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- BALT: Tecido linféide associado aos bronquios

- BCG: Bacilo Calmette-Guérin

- CD: Célula dendritica
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- cDNA: DNA Complementar

- CFSE: Carboxifluoresceina diacetato succinimidil éster

- CpG: Dinucleotideo citosina-guanina
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- DC-SIGN: Dendritic Cell-Specific ICAM-3 Grabbing Non-integrin

- DNA: Acido desoxirribonucléico
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- ELISA: Enzyme-linked immunosorbent assay - ensaio imunoenzimatico de
adsorgao
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- i.v: Intravenoso
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- LPS: Lipopolissacarideo

- manLAM: Lipoarabinomanana manosilada

- MDR: Multi-droga resistente

- MHC: Complexo de histocompatibilidade principal

- mMRNA: RNA mensageiro

- Mtb: Mycobacterium tuberculosis

- MyD88: Myeloid differentiation primary response gene 88
- NK: Células naturalmente citotoxicas
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- pcDNA3: DNA plasmideal utilizado como vetor
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Resumo

ROCHA, C. D. Avaliagdo de uma nova metodologia vacinal baseada no uso de
RNA mensageiro na tuberculose experimental. Tese (Doutorado) - Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Com o intuito de avaliar uma nova metodologia vacinal baseada no uso do
RNA mensageiro na tuberculose (TB) experimental esse projeto se propds a
investigar a imunogenicidade, a protecdo e o efeito terapéutico gerado pela
imunizagdo de camundongos com linfécitos B (LBs), células dendriticas (CDs) ou
macrofagos (M¢s) transfectados com mRNA-Hps65 ou pulsados com a proteina
recombinante Hsp65 de Mycobacterium leprae. A avaliagdo da integridade do
MRNA-Hsp65 e da ocorréncia de tradugado da proteina em células transfectadas
foram confirmadas por RT-PCR e WB e nos permitiu comprovar a ocorréncia do
processo de tradugao e concluir que este se trata de um evento rapido e de curta
duracao nas células transfectadas. A analise fenotipica das APCs submetidas aos
diferentes estimulos: células nao tratadas, estimuladas por contato com mRNA-
Hsp65, eletroporadas com mMRNA-Hsp65, somente eletroporadas (mock), ou
pulsadas com proteina recombinante Hsp65; revela que de forma geral os M¢s e
CDs quando estimulados apresentaram maior expressdo de moléculas co-
estimuladoras quando comparados aos LBs submetidos as mesmas condi¢des, além
de sugerirem fortemente que tanto o mMRNA-Hsp65 quanto a proteina apresentam
propriedades imuno-estimuladoras. Os ensaios de imunogenicidade mostraram que
a capacidade proliferativa de células recuperadas dos animais vacinados e re-
estimuladas in vitro com Hsp65 foi significativamente maior do que a observada nos
animais imunizados com salina, nos grupos: LBs eletroporados com mRNA-Hsp65,
CDs eletroporadas com mRNA-Hsp65. Notamos que nos grupos imunizados com
APCs ocorreu proliferagao celular mesmo na auséncia do re-estimulo in vitro com a
proteina Hsp65. Acreditamos que isso possa ter ocorrido em virtude da capacidade
das APCs de induzirem uma ativacao de células T especificas contra proteinas do
Soro Bovino Fetal (SBF). Ou seja, quando em cultura as APCs capturaram proteinas
do meio apresentando-as em contexto de MHC e ativando, in vivo, linfécitos T
especificos contra proteinas do soro. Quando houve re-estimulo in vitro as proteinas
do soro agiram como antigenos e “mascararam” a ativagao de linfocitos T especificos
contra a Hsp65. Na dosagem de citocinas vimos que células provenientes do bago
de animais imunizados com CDs mock ou CDs eletroporadas com mRNA-Hsp65
foram capazes de induzir um perfil misto de resposta com produgcao de IFN-y mas
também de IL-5 e IL-10. Por outro lado, as células recuperadas de LBs e M¢
eletroporados com mRNA-Hsp65 apenas produziram citocinas de perfil Th2. Nesses
resultados de dosagem de citocinas de células re-estimuladas in vitro também né&o
pode ser descartado o efeito induzido pelo SBF. A dosagem de anticorpos revelou
que nenhuma das imunizagdes com APCs transfectadas com mRNA-Hsp65 foi
capaz de induzir uma resposta humoral especifica. A avaliagdo da capacidade
profilatica e terapéutica da transferéncia de uma ou duas doses das diferentes
formulagdes de APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 ou pulsadas com a proteina
Hsp65 nao revelou alteragdes significativas nos niveis de citocinas no pulmao, nao
foi capaz de reduzir a carga bacilar no pulmdo dos animais infectados e nao



preservou o tecido pulmonar. Quando optamos pela administracédo de 2 doses de
M¢s ou CDs pulsadas com mRNA-Hsp65 ou com a proteina Hsp65 administradas
por via subcutdanea também n&o obtivemos reducdo do numero de bactérias no
pulmao. A partir desses dados concluimos que esse novo modelo vacinal baseado
no uso de mMRNA ou da proteina Hsp65 carreadas por APCs é incapaz de gerar
efeito profilatico e/ou terapéutico na tuberculose experimental.

Palavras-chave: APCs, mRNA-Hsp65, vacinacao, Tuberculose
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Abstract

ROCHA, C.D. Evaluation of a new vaccine approach using messenger RNA in
experimental tuberculosis. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2009.

Here we investigated a new RNA-based vaccine approach during experimental
tuberculosis. Both prophylactic and therapeutic effects induced by APCs pulsed with
Hsp65 protein or transfected with Hsp65SmRNA of Mycobacterium leprae were
evaluated in mice infected with Mycobacterium tuberculosis. Initially we checked the
integrity of the Hsp65 mRNA and protein translation by RT-PCR and WB,
respectively, and conclude that protein expression is an extremely short event in
transfected cells. The phenotypic analysis of APCs subjected to different stimuli:
transfected by passive pulsing with Hsp65 mRNA, only electroporated, electroporated
with Hsp65 mRNA or pulsed with Hsp65 protein - revealed that DCs and M¢s
submitted to these treatments showed an up regulation of co-stimulatory molecules,
suggesting that both the Hsp65 mRNA and Hsp65 protein present immunostimulatory
properties. The immunogenicity assays assessed to evaluate immune response in
immunized mice revealed that cells recovered from mice vaccinated with
Hsp65mRNA-transfected LBs and Hsp65mRNA-transfected DCs proliferated
vigorously in vitro. We noted that this proliferation occurred even in the absence of re-
stimulation in vitro with Hsp65 protein. We hypothesized that the exposure of APCs to
foreign proteins contained in FBS during their generation in vitro, combined with the
fact that the T cell proliferation assay was conducted in the presence of FCS, might
explain this phenomenon by APC not re-stimulated with Hsp65 antigen in vitro. The
antibody detection in serum of immunized mice revealed that none experimental
approach with transfected APCs with Hsp65 mRNA was able to induce a specific
humoral response. Cytokine measurements showed that spleen cells recovered from
animals immunized with mock CDs or Hsp65SmRNA-transfected DCs were able to
induce a mixed Th1/Th2 response with production of IFN- y but also IL-5 and IL-10.
On the other hand, cells recovered from mice immunized with Hsp65mRNA-
transfected LBs and Hsp65mRNA-transfected M¢s only induced Th2 profile. The
evaluation of the prophylactic and therapeutic ability of the different formulations of
APCs electroporated with mRNA with Hsp65 or pulsed with Hsp65 protein showed no
significant changes in the lung cytokines levels, was not able to reduce the bacillary
load and could not preserved lung parenchyma in infected animals. Changes in the
number of doses, routes of administration as well as alteration in the method of
transfection were unable to induce improvement in vaccine formulations. We
conclude that this new vaccine approach using Hsp65 mRNA or protein carried by
APCs are unable to generate prophylactic effect and/or therapeutic in experimental
tuberculosis.

Keywords: APCs, Hsp65mRNA, vaccination, Tuberculosis
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1 - INTRODUCAO

1.1 - Tuberculose e Vacinas de DNA

Atualmente estima-se que um tergo da populagdo mundial esteja infectado
com Mycobacterium tuberculosis, resultando em aproximadamente trés milhdes de
mortes por ano, o que representa uma das maiores causas de mortalidade no mundo
(Skeiky and Sadoff 2006). Noventa por cento das pessoas infectadas desenvolvem
uma forma latente e assintomatica e uma pequena parcela (cerca de 10%) pode
apresentar reativagao da infeccdo em algum momento da vida. Por outro lado, 5 a
10% das pessoas infectadas desenvolvem a doenga progressiva (Flynn and Chan
2005). Além disso, a tuberculose (TB) € a principal causa de morte em pacientes HIV
positivos. Apesar de haver tratamento efetivo contra a TB, este € bastante longo,
cerca de 6 meses pelo menos, 0 que leva a altos indices de abandono e favorece o
surgimento de cepas multi-droga resistentes (MDR) e também cepas extremamente
resistentes (XDR) (Chan and Iseman 2008). Até o presente momento, a unica vacina
utilizada contra a TB € o BCG - Bacillus Calmette-Guérin - uma vacina baseada na
imunizagdo com Mycobacterium bovis vivo atenuado, introduzida para uso em
humanos em 1921. Embora a vacinagcdo com BCG confira protegdo contra a forma
disseminada da doenga em recém-nascidos e criangas, estudos realizados em
diferentes populagdes tém demonstrado que esta vacina nao proporciona uma
protecao consistente contra a tuberculose pulmonar adulta (protegéo variavel de 0%
a 80%) (Fine and Vynnycky 1998). A causa dessa variagéo na eficacia do BCG ainda
nao foi completamente elucidada, entretanto algumas hipéteses tém sido levantadas

como: pré-exposi¢cao a micobactérias ambientais, diferengas entre as varias cepas



de BCG, modificagdes fenotipicas durante o processo de atenuacgado, perda de
antigenos imunogénicos, incapacidade de estimular eficientemente a resposta de
linfocitos T CD4 e CD8, variagdes nas doses e rotas de administracdo e também o
préprio processo de liofilizagdo da vacina (Fine 1998; Brewer, Heymann et al. 2001).

