83, que ja havia sido descrita nessa linhagem em
trabalho do nosso grupo (Baleeiro, 2008a). Num outro trabalho também de nosso grupo,
ficou demonstrado que a molécula CD83 quando liberada por células tumorais, apresentava
possivel propriedade imunossupressora, visto que, quando havia o bloqueio do CD83 soluvel
com o uso de anticorpos, essa caracteristica imunossupressora do sobrenadante de cultura
de células tumorais era perdida (Baleeiro, 2008b).

A presenga de HLA-DR nessa linhagem, entretanto, nao era esperada. Visto que um
dos mecanismos de escape tumoral é justamente a perda de expressdo dessas moléculas
apresentadoras de antigenos. Assim, diante desses dados e frente aos nossos resultados,
podemos inferir que, como proprio resultado de alteragdes proporcionadas por manipulagao
in vitro, e também a instabilidade genémica propria de células tumorais, a linhagem SK-BR-3
usada perdeu a expressdo do antigeno Her-2/neu e comecou a expressar HLA-DR.

A expressdo do antigeno Her-2/neu pode ter sido perdida durante a transicdo de um
método de extragdao para outro, o que explicaria a falta de proliferagao linfocitaria induzida
pelos mondcitos transfectados com RNA extraido com Kkit.

Porém, outro fator pode ser associado a incapacidade estimuladora dos mondcitos
transfectados com o RNA tumoral total extraido com o kit. Além da perda de expressdo do
antigeno Her-2/neu, as amostras de RNA total extraidas com Trizol, usadas nos primeiros
experimentos, que quando transfectadas em mondcitos induziram a proliferacado linfocitaria,
apresentavam um padrdo de migracdo diferente por eletroforese em gel de agarose, havia 2
bandas diferentes do RNA total que podiam ser uma contaminagao da amostra com DNA ou
proteinas. Assim, poderia haver uma resposta proliferativa ao mondcito estimulado com
esses possiveis contaminantes. Isso poderia ser um dos motivos na diferenc¢a de indugao de
proliferacdo entre os dois métodos.

Ha, ainda, mais um fator a ser associado a falta de proliferacdo induzida onde as
células estimuladoras eram os mondcitos transfectados com RNA tumoral total extraido com
o kit. Foi discutido acima que a linhagem usada produz uma forma soltuvel de CD83. Esse
CD83 soluvel é fruto de splicing alternativo do mRNA da molécula completa de CD83, com
propriedades imunossupressoras sobre os linfocitos T, enquanto o CD83 transmembanico é
associado a ativacdo das células apresentadoras e também dos linfécitos T (Dudziak, 2005).

Assim, quando extraimos o RNA total dessa linhagem, estaria contido dentre esse

RNA total, essa forma de splicing alternativo do CD83 soluvel. Visto que a molécula CD83,
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dentre as analisadas, foi a mais expressa, possivelmente havia uma grande quantidade de
MRNA para CD83 soluvel. Quando esse RNA total foi transfectado nos mondcitos, eles
passariam a secretar o CD83 soluvel, o que geraria a supressdao da resposta linfocitaria
demonstrado pela falta de proliferacdo, e falta de secre¢do de citocinas, com excecdo de
uma pequena quantidade de IL-10, nos sobrenadantes de co-cultura. Assim, poderiamos
inferir que essa transfeccdo gerou uma resposta regulatdéria ou até mesmo anergia nesses
linfdcitos.

Como a falta de proliferacio nos experimentos onde os mondcitos foram
transfectados com RNA total extraido de SK-BR-3 (Her-2/neu negativas) com kit, poderia ser
atribuido ao CD83 soluvel possivelmente expresso pelos mondcitos, faltava descobrir se o
efeito de linfoproliferacdo visto primeiramente, era devido aos antigenos tumorais contidos
na amostra de RNA total ou a contaminagdao da amostra de RNA tumoral total.

O ensaio de proliferagcdo usando como células estimuladoras os mondcitos
transfectados com RNA tumoral total foi refeito. Foi usada uma linhagem SK-BR-3
comprovadamente positiva para o antigeno Her-2/neu, e a extracdo do RNA total foi feita
pelos dois métodos anteriormente usados: Trizol e kit. O perfil de migragao por eletroforese
em gel de agarose foi igual para ambas as amostras, que apresentavam somente as 3 bandas
esperadas de RNA total, e confirmou a auséncia de contaminantes na amostra.

Esse RNA tumoral total foi transfectado em mondcitos, assim como RNA extraido de
PBMC autdloga, na dose de 10 ug de RNA total por 24h de trasfeccdo. Os mondcitos assim
transfectados induziram linfoproliferagao, tanto os mondcitos transfectados com RNA
tumoral total quanto os mondcitos transfectados com RNA total de PBMC autdloga, apesar
da resposta mais discreta com os mondcitos transfectados com RNA de PBMC autdloga. Esse
dado sugere que somente a transfeccdo com RNA induz uma capacidade estimuladora, mas
a presenca de antigenos na amostra de RNA potencializa essa capacidade. Entdo, deve haver
um efeito sinérgico entre o RNA em si, e os antigenos contidos nesse RNA na mudanca de
fendtipo dos mondcitos, que passam a serem indutores de proliferagdo de células autélogas.

Pode-se ressaltar ao término desse projeto, que o RNA é um adjuvante na
estimulacdo da resposta linfocitaria, sua presenca por si sé causa um efeito linfo-estimulador
nas células transfectadas, resposta que é melhorada na presenca de antigenos, como foi
visto com o Her-2/neu. Entretanto, deve-se ter um conhecimento prévio do tumor do qual

sera extraido esse RNA, ja que nele também estdo contidos os fatores imunossupressores.
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6 CONCLUSAO

Os resultados obtidos indicaram ser possivel a criacdo do método de avaliar indugao
de imunidade especifica as células neoplasicas pela transfec¢ao de mondcitos com RNA
tumoral total. Especificamente:

e A transfeccdo do RNA tumoral total nos mondcitos fez com que essas células
transfectadas apresentassem um perfil de células ativadas, com maior expressao de
CD86 e HLA-DR, e também com a expressdao de CD80.

e A transfecgao passiva, por 24h, dos mondcitos com 10 pug de RNA tumoral total
causou um aumento significativo na expressdo do antigeno tumoral Her-2/neu.

e A transfec¢do de mondcitos com RNA tumoral total induziu proliferagdo linfocitaria.
Entretanto, quando as células usadas para extracdo do RNA total foram as SK-BR-3-
Her-2/neu negativas com propriedades imunossupressoras, essa linfoproliferagdo foi
perdida, e tendeu-se a uma aparente anergia dos linfocitos.

e A transfec¢gdo dos mondcitos com RNA total de SK-BR-3 (Her-2/neu positivas) induziu
proliferacdo linfocitaria, recuperando o efeito visto primeiramente.

Em conclusao, as pesquisas que estdo sendo feitas para desenvolvimento de vacinas
usando o RNA como fonte de antigenos tumorais devem ser cautelosas, para ndo se ter o

efeito contrario ao esperado, que é a ativagao da resposta imune.
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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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