A baixa eficacia do BCG tem levado a inumeras pesquisas para o
desenvolvimento de uma nova vacina. Existem basicamente duas estratégias de
vacinagao contra a TB: aquela que é administrada antes da exposigao (profilatica) e
a que é administrada depois da exposicdo (terapéutica). Entre essas novas
estratégias vacinais encontram-se: Mycobacterium tuberculosis atenuado, BCG
recombinante, vacinas de subunidade, vacinas utilizando vetores virais nao
replicativos e vacinas de DNA (Haile and Kallenius 2005; Skeiky and Sadoff 2006;
Gupta, Katoch et al. 2007; Reece and Kaufmann 2008).

Progressos tém sido observados com vacinas de DNA plasmideal como
sistema de carreamento de antigenos de M. tuberculosis, dentre os quais se
destacam as proteinas secretadas como ESAT-6 e Ag85 (Kamath, Feng et al. 1999;
Tanghe, D'Souza et al. 2001; Minion, Menon et al. 2003; Pan, Cai et al. 2003; Cai,
Tian et al. 2004) e a proteina de choque térmico de 65KDa (Hsp65) (Bonato, Lima et
al. 1998; Wang, Bai et al. 2008; Changhong, Hai et al. 2009). A grande vantagem da
utilizacdo de vacinas baseadas em DNA plasmideal, contendo genes de proteinas
imunogénicas, € que estas fornecem as informagdes genéticas necessarias para que
0 proprio organismo sintetize o antigeno, sem os efeitos indesejaveis da introdugéo
de um agente infeccioso (Smith, Goldenthal et al. 1997). As vacinas plasmidiais
apresentam ainda como vantagens: (i) s&o aparentemente capazes de induzir tanto a
resposta imune celular (linfécitos CD4 e CD8) como a humoral se utilizadas

corretamente, isto €, com a dose, frequéncia e via de administragdo apropriadas; (ii)
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do ponto de vista pratico, elas oferecem a possibilidade de combinar antigenos de
um mesmo ou de diferentes patégenos ou mesmo a co-administragdo com
imunomoduladores; (iii) carregam em si a fungao adjuvante mediada pelos motivos
CpG do DNA; e (iv) sdo de facil produgdo, armazenamento e apresentam uma boa
estabilidade (Shedlock and Weiner 2000).

Estudos desenvolvidos no Nucleo de Pesquisa em Tuberculose da FMRP-
USP tém confirmado que a vacinagdo com DNA plasmideal é efetiva, ou seja,
resultados experimentais demonstraram que a vacinagdo com DNA plasmideal
pcDNA3 codificando a proteina Hsp65 de Mycobacterium leprae (pcDNA3-Hsp65) é
capaz de proteger camundongos Balb/c contra subsequente desafio com a linhagem
virulenta H37Rv de M. tuberculosis (Lowrie, Tascon et al. 1994; Tascon, Colston et
al. 1996). Esta protecao foi atribuida principalmente a presenca de linfécitos T CD8
antigeno-especificos com atividade citotoxica, produtores de IFN-y, com alta
expressédo de CD44 (um marcador fenotipico de memaoria) e um perfil caracteristico
de resposta imune do tipo Th1 (Bonato, Lima et al. 1998; Silva and Lowrie 2000).
Além disso, estudos adicionais utilizando camundongos infectados com M.
tuberculosis e posteriormente tratados com a vacina pcDNA3-Hsp65, demonstraram
um declinio significativo no numero de bactérias no pulmdo e no bago, com
predominio de uma resposta imune de padrao Th1. Desta forma, a vacinagao com
pcDNA3-Hsp65 também se mostrou efetiva quando utilizada como terapia contra a
TB (Lowrie, Tascon et al. 1999).

Apesar do sucesso das vacinas de DNA em modelos experimentais utilizando
roedores, esta estratégia de vacinagao nao parece ser tao eficiente quando aplicada
em primatas e também em humanos, possivelmente devido a quantidade elevada de

DNA necessaria para gerar protecdo (1mg/dose) (Ulmer 2001). Nesse sentido,
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estudos sobre o trafego intracelular do DNA plasmideal desenvolvidos no Nucleo de
Pesquisa em Tuberculose da FMRP-USP demonstram as dificuldades enfrentadas
pelo DNA procariético dentro da célula eucaridtica (captura, trafego endossomo /
lisossomo - nucleo), justificando assim a necessidade de altas doses, que em
humanos podem chegar a miligramas (Trombone, Silva et al. 2007). Mesmo
utilizando-se sistemas de liberagao, tais como microesferas de PLGA [Poli (D,L-
latico-co-glicdlico)] com o intuito de proteger o DNA da degradagao de nucleases e,
consequentemente, diminuir a dose administrada, a liberacdo do DNA plasmideal
para o citosol e a eficiéncia deste em atingir o nucleo continuam sendo um obstaculo

para este tipo de vacinagao (Lima, Santos et al. 2003).

1.2 - Vacinas de DNA, Respostaimune e APCs

Até o momento, pouco se conhece sobre os mecanismos que envolvem o
caminho percorrido pelo DNA plasmideal até a geragdo de uma resposta imune
protetora. Muitas barreiras devem ser transpostas para que haja uma completa
eficiéncia da transferéncia do gene para célula hospedeira, entre as quais se podem
citar a membrana endossOmica e o envelope nuclear. Do mesmo modo, os eventos
que envolvem a apresentagdo do antigeno para sub-populagdes de linfécitos T
também ndo estio totalmente elucidados. Outro aspecto pouco conhecido, mas nao
menos importante, envolve a biodistribuicio do DNA plasmideal e as células
envolvidas na captura desse DNA in vivo. O entendimento desses mecanismos
podera otimizar o uso das vacinas de DNA e favorecer o desenvolvimento de novos
vetores e/ou estratégias em vacinagdo e terapia génicas. Estudos realizados no

Nucleo de Pesquisa em Tuberculose usando a vacina de DNA contra a tuberculose



como modelo revelam que a imunizagao com 100 ug do pcDNA3-Hsp65, injetados
por via intramuscular, levam a uma ampla distribuicdo tecidual do plasmideo,
podendo este ser recuperado de varios tecidos como, por exemplo, baco, linfonodo,
figado, pulmdo, medula Ossea, rim, timo e musculos. Baseados no padrdo de
metilagdo, os dados mostram que o plasmideo n&o se replica in vivo. Além disso, a
expressao da Hsp65 é transiente, estando presente em quase todos os tecidos
analisados até o sétimo dia apds a injecédo, passando a ser detectada apenas no
musculo e figado no décimo quinto dia apos a injegao e ndo sendo mais detectada a
partir de um més (Coelho-Castelo, Trombone et al. 2006; Trombone, Silva et al.
2007). Outros resultados mostram também que, apos a imunizagéo intramuscular, o
pcDNA3-Hsp65 pode ser detectado em células CD11b+, CD11c+ (células
dendriticas) e linfocitos B, tanto do linfonodo como da medula éssea. Esse fato
sugere que células B possam participar da indugéo da resposta imune, no modelo de
vacinas de DNA (Coelho-Castelo, Santos Junior et al. 2003).

Alguns autores propdem que a indugdo da resposta imune pelas vacinas de
DNA possa ter inicio apos a transfecgdo de uma célula somatica, ndo apresentadora
de antigeno profissional, enquanto outros autores tém demonstrado a importancia de
células dendriticas da medula 6ssea na indugdo dessa resposta (Gurunathan,
Klinman et al. 2000). Embora a importancia das células apresentadoras de antigenos
(APCs) - como as células dendriticas, os linfocitos B e os macréfagos - fique clara na
maioria dos modelos testados, ndo existe um consenso sobre a necessidade dessas
células serem diretamente transfectadas ou capturarem o antigeno sintetizado em
outras células, para dar inicio a resposta imune (Torres, lwasaki et al. 1997; Akbari,
Panjwani et al. 1999; Abdulhagq and Weiner 2008). Apds a captura do DNA

plasmideal por uma APC, o antigeno produzido endogenamente entra na rota de
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degradagcdo enddégena, sendo apresentado na superficie celular no contexto de
moléculas de MHC de classe |, levando a ativagao de linfécitos CD8 especificos. Por
outro lado, parte dos antigenos produzidos endogenamente, quando secretados e/ou
liberados da célula apds a morte celular, poderia ativar tanto células CD4 quanto
CD8, nesse ultimo caso através do cross-priming (Shedlock and Weiner 2000;
Abdulhaqq and Weiner 2008). Os linfécitos B também podem capturar antigenos
liberados levando a producéo de anticorpos especificos (Gurunathan, Klinman et al.
2000). No entanto, a apresentagado antigénica apds a injecdo de DNA plasmideal
parece ser mais complexa do que o habitual. Askew et al. (Askew, Chu et al. 2000)
demonstraram que os motivos de CpG, além de induzir a maturacdo de células
dendriticas, foram capazes de induzir um aumento transiente na apresentacao de
alguns peptideos por moléculas de MHC de classe Il. Tal efeito sugere que a prépria
molécula de DNA possa interferir com a apresentagado antigénica durante a indugao
da resposta imune. O entendimento dos mecanismos envolvidos no processamento
antigénico em vacinas de DNA pode favorecer o desenvolvimento de vetores e de
estratégias que visem o aumento do processamento e da apresentagao antigénica.

A observacao feita por estudos realizados no Nucleo de Pesquisa em
Tuberculose, de que, apds a imunizagao intramuscular, o DNA plasmideal pode ser
capturado in vivo por linfocitos B da medula 6ssea e do linfonodo drenante (Coelho-
Castelo, Santos Junior et al. 2003), abrem novas perspectivas no entendimento da
participacao de diferentes tipos celulares na ativacdo da resposta imune mediada por
vacinas de DNA. Células B podem agir como APCs, além de produzirem citocinas
que modulem a resposta de linfécitos T CD4 e CD8, contribuindo para a geracao de

memoria.



O papel de células B na modulagdo da resposta de células T tem sido
estudado em diferentes modelos experimentais e parece diferir de acordo com o
estimulo antigénico e com o agente infeccioso. Linfécitos B podem capturar,
processar e apresentar antigenos soluveis podendo participar (Liu, Wu et al. 1995;
Constant 1999; Linton, Harbertson et al. 2000) ou ndo (Ronchese and Hausmann
1993; Topham, Tripp et al. 1996; van Essen, Dullforce et al. 2000) da indugdo da
resposta de linfécitos CD4.

A participacdo de linfocitos B como APC foi demonstrada em diferentes
sistemas experimentais (Pierce, Morris et al. 1988). Também ja se demonstrou a
participacdo das células B como apresentadoras de antigeno aumentando a
proliferacdo e a expanséao de linfécitos T CD4 (Kleindienst and Brocker 2005). Além
disso, células B CD40 ativadas quando transfectadas com um vetor viral induzem
linfécitos T citotoxicos antigeno-especificos (Kondo, Topp et al. 2002) e células B
ativadas por ligante de CD40 sdo capazes de ativar células T virgens e induzir
producdo de linfocitos T de memdria (von Bergwelt-Baildon, Vonderheide et al.
2002), reafirmando a importancia dessas células na apresentagdo antigénica em
modelos vacinais. No entanto, a participacdo de células B na inducido da resposta
imune em vacinas génicas é muito pouco explorada. A importancia do linfocito B tem
sido ressaltada no modelo de imunizagao intra-esplénica, usando-se vetores que
apresentam promotores de imunoglobulinas que visam a expressédo seletiva do
antigeno em linfocitos B (Langlade-Demoyen, Garcia-Pons et al. 2003). A imunizagao
de animais deficientes de células dendriticas com linfécitos B transgénicos induz a
ativagao de células T e a geragdo de memoaria, mostrando uma eficiente participagao

de células B como APC (Gerloni, Rizzi et al. 2004; Zanetti, Castiglioni et al. 2004).



O papel das células B durante a infeccdo com Mycobacterium tuberculosis
ainda é controverso. Alguns relatos sugerem que as células B apresentem pouca
contribuicdo no controle ou exacerbacido da fase cronica da infecgao experimental.
(Vordermeier, Venkataprasad et al. 1996; Johnson, Cooper et al. 1997). Por outro
lado, Bosio et al mostraram que animais deficientes de células B apresentam um
atraso na disseminacgao e na formagao de lesdes granulomatosas (Bosio, Gardner et
al. 2000). A descrigao mais recente da formacéao de foliculos ectépicos com presenca
de linfécitos B (LBs) apresentando marcadores de centro germinativo (CG) aliada a
evidencias de agdo moduladora na formagao do granuloma e de melhora da resposta
imune local na infeccdo por M. tuberculosis apontam para um papel mais evidente
dos LBs na TB (Maglione, Xu et al. 2007; Maglione and Chan 2009). Além disso,
estudo realizado por nosso grupo utilizando animais deficientes de células B
(Previato et al - manuscrito em elaboragdo), mostra a importancia destas como
apresentadoras de antigenos e na protecdo contra a TB experimental utilizando
como modelo a vacina DNA-Hsp65.

As células dendriticas (CDs) sdo consideradas como as principais células
envolvidas na ativagao de linfécitos T virgens e, consequentemente, na indugéo de
uma resposta imune celular mediada por células. Isso em parte é decorrente de duas
de suas principais propriedades que sao a eficiéncia de endocitose e de
apresentacao antigénica, sendo capazes de capturar e apresentar antigenos mesmo
quando em concentragdes extremamente baixas (Watts and Amigorena 2000). A
captura de antigeno é particularmente eficiente em células dendriticas devido ao
nivel elevado de macropinocitose que essas células apresentam, podendo capturar
uma area correspondente ao seu préprio volume em uma hora (Sallusto, Cella et al.

1995; Norbury, Chambers et al. 1997).



A capacidade de apresentagcdo de antigenos em CDs é modificada durante
seu processo de desenvolvimento. Enquanto células imaturas apresentam uma alta
capacidade endocitica, e ineficiéncia do ponto de vista de apresentagao antigénica,
as células maduras praticamente ndo realizam endocitose, mas sido excelentes
apresentadoras de antigeno. Assim, a eficiéncia na apresentagcéo de antigeno pelas
CDs esta relacionada a sua alta capacidade de capturar antigenos quando imatura,
em sitios periféricos, e a sua alta capacidade de apresentar antigenos em 6rgaos
linféides, quando madura, devido a um aumento de expressdo, em sua superficie, de
moléculas de MHC e moléculas co-estimuladoras durante o processo de maturagao
(Cella, Engering et al. 1997). Estudo realizado mais recentemente revela que CDs
maduras ndo sao capazes de apresentar novos antigenos via MHC-Il e que isso
ocorre principalmente por uma regulagdo negativa da expressao de MHC-II, ao
contrario de uma redugao dos processos de captura e processamento de antigenos
(Young, Wilson et al. 2007).

O fato de as CDs serem APCs profissionais extremamente eficientes e sua
indiscutivel capacidade de ativar de linfécitos T naive as tornam elementos chaves
na inducdo de uma resposta imune protetora em modelos de vacinas de DNA. A
transfecgdo direta de uma CD, a captura de antigenos secretados por células
somaticas transfectadas ou o englobamento de corpos apoptéticos provenientes de
células transfectadas (cross-priming) garantem a apresentacdo de antigenos
codificados pelo DNA plasmideal no contexto de moléculas de MHC de classe | e |l
levando consequentemente a ativagdo de uma resposta tanto CD8 quanto CD4
(Shedlock and Weiner 2000).

A excelente habilidade de apresentar antigenos e ativar linfocitos tem

despertado o interesse pela utilizagdo direta de CDs em modelos vacinais ou
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terapéuticos contra doengas infecciosas (Encke, Findeklee et al. 2005; Yu, Huang et
al. 2006; Remer, Apetrei et al. 2007) e tumores (Kim, Choo et al. 2006; Cho, Kim et
al. 2007). Nesses modelos fica evidente a capacidade de indugdo de uma resposta
celular mediada pela ativagao de células T antigeno-especificas. Diversos trabalhos
evidenciam o sucesso da imunizagdo com CDs na inducdo de uma resposta imune
protetora em ensaios in vivo em camundongos (Aline, Brand et al. 2007; Carrion,
Nieto et al. 2007) e até alguns ensaios clinicos em humanos (Lu, Arraes et al. 2004;
Connolly, Whiteside et al. 2008).

O papel das CDs durante a infecgao por M. tuberculosis tem sido bastante
estudado. A grande maioria dos bacilos entra nas CDs via interagdo DC-SIGN e seu
ligante na micobactéria, o lipoarabinomanam (ManLAM). Ao contrario dos
macrofagos que permitem o crescimento do bacilo, as CDs impedem tal fenébmeno. A
persisténcia da micobactéria no interior das CDs parece estar associada com sua
localizagdo em vacuolos que restringem o acesso as vias de reciclagem e de
biossintese da célula, e, portanto priva o patégeno de nutrientes essenciais para seu
crescimento, mas sem levar a sua eliminagédo (Tailleux, Neyrolles et al. 2003). As
CDs infectadas ndo perdem a capacidade de ativar linfécitos T e podem migrar para
os drgaos linféides secundarios. Esse fenbmeno permite que a infecgdo se espalhe
para os linfonodos locais levando a uma persisténcia do patégeno e uma estimulagéo
cronica do sistema imune (Herrmann and Lagrange 2005).

No caso especifico da infecgdo pelo M. tuberculosis alguns estudos revelam
que o uso de CDs pulsadas com proteinas micobacterianas pode induzir uma
imunidade protetora contra a TB. A imunizagdo de camundongos com CDs pulsadas
com peptideos especificos para CD8 ja se mostrou capaz de reduzir a carga bacilar

no pulmdo de animais infectados (Dow, Roberts et al. 2000; Doi, Yamada et al.
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2007). Em outro modelo Mcshane et al demonstram que para haver protegdo contra
a TB, CDs necessitam ser pulsadas ao mesmo tempo com peptideos tanto para CD4
como para CD8 (McShane, Behboudi et al. 2002). Nesses modelos é evidenciada a
necessidade de ativacado de linfocitos T CD8 para haver protegao. Outro estudo
também demonstra que CDs pulsadas com um complexo de proteinas
micobacterianas levam a redug¢ao da carga bacilar, melhora da patologia do pulméo
e ao aumento na sobrevida dos animais vacinados e infectados com M. tuberculosis
(Rubakova, Petrovskaya et al. 2007).

Os macrofagos (M¢s) assim como as CDs sao APCs derivadas da medula
O0ssea e como estas estado envolvidos com a apresentagdo de antigenos e ativagao
de linfécitos T. Nos modelos de vacina de DNA ja foi demonstrado a capacidade
dessas células em processar e apresentar antigenos e possuir moléculas co-
estimuladoras participando assim na ativagédo de linfocitos T naive e na indugéo de
uma resposta imune protetora (Chattergoon, Robinson et al. 1998). Mais
recentemente, também foi descrita a capacidade de Mg¢s ativarem diretamente
linfécitos T CD8 levando-os a adquirir uma fungao efetora e também gerando células
de memodria (Pozzi, Maciaszek et al. 2005).

Assim como as CDs, M¢s pulsados com proteina sdo capazes de induzir uma
resposta imune protetora em alguns modelos de vacinagdo. Segundo Gustavson et
al a imunizagdo de camundongos com macréfagos pulsados com proteinas
especificas € capaz de controlar a inflamagado granulomatosa na infeccdo por
Schistosoma mansoni (Gustavson, Zouain et al. 2002). Outro estudo demonstra o
efeito antitumoral em animais imunizados com M¢s fusionados com células

cancerosas (Suzuki, Fukuhara et al. 2005).
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O papel dos M¢s na infeccao por M. tuberculosis ja esta bem caracterizado.
Essa APC profissional faz parte da primeira linha de defesa contra a invasao pelas
micobactérias e as engloba em fagossomas. A fusdo do fagossoma com lisossoma
resulta na destruicdo do patdogeno (Nguyen and Pieters 2005). Entretanto, para
escapar desse mecanismo da defesa inata, o M. tuberculosis desenvolveu algumas
estratégias, como por exemplo o impedimento da fusdo do fagossomo com
lisossoma. O M. tuberculosis também leva a uma diminuigdo da expressdo de MHC
de classe Il pelos macréfagos infectados, impede do processamento de antigeno,
reduz a resposta ao IFN-y e diminui a produgdo de citocinas e de intermediarios

reativos do oxigénio e nitrogénio (Hestvik, Hmama et al. 2005).

1.3 - Vacinas de RNA

Apesar do sucesso das vacinas de DNA em varios modelos experimentais de
vacinagdo e terapia, algumas questbes ainda sao levantadas em relagdo a
seguranga do DNA plasmideal, dentre elas, a possibilidade de integragdo com o
genoma do hospedeiro, podendo assim interferir na ativagdo de oncogenes ou na
inativagcdo de genes supressores de tumor (Klinman, Takeno et al. 1997; Liu and
Ulmer 2005; Bodles-Brakhop and Draghia-Akli 2008); ou ainda, com a capacidade
das moléculas de DNA persistirem por longo tempo no nucleo, o que poderia gerar
grandes quantidades da proteina transgénica podendo assim, resultar em tolerancia.
Além disso, ha a preocupacdo de que a vacina de DNA possa levar ao
desenvolvimento de anticorpos anti-DNA (Gilkeson, Pippen et al. 1995) e induzir
doencas auto-imunes como, por exemplo, lupus eritematoso sistémico e artrite

reumatdide. Por outro lado, estudos realizados no Nucleo de Pesquisa em
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Tuberculose FMRP-USP demonstraram que a vacinacdo com DNA-Hsp65 induziu
modulacdo e protecdo em modelo animal de artrite (Santos-Junior, Sartori et al.
2005).

Devido aos possiveis riscos associados a vacinagao com DNA plasmideal
atualmente tem se utilizado, como alternativa, o RNA mensageiro (mMRNA) de
determinado antigeno e, neste caso, esses riscos nao seriam relevantes. Com a
administracdo do mRNA o processo de traducdo realizado pelas células hospedeiras
constitui a primeira etapa, diferente da vacina de DNA, na qual o DNA precisa vencer
a barreira da membrana nuclear para ser primeiramente transcrito e depois traduzido
em proteina no citosol. Isso leva a diminuicdo da dose de mRNA a ser usada,
quando comparada as doses de DNA plasmidiais, o que refletiria diretamente no
aspecto de biosseguranga de vacinas génicas. Outra vantagem das vacinas de
MRNA reside no fato das mesmas ja serem traduzidas no citosol, evitando a entrada
no nucleo celular e diminuindo muito as chances de integragdo ao genoma.

Na vacinagcdo com mRNA, a partir da sintese protéica, os passos seguintes
sd0 0s mesmos ja conhecidos para as vacinas de DNA, ou seja, os antigenos
expressos endogenamente sdo degradados em peptideos pelo proteassoma e, em
seguida, transportados para o reticulo endoplasmatico, onde s&o associados a
moléculas de MHC de classe |. A apresentagdo do complexo (peptideo-MHC de
classe |) na superficie das APCs podera ativar os linfécitos T CD8 (Rock, York et al.
2002). Por outro lado, parte dos antigenos produzidos pelas células hospedeiras é
secretada para o meio exterior das mesmas, sem sofrerem processamento, onde
poderao tanto estimular linfocitos B a produzirem anticorpos especificos, como serem
endocitados por outras APCs e estimularem linfocitos T CD4 (Bryant, Lennon-

Dumenil et al. 2002). Desta forma, a vacinagdo com mRNA, semelhante a de DNA,
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podera estimular linfocitos T citotdxicos, linfocitos B e linfocitos T auxiliares (Pascolo
2004).

A utilizacado do RNA como estratégia terapéutica comegou com a descoberta
de que RNA de dupla fita possuia propriedades imuno-estimuladoras (Absher and
Stinebring 1969). Posteriormente, demonstrou-se que o RNA de dupla fita era capaz
de bloquear o crescimento de tumores transplantados em camundongos (Pimm,
Embleton et al. 1976; Carter, Strayer et al. 1985). Além disso, resultados promissores
foram observados quando o RNA de dupla fita foi administrado intravenosamente em
paciente HIV positivos (Carter, Strayer et al. 1987) ou com céancer (Brodsky, Strayer
et al. 1985). Recentemente, alguns estudos tém demonstrado que o RNA de fita
simples é capaz de estimular o sistema imune via receptores do tipo Toll 7 (Toll-like
receptor - TLR7) em camundongo e TLR8 em humanos (Diebold, Kaisho et al. 2004;
Heil, Hemmi et al. 2004). Paralelamente, estudos adicionais demonstraram o
potencial imuno-estimulador do RNA dupla fita via TLR3 (Alexopoulou, Holt et al.
2001) e PKR -receptor de proteina quinase - (Ceppi, Ruggli et al. 2005).

Diante da possibilidade do RNA de ativar a resposta imune inata via
receptores tipo Toll, além da capacidade de ativacdo de linfocitos T e B, varias
vacinas baseadas em RNA tém sido desenvolvidas. Cerca de cinco métodos de
vacinagao utilizando mRNA ja foram descritos: administracdo direta do mRNA nu
(Wolff, Malone et al. 1990; Hoerr, Obst et al. 2000), mRNA replicativo (Cheng, Hung
et al. 2001; Kofler, Aberle et al. 2004), mRNA encapsulado em lipossomas (Martinon,
Krishnan et al. 1993; Zhou, Hoon et al. 1999), mRNA adsorvido em particulas de
ouro (gene gun) (Qiu, Ziegelhoffer et al. 1996) e transfecg¢ao in vitro de APCs com
MRNA (Boczkowski, Nair et al. 1996; Nair, Boczkowski et al. 2003). O primeiro relato

do uso do mRNA nu in vivo foi de Wolff et al, no qual foi observado a expressao de
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proteinas apds a administracdo intramuscular do mRNA codificando luciferase ou
beta-galactosidase (Wolff, Malone et al. 1990). Estudos posteriores confirmaram que
a administracao direta do mRNA é capaz de induzir resposta imune celular e humoral
especifica (Granstein, Ding et al. 2000; Hoerr, Obst et al. 2000). Além disso, ja foi
demonstrado que a injegao intradérmica do mRNA, é capaz de gerar uma resposta
imune do tipo Th2, e que este padrao de resposta pode ser direcionado para Th1
quando GM-CFS ¢ utilizado como adjuvante (Carralot, Probst et al. 2004).

Entre todas as estratégias citadas acima para vacinagdo com mRNA, a
transferéncia de APCs (geralmente células dendriticas) transfectadas in vitro com
mRNA, tem se destacado, principalmente pela sua eficacia na imunoterapia
antitumoral, e neste caso, por ser a unica testada em humanos - ensaios clinicos de
fase | e Il - (Weide, Garbe et al. 2008). Vacinas antitumorais baseadas em CDs,
originalmente utilizavam proteinas, peptideos ou lisados de células tumorais
(Porgador and Gilboa 1995; Paglia, Chiodoni et al. 1996; Porgador, Snyder et al.
1996). Um estudo demonstrou que CDs pulsadas com mRNA codificando
ovalbumina (OVA) de galinha eram capazes de ativar linfocitos T citotoxicos
especificos para OVA. Além disso, a resposta citotdéxica gerada pelas CDs pulsadas
com mRNA foi mais efetiva do que a resposta produzida por CDs pulsadas com
peptideos da OVA, provavelmente pelo fato de que as células transfectadas com
MRNA serem fontes mais duradouras de antigenos (Nair, Boczkowski et al. 2003).
Cabe ressaltar, que este método tem sido aplicado com sucesso para induzir
imunidade contra diferentes tipos de tumores (Jarnjak-Jankovic, Pettersen et al.
2005; Kyte, Kvalheim et al. 2005; Zhang, Zhang et al. 2006; Ni, Richmond et al.
2008), mas também contra fungos (Bacci, Montagnoli et al. 2002) e virus (Weissman,

Ni et al. 2000; Su, Peluso et al. 2001; Osman, Narita et al. 2003; Yu, Babiuk et al.
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2008). Mais recentemente também se observou a capacidade de células B CD40
ativadas transfectadas com mRNA de induzir respostas de células T contra
antigenos virais e tumorais (Coughlin, Vance et al. 2004; Van den Bosch, Ponsaerts
et al. 2005).

Com o aumento do interesse pelas vacinas baseadas em mRNA, ja que esta
abordagem é considerada segura e eficiente, espera-se que mais ensaios clinicos
em humanos sejam realizados. Entretanto, sabendo-se que estes ensaios requerem
grandes quantidades de mRNA, a producéo poderia ser considerada um obstaculo.
Porém, atualmente este fato ndo €& considerado um empecilho, uma vez que a
producdo dos mMRNAs é considerada relativamente facil, com rendimentos
satisfatérios e facilmente preparado sob condicbes GMP (Good Manufacturing
Practice) (Pascolo 2004).

Tratando-se particularmente da TB, ja foi descrito 0 uso da molécula de mRNA
nua codificando o antigeno MTP83 como estratégia vacinal (Xue, Stavropoulos et al.
2004). Estudo realizado recentemente no Nucleo de Pesquisa em Tuberculose
também avalia as propriedades profilaticas do mMRNA que codifica a proteina Hsp65
de M. leprae (MRNA-Hsp65) em animais infectados com M. tuberculosis. Os
resultados obtidos revelam que embora os efeitos tenham sido modestos, a vacina
MRNA-Hsp65 - administragdo da molécula de mRNA nua, por via intranasal - foi
capaz de reduzir a carga bacilar no pulm&o dos animais infectados (dissertacéo de

Mestrado, Lorenzzi, J.C.C. 2007).
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Diante do exposto, nos propomos, neste projeto, a avaliar uma nova
metodologia vacinal baseada no uso do RNA mensageiro na tuberculose
experimental. A imunogenicidade bem como os efeitos profilaticos e terapéuticos
gerados pela imunizagdo de camundongos com células dendriticas, macrofagos e
linfécitos B, transfectados in vitro com o RNA mensageiro que codifica para a
proteina Hsp65 de M. leprae ou pulsados com a proteina recombinante Hsp65, em

animais infectados com o M. tuberculosis serao investigados.
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2 - OBJETIVOS

2.1 - Geral

- Avaliar o potencial profilatico e terapéutico de uma nova abordagem vacinal
baseada no uso de APCs transfectadas com moléculas de mRNA-Hsp65 ou

pulsadas com a proteina Hsp65, no modelo da tuberculose.

2.2 - Especificos

- Analisar a integridade e a funcionalidade da molécula de mRNA-Hsp65 gerada in

vitro a partir do plasmideo pcDNA3A-Hsp65, através da deteccéo da proteina;

- Avaliar a eficiéncia do processo de eletroporacdo para transfeccao de APCs com

MRNA-Hsp65 ;

- Avaliar a viabilidade das APCs submetidas ao processo de eletroporacéo;

- Analisar o perfil fenotipico das APCs eletroporadas ou pulsadas com mRNA-Hsp65

ou pulsadas com a proteina Hsp65;

- Avaliar a imunogenicidade gerada apés a imunizagao de camundongos Balb/c por

via intravenosa, com linfocitos B, macrofagos, CDs e transfectados com mRNA-

Hsp65 através da analise da producao de anticorpos especificos e citocinas;
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- Determinar o grau de protecao gerado pela vacinagao com APCs eletroporadas ou
pulsadas com mMRNA-Hsp65 ou pulsadas com a proteina Hsp65, por via intravenosa
ou subcutanea, contra a tuberculose experimental, através da producéo de citocinas,
contagem do numero de unidades formadoras de colénia no pulmao e analise

histolégica e morfométrica do tecido pulmonar dos animais desafiados;

- Avaliar os efeitos terapéuticos contra tuberculose experimental em animais
infectados com M. tuberculosis e tratados com as APCs eletroporadas ou pulsadas
com mMRNA-Hsp65 ou pulsadas com a proteina Hsp65, pela via intravenosa ou
subcutanea, por meio da analise da producéo de citocinas, do numero de unidades

formadoras de <colénia e da histologia e morfométrica dos pulmbes.
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3 - MATERIAIS E METODOS

3.1 - Obtencéao dos plasmideos recombinantes pcDNA3A-Hsp65 e pcDNA3
Os plasmideos pcDNA3A-Hsp65 e pcDNA3 (vetor) foram purificados por

cromatografia de troca idnica, utilizando-se Endofree Plasmid Giga Kit™ (QIAGEN
Inc., Valencia, CA, USA). Para a realizagdo desse protocolo, uma col6nia de
bactérias Echerichia coli DH50™ transformada com o plasmideo recombinante
pcDNA3A-Hsp65 ou pcDNAS foi retirada de uma placa recém preparada contendo
meio LB (Luria-Bertaini) Agar (SIGMA, Germany) e ampicilina (Cilinon™) na
concentragao de 100 ug/ml. Esta colénia foi inoculada em 5,0 ml de caldo LB BROTH
BASE (GIBCO BRL, Scotland) com ampicilina (100 ug/ml) e incubada durante 8
horas a 37°C sob agitagdo vigorosa (250 rpm) em incubadora com agitagéo
(Incubador shaker series 25, New Brunswick, Edison, New Jersey, USA). A cultura
inicial foi diluida 1/500 em 2,5 litros de caldo LB BROTH BASE, contendo ampicilina
(100 pg/ml), e incubada a 37°C sob agitagdo (250 rpm) durante 16 horas. Apoés
incubacédo o material foi centrifugado a 4.000g por 15 minutos a 4°C e o sedimento
ressuspenso em 125 ml de tampao P1 (Tris-HCI 50 mM pH 8,0; EDTA 10 mM e
RNAse 100 ug/ml). Em seguida foram adicionados 125 ml de tampao P2 (NaOH
200mM; SDS 1%) e apos 5 minutos adicionou-se 125 ml do tampao P3 (acetato de
potassio 3,0 M pH5,5). O material foi filtrado, adicionado ao tampdo ER (para
remog¢ao do LPS — composi¢céo néo revelada pelo fabricante) e mantido no gelo por
30 minutos. O filtrado foi aplicado a resina da QIAGEN™ previamente equilibrada
com tampao QBT (NaCl 750mM, MOPS 50mM pH7,0; etanol 15%) e Triton X-100

0,15 %). Apds a aplicagao do filtrado, a resina foi lavada com 600 ml de tampéo QC
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(NaCl 1,0 M; MOPS 50 mM pH 7,0; etanol 15 %) e o DNA plasmideal foi eluido com
30 ml de tampao QF (NaCl 1,25M, MOPS 50mM pH7,0, etanol 15 %). O DNA eluido
foi precipitado em 52,5 ml de isopropanol e em seguida centrifugado a 1.500g por 45

minutos a 4°C e o sedimento ressuspenso em 0,5 - 1,0 ml de agua.

3.2 - Quantificacdo dos plasmideos purificados

A quantificacdo dos plasmideos pcDNA3A-Hsp65 e pcDNA3 foi realizada por
espectrofotometria nos comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm utilizando o
aparelho Gene Quant II™ (Pharmacia Biotech, Cambridge - England). Cabe ressaltar
que todos os plasmideos foram submetidos ao teste cromogénico do lisado de
amebdcito de Limulus polyphemus (Kit QCL — 1000 — Quantitative Cromogenie — Bio

Whittaker - CAMBREX Company) para avaliagao do nivel de endotoxina.

3.3 - Avaliacao da integridade dos plasmideos

A presenca do inserto da Hsp65 no plasmideo pcDNA3A-Hsp65 foi verificada
utilizando as enzimas de restricdo de restricdo Apa | e BamH 1 (Invitrogen, Life
Technologies®). Um micrograma do plasmideo foi incubado com BamH | (1U/ug de
DNA) a 37°C por 3 horas e posteriormente com Apa | 32°C por 3 horas (1U/ug de
DNA). Para o vetor pcDNAS3 utilizou-se apenas a enzima de restricdo BamH |. Em
seguida os produtos da digestdo de cada amostra, e também os plasmideos nao
digeridos, foram submetidos a eletroforese em gel de agarose (Sigma-Aldrich,
Germany) a 1%. As amostras foram ressuspensas em tampao de eletroforese 6

vezes concentrado (0,25% azul de bromofenol; 40% de sucrose em agua) e o
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material submetido a eletroforese em tampao TAE (Tris-acetato 40mM; EDTA 1mM
pH8,3). A corrida foi realizada a 76V por 1 hora utilizando o aparelho da Life
Tecnologies Inc., Modelo 250 (BRL). O padrdo de 1Kb DNA Ladder (Invitrogen, life
technologies) foi utilizado como marcador de peso molecular. O gel foi corado com
0,5ug/ml de brometo de etidio (Gibco BRL) e a visualizagado das bandas foi feita em

luz ultravioleta no ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech).

3.4 - Confeccao dos iniciadores (primers) e sequenciamento do inserto da

Hsp65 presente nos plasmideos pcDNA3 e pcDNA3A-Hsp65

Os primers foram construidos utilizando os programas Primer Express (ABIl) e
Gene Runner 3.05 (Hasting Software) levando-se em conta as sequéncias M14341.1
(Mehra, 1987) e AL 035159.1 (Embo, 2002) da Hsp65 de M. leprae, devidamente
depositadas no GENBANK. Os primers foram construidos a partir da sequéncia do
plasmideo pcDNA3 (Invitrogen - Life Technologies®) e da seqiiéncia da proteina
Hsp65, (apenas a ORF - Open Read Frame). Desta forma, foram desenhados 14
primers para o sequenciamento do inserto da Hsp65 presente no plasmideo
pcDNA3A-Hsp65, sendo que, 7 primers destinados ao sequenciamento da fita
Foward (F) e os outros 7 primers para fita Reverse (R). Todos os primers foram
sintetizados pela empresa Invitrogen - Life Technologies®.

As reacbes de sequénciamento foram realizadas no Centro de Estudos do
Genoma Humano ICB-USP, utilizando o aparelho MegaBACE 1000 (sistema de
analise de DNA de 96 capilares - GE Healthcare) e DYEnamic ET Dye Terminator Kit
(GE HeathCare). Os dados do sequenciamento foram analisados utilizando-se a

plataforma Phred-Phrap-Consed seguido pela analise no programa Blast (NCBI). As
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analises de alinhamento pelo programa Blast2seq e NEBCUTTER foram sempre
realizadas utilizando-se as sequéncias trimadas, isto &, analisadas e otimizadas, pelo

programa Phrap.

3.5 - Obtencdo do RNA mensageiro codificando a proteina Hsp65 de

Mycobacterium leprae

Para a confeccdo do RNA mensageiro utilizou-se o Kit mMESSAGE
MMACHINE® T7 Ultra (Ambion) de acordo com as instrucdes do fabricante.
Primeiramente o plasmideo pcDNA3A-Hsp65 foi linearizado com a enzima de
restricdo Apa |, em seguida, uma aliquota da amostra foi analisada em gel de
agarose 1% para confirmar a digestdo total da mesma. Apds a linearizagdo, a
amostra foi tratada com EDTA 0,5M (1:20), NaOAc 3M (1:10) e etanol (dobro
volume) durante 15 minutos a20°C para a remogao da enzima de restricdo. A seguir,
foi centrifugada a 4°C, durante 15 minutos, a 4.000g e o precipitado foi ressuspenso
em agua. Para a transcricdo in vitro do mRNA-Hsp65 utilizou-se 1 ug do DNA
plasmideal linearizado juntamente com 10 ul do T72xNTP/ARCA (ATP, CTP, UTP e
GTP e o CAP), 2ul do tampé&o 10xT7, 2ul da enzima T7 polimerase e 10ul de agua. A
reagdo foi incubada a 37°C, durante 1 hora. A seguir, para a remogdo do DNA
template a amostra foi tratada com 1 pul de DNase durante 15 minutos a 37°C. Para a
adicdo da cauda poliA acrescentou-se 36ul de agua, 20ul do tampao 5xE-PAP, 10ul
de MnCl; 25mM, 10ul da solugédo ATP e 4ul da enzima E-PAP, e a seguir, a reagao
foi incubada a 37°C durante 45 minutos. Para recuperar o RNA mensageiro as
amostras foram extraidas pelo método cloroférmio-fenol seguido da precipitagdo em

isopropanol (2 horas, -20°C). Apds centrifugagdo (15 minutos, 4°C, 4.000g), o
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precipitado foi ressuspenso em 30ul de agua e armazenado a -70°C até o momento
do uso. O RNA mensageiro proveniente do plasmideo pcDNA3A-Hsp65 foi

denominado de mRNA-Hsp65.

3.6 - Quantificacdo do RNA mensageiro codificando a proteina Hsp65 de

Mycobacterium leprae

A quantificagdo do mRNA-Hsp65 foi realizada por espectrofotometria nos
comprimentos de onda de 260 nm e 280 nm utilizando o aparelho Gene Quant II™

(Pharmacia Biotech, Cambridge - England).

3.7 - Avaliacdo da integridade do RNA mensageiro codificando a proteina

Hsp65 de Mycobacterium leprae

O RNA mensageiro foi submetido a eletroforese em gel de agarose (Sigma-
Aldrich, Germany) a 1,5%, em condigdo desnaturante. Para isto, a amostra (1ug) foi
aquecida a 65°C por 15 minutos juntamente com MOPS 10X (2ul), formaldeido (4ul),
formamida (10ul) e brometo (200ug/ml - 1ul). Em seguida, adicionou-se 4ul do
tampao da amostra 10 vezes concentrado (50 % glicerol; 10mM EDTA - pH8,0;
0,25% azul de bromofenol, 0,25% xylene cyanol) e o material foi submetido a
eletroforese em tampéao MOPS (0,2M MOPS; 20mM acetato de s6dio;10 mM EDTA -
pH8,0). A corrida foi realizada a 80V por 1 hora e 30 minutos utilizando o aparelho da
Life Tecnologies Inc., Modelo 250 (BRL). Os padrdées de 0,5-10 Kb RNA Ladder
(Invitrogen, life technologies) ou de 0,28-6,6 Kb RNA Ladder (Sigma BioSciences)
foram utilizados como marcadores de peso molecular. A visualizagao das bandas foi

feita em luz ultravioleta no ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech).
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3.8 - Avaliacédo da integridade dos RNAs mensageiros da proteina Hsp65 de

Mycobacterium leprae ap0s a transfeccao de células HEK 293, por RT-PCR

Células HEK293 - Human Embrionic Kidney - (ATCC-CRL-1573) foram
cultivadas em placas de 24 pocos (1x10°%/poco) em meio DMEM (Invitrogen) até a
confluéncia de 70%. Nesse ponto as células foram lavadas e cultivadas em meio
OPTI-MEN (Invitrogen) contendo 2ug de mRNA-Hsp65 previamente preparado com
o agente transfectante TRANSMESSENGER (Qiagen), de acordo com as
especificagdes do fabricante. Apds 30 minutos, 2, 4, e 8 horas foi extraido o RNA
total dessas ceélulas. Células n&o transfectadas foram utilizadas como controle
negativo. As células foram lavadas trés vezes com PBS 1X e ressuspensas em 1mi
do reagente TRIzol (Invitrogen), e foram incubadas por 5 minutos a temperatura
ambiente para completa dissociagao dos complexos de nucleoproteinas. Adicionou-
se 200ul de cloroformio para cada 1ml de TRIzol, e o material foi agitado
vigorosamente por 15 segundos e mantido por 3 minutos a temperatura ambiente. As
amostras foram centrifugadas a 12.000 g a 4°C durante 15 minutos. Apds a
centrifugagdo, a fase aquosa (sobrenadante) foi cuidadosamente recuperada,
transferida para um novo tubo e o RNA precipitado pela adigao 500ul de isopropanol.
Apds 10 minutos a temperatura ambiente, o material foi centrifugado a 12.000 g,
durante 10 minutos, a 4°C. O precipitado foi ressuspenso em 20-60ul de agua livre
de RNAse e Dnase (Invitrogen) e a quantidade de RNA total presente nas amostras
quantificadas pelo GeneQuant Il (GE). Apos o extragdao do RNA total das células o
mesmo foi utilizado para a produgao do cDNA correspondente. Antes da sintese da
fita simples de cDNA, o RNA total (1-10 ug) obtido como descrito acima, foi tratado
com a enzima Amplification grade DNAse | (Invitrogen) na presengca de tampao

contendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM de K Cl e 2 mM de MgCl,. Utilizou-se 1
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unidade da enzima para cada 1ug de RNA. A reacao foi mantida por 15 minutos a
temperatura ambiente, seguida da adicdo de 1ul de EDTA a 25 mM e inativada a
65°C por adicionais 15 minutos. Esse material foi usado para a obtencdo de cDNA
fita simples. O controle da transcrigdo foi realizado com 1 - 3ul do material tratado
com DNAse |. Tal material foi submetido diretamente a reagcdo de PCR e
denominado RT negativo: RT [ -]. O material obtido do tratamento com DNase | foi
utilizado para a sintese de cDNA fita simples com a SuperScript ™ Il (Invitrogen). Para
cada 5 ng de RNA total foi adicionado 1 ul de oligo (dT)12-1s [500 pg/ml] (Invitrogen)
e 1 ul da mistura de dNTP a 10 mM. A mistura foi mantida por 10 minutos a 70°C e,
em seguida, em gelo por 2 minutos. Adicionou-se o tamp&o da enzima para
concentragdo final de 50 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 75 mM de KCI, 3 mM de MgCl; e
0,02 mM de DTT. O material foi equilibrado a 42°C por 2 minutos e incubado com 1
ul (200 U) de SuperScriprit™ (Invitrogen) durante 50 minutos a 42-45°C. A reacéo foi
inativada pela incubacdo a 70°C por 15 minutos e o material obtido utilizado para
amplificacdo do cDNA especifico. Aproximadamente um décimo do material fita
simples foi utilizado como molde para amplificacdo do cDNA especifico. A reagéo (50
ul) foi conduzida na presencga de 2,5 unidades da Tag DNA polimerase (Invitrogen),
0,2 mM de cada dNTP, 20 mM de Tris-HCI (pH 8,4), 50 mM de KCI e 1,5 mM de
MgCl,. Os pares de primers utilizados para a amplificagcdo da Hsp65 foram: &’
ATGGCCAAGACAATTGCGTAC 3 e 5 TTGAGCAGGTCCTCGTACTCAC 3’, que
amplificam o segmento de 1500 pares de base. O par de primers para a B-actina
foram: 5GTGGGCCGCTCTAGGCACCAA3e 5 CTCTTTGATGTCACGCACGATTTC
3’. Os primers foram utilizados na concentracdo de 10 pmoles. A reacao foi incubada
em um termociclador PTC-100™ (MJ Research, Inc.) por 3 minutos a 95°C, e, em
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seguida, submetida a 35 ciclos de amplificagdo com desnaturagdo a 94°C por 45
segundos, anelamento a 60°C por 45 segundos e extensao a 72°C por 90 segundos.
Seguiu-se uma extensao final de 10 minutos e o material obtido analisado em
eletroforese gel de agarose. A amplificagao direta do pcDNA3A-Hsp65 por PCR foi
realizada nas condigdes descritas acima utilizando-se 100ng do DNA pcDNA3A-
Hsp65 plasmideal como molde, sendo esse grupo considerado como controle

positivo para a reacao de PCR.

3.9 - Obtencéao da proteina Hsp65 recombinante

Bactérias E. coli ER2566 transformadas com o plasmideo pET28a (Novagen,
USA) contendo o gene da Hsp65 foram cultivadas em 2,5L de meio LB liquido (Gibco
BRL, USA) contendo canamicina na concentragédo de 100ug/ml e 300mM do indutor
IPTG (Isopropyithio-B-D-Galactoside, Gibco BRL) a 37°C sob agitagcdo de 250 rpm
por 18 h. Apds incubagédo, as bactérias foram coletadas por centrifugagdo a 5.000g
por 15 minutos em centrifuga J2HS (Beckman, rotor JS-7.5), ressuspensas em 20m|
de tampéo fosfato e lisadas em homogeneizador de alta pressao. Apds centrifugagao
a 20.600g por 20 minutos, o sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspenso
em 30ml de tampéo fosfato contendo uréia a 5M e agitado por 1 h. A suspenséo foi
entdo centrifugada a 20.600g por mais 20 min e o sobrenadante coletado e
submetido a cromatografia de afinidade utilizando-se a coluna HiTrap Chelating HP
(Amersham Pharmacia, USA), conforme o protocolo especificado pelo fornecedor. A
amostra de proteina foi eluida da coluna por concentragcdes crescentes de imidazol.

Apos eluigao a proteina foi dialisada contra PBS 1X durante 16 h a 4°C.
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Para a quantificacdo da proteina Hsp65 recombinante utilizou-se Coomassie®
Protein Assay Reagent (Pierce, USA) e para a quantificacdo de endotoxinas o teste
de LAL (Limulus Amebocyte Lysate) (Kit QCL-1000 — Quantitative Cromogenie — Bio

Whittaker — ACAMBREX Company).

3.10 - Avaliacéo in vitro da expresséao da proteina Hsp65 por Western blotting

Para avaliar a expresséo in vitro da proteina Hsp65, células HEK 293 (Human
Embrionic Kidney, 6 x 10° células) foram transfectadas com 2 ng de mRNA-Hsp65
utiizando o Transmessenger Transfection Reagent (QIAGEN Inc., Valencia, CA,
USA). Para isto, as células foram plaqueadas (placas de 6 pogos), em meio DMEM
(Gibco Invitrogen, Corporation) com 10% de SFB (Gibco Invitrogen, Corporation), no
dia anterior a transfecgcao, e apds atingirem 80% — 90% de confluéncia as células
receberam o seguinte tratamento: 4 ul do Enhancer R foi adicionado a 94ul do
tampdo EC-R, e apés a homogeneizagdo, acrescentou-se 2ul do mRNA-Hsp65.
Essa solucao foi incubada por 5 minutos, a temperatura ambiente, e em seguida
acrescentou-se 8ul do Transmessenger Transfection Reagent. Apds a
homogeneizagao, a solugao foi incubada por 10 minutos, a temperatura ambiente. A
seguir, adicionou-se 900 ul do meio OPTI-MEM (Gibco Invitrogen, Corporation).
Posteriormente, as células HEK 293 foram lavadas com PBS, para retirar o soro
(presente no meio DMEM - 10% SFB), e a solugao contendo o mRNA-Hsp65 foi
gotejada sobre as células HEK 293. Apds diversos periodos de incubacgao (1,2,4 e 8
horas) as células foram lisadas com 200 ul do tampao RIPA (50mM Tris - pH= 8,0,
150mM NaCl, 0,1% SDS, 1% IgePal, 0,5% deoxiglicolato de sodio, e coquetel de

inibidores de proteases - Complete, EDTA free - Roche), incubadas por 20 minutos
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no gelo, seguido de centrifugagao a 11.000 g durante 20 minutos. Os sobrenadantes
foram separados e aplicados em gel de poliacriiamida 10% em condigcbes
dissociantes (SDS-PAGE), no sistema Mini Protean 3 Cell (Bio-Rad) para a
separagao das proteinas totais. Para isto, foi adicionado as amostras 5ul do tampao
da amostra [Tris-HCI 0,5 M, pH 6,5 com SDS a 2% (m/v) e mercaptoetanol a 3,5%
(m/v)], e apds fervé-las por 5 minutos, as amostras foram aplicadas no gel. As
corridas eletroforéticas tiveram duragcédo aproximada de 3 horas (100 V). Proteinas
com massas moleculares conhecidas foram utilizadas como padrdo (Fermentas Life
Sciences).

A eletrotransferéncia das bandas protéicas obtidas por SDS-PAGE para
membrana de nitrocelulose foi realizada no sistema Mini Protean 3 Cell (Bio-Rad). A
eletrotransferéncia foi feita em cuba contendo tamp&o de transferéncia (Tris-HCI 25
mM pH 8.,3; glicina 192 mM e metanol 20%) por 1,5 horas (100 V). Apos a
transferéncia, a membrana de nitrocelulose foi incubada com o tampao de bloqueio
(BSA 1% em PBS-Tween 0,05%) por 2 horas, a temperatura ambiente, e em seguida
lavada 3 vezes (10 minutos) com PBS-Tween 0,05%. Posteriormente, a membrana
foi incubada por 16 horas, a 4°C, com o anticorpo anti-Hsp65 (anticorpo policlonal de
camundongo, gentiimente cedido pelo laboratério do Dr. Célio Lopes Silva), e apos
as lavagens convencionais (3 vezes - PBS-Tween 0,05%), foi incubada com o
anticorpo secundario (fragmento F(ab")2 anti-IgG de camundongo; Molecular Probes)
conjugado com peroxidase alcalina durante 1 hora. Apds as lavagens (3 vezes -
PBS-Tween 0,05%), a revelagdo da reagao foi detectada com diaminobenzidina
(DAB) na presenca de peroxido de hidrogénio 0,03% (Peroxidade Substrate Kit DAB
- Vector laboratories, Inc.). Cabe ressaltar que para controle positivo utilizou-se a

proteina Hsp65 recombinante.
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3.11 - Animais

Foram utilizados camundongos Balb/c fémeas, com 8 a 10 semanas de idade,
provenientes do Biotério de Animais Isogénicos da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto-USP, do Biotério da Faculdade de Farmacia de Ribeirdo Preto-USP e
do Biotério Central da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Os animais
infectados com Mycobacterium tuberculosis foram mantidos em isoladores, em
laboratorio de nivel Il de biosseguranga, com temperatura, umidade, fluxo de ar e

ciclo de luz controlados e com livre acesso a agua e ragao.

3.12 - Obtencédo de macrofagos peritoneais (M¢s) e linfécitos B (LBsS)

Os macrofagos foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos Balb/c
por lavagem com salina gelada, centrifugados por 5 minutos a 400g e ressuspensos
em RPMI 1640 completo (10% de soro bovino fetal (SBF), 100 mM de piruvato de
sédio, 100 mM de aminoacidos nao essenciais, 200 mM de L-glutamina, 10 mM de j-
mercaptoetanol, 100U/ml de penicilina, 100ug/ml de estreptomicina e 10ug/ml de
gentamicina). Os linfocitos B foram purificados por selecédo negativa de células do
baco de camundongos Balb/c. As hemacias foram lisadas com tampao de lise AcK
(NH4CI 150mM, KCO3; 10mM, EDTA 0,1mM, pH7,3) durante 3 minutos, no gelo,
neutralizadas com RPMI 1640 incompleto e centrifugadas por 5 minutos a 400g. A
seguir as células foram lavadas com RPMI 1640 incompleto e centrifugadas por 5
minutos a 400g. As células foram entdo incubadas com o anticorpo anti-CD43 ligado
a “beads” magnéticas (MACS® MicroBeads system - Miltenyi Biotec, Bergisch
Gladbach, Germany) e purificadas conforme instru¢gbes do fabricante. A fragdo n&o

marcada constituida por linfécitos B em repouso foi coletada.
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3.13 - Obtencéo das células dendriticas (CDs) provenientes da medula éssea

As células precursoras das células dendriticas foram obtidas da medula 6ssea
provenientes dos fémures e tibias de camundongos Balb/c. Para isto, os fémures e
as tibias foram retirados e lavados com RPMI1640 incompleto, com o auxilio de uma
seringa. As hemacias foram lisadas tampao de lise AcK ( NH4Cl 150mM, KCOs;
10mM, EDTA 0,1mM, pH7,3) durante 3 minutos, no gelo, neutralizadas com RPMI
1640 completo e centrifugadas por 5 minutos a 400g. A seguir as células foram
lavadas com RPMI 1640 incompleto e centrifugadas por 5 minutos a 400g. O pellet
foi ressuspenso em RPMI 1640 suplementado e as células foram distribuidas (1x106
células/pogo) em placas de baixa aderéncia de 24 pocgos (Costar — Corning
Incorporated), e mantidas durante nove dias em meio RPMI 1640 suplementado. O
meio foi trocado a cada 2 dias. O meio RPMI 1640 suplementado com 10% de soro
bovino fetal (SBF), 100 mM de piruvato de sodio, 100 mM de aminoacidos nao
essenciais, 200 mM de L-glutamina, 10 mM de B-mercaptoetanol, 100U/ml de
penicilina, 100pg/ml de estreptomicina, 10ug/ml de gentamicina, 10ng/ml de GM-CSF

(BD Bioscience) e 5ng/ml de IL-4 (BD Bioscience).

3.14 - Eletroporacédo dos macrofagos peritoniais, dos linfécitos B e das células

dendriticas com mRNA-Hsp65

As células (1x106 células) foram eletroporadas com ou sem 0 mRNA-Hsp65
(5ug MRNA/1x10° células). Para isto, as células foram ressuspensas em 400ul de
meio OPTI-MEM (Gibco Invitrogen, Corporation), com ou sem mMRNA-Hsp65, e

eletroporadas (Gene Pulser Xcell™, BIO-RAD) utilizando cubetas de 0,4 cm (BIO-

RAD). Os parametros adotados para a eletroporacéo foram: 300V, 150uF e 100Q.

31



Apos a eletroporacao, as células foram coletadas e incubadas em RPMI 1640
[suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 100 mM de piruvato de sédio,
100 mM de aminoacidos nao essenciais, 200 mM de L-glutamina, 10 mM de B-
mercaptoetanol, 100U/ml de penicilina, 100ug/ml de estreptomicina e 10ug/ml de
gentamicina] durante 24 horas, a 37°C. Apds este periodo a fenotipagem das células

dendriticas foi realizada por citometria de fluxo, conforme descrito no item 3.16.

3.15 - Marcacédo do RNA mensageiro (mMRNA-Hsp65) para os ensaios de

eletroporacgéo

O mRNA-Hsp65 foi marcado com fluorocromo Alexa 488 (verde), utilizando-se o
sistema ULYSIS® (Molecular Probes, Eugene Oregon, USA), com algumas
modificacdes. Esse sistema de marcacao utiliza um método quimico denominado de
Universal Linkage System™ (ULS) que permite a ligagcado estavel do fluorocromo na
porcdo N; da base guanina. Foram utilizados 8ug a 10ug de mRNA-Hsp65 por
marcagdo. O mRNA-Hsp65 a ser marcado foi ressuspenso em 19ul do tampéao de
marcagao e desnaturado a 95°C durante 5 minutos. As amostras foram colocadas
em gelo para a adigao de 2ul do reagente ULS (contendo o fluorocromo) e mais 1l
do tampao de marcacgao. A reacao foi incubada a 90°C por 20 minutos. O mRNA-
Hsp65 foi purificado do excesso do reagente ULS através da precipitagdo com
isopropanol (overnight, -20°C). Em seguida, foi ressuspenso em agua estéril e
armazenado a -70°C até o momento de uso. A eficiéncia da eletroporacdo com
mRNA-Hsp65 fluorescente foi avaliada utilizando-se macréfagos peritoneais (1x10°
células/5ug mMRNA-Hsp65). O protocolo de eletroporagdo utilizado com os
macrofagos peritoneais foi idéntico ao descrito no item 3.14. Apds este processo as
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células foram ressuspensas em 200 pul de PBS contendo 1% de formaldeido e
analisadas no citbmetro de fluxo. Para deteccdo do mRNA-Hsp65 no interior das
células macréfagos peritoneais foram plaqueados em laminula e incubados na
presenca de 10ug mRNA-Hsp65 marcado com ULS (5x10* células) . Apés 15 ou 30
minutos o meio foi retirado e as células lavadas com PBS 1X, fixadas com
paraformaldeido 2% por 15 minutos, tratadas com glicina 0,1M e lavadas com PBS
1X. Apds montagem lamina/lamimula as células foram visualizadas em microscopio

confocal (Leica TCS SP5 - Leica Microsystems).

3.16 - Fenotipagem dos macréfagos peritoneais, dos linfocitos B e das células

dendriticas

CDs, M¢s ou LBs em repouso ou submetidos a diferentes tratamentos:
eletroporados MRNA-Hsp65 (5ug mRNA/1x10° células), somente eletroporados
(mock), transfectados por contato com mRNA-Hsp65 (5ug mRNA/1x10° células) ou
pulsados com proteina recombinante Hsp65 (50ug/1x10° células) na presenca de
Polimixina B (30 ug/mL). Como controle os 3 tipos celulares também foram tratados
com LPS (Sigma-Aldrich, Germany) sonicado 15 minutos a 37 °C (1ug/1x10°
células). As células foram coletas 24 horas apds os estimulos e incubadas por 45
minutos a 4°C na presenga do anticorpo anti-CD16/CD32 (Fc Block™ - 2.4G2
PharMingen, San Diego, CA). Posteriormente, as suspensdes celulares
(aproximadamente 1x10° células por tubo) foram incubadas, durante 30 minutos a
4°C, com diferentes anticorpos: anti-CD40, anti-CD80, anti-CD86, anti-CD11b, ou
anti-IA® conjugados com isotiocianato (FITC) e anti-CD11c, anti-CD19 e anti-CD11b

conjugado com ficoeritrina (PE). Em seguida as amostras foram lavadas em PBS
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contendo 2% de soro fetal bovino e o pellet ressuspenso em 200 ul de PBS contendo
1% de formaldeido e analisadas por citometria de fluxo. Foram adquiridos 10.000
eventos por amostra. Como controles foram utilizados anticorpos nao relacionados
apropriados. Todos os anticorpos foram adquiridos da BD Pharmigen e usados de

acordo com as instru¢des do fabricante.

3.17 - Preparo das APCs para os ensaios de imunogenicidade

M¢s e LBs ou CDs foram purificados ou diferenciados conforme protocolos
descritos nos itens 3.12 e 3.13, respectivamente. No dia da imunizagdo as CDs
foram coletadas da placa, centrifugadas e ressuspensas em 400 ul de meio Opti-
MEM (Gibco Invitrogen, Corporation), com ou sem mRNA-Hsp65 (5ug/1x10° células),
e eletroporadas (Gene Pulser Xcell™, BIO-RAD) utilizando cubetas de 0,4 cm (BIO-
RAD). Os paréametros adotados para a eletroporacédo foram: 300V de voltagem,
150uF de capacitancia e 100Q2 de resisténcia. Apos a eletroporacéo, as células foram
centrifugadas e ressuspensas em salina para imunizagao dos animais. Os M¢s ou
LBs foram coletados e purificados no dia da imunizagdo, mantidos em meio de
cultura [meio RPMI suplementado contém 10% de soro bovino fetal (SBF), 100 mM
de piruvato de sédio, 100 mM de aminoacidos ndo essenciais, 200 mM de L-
glutamina, 10 mM de p-mercaptoetanol, 100U/ml de penicilina, 100ug/ml de
estreptomicina e 10ug/ml de gentamicina] até o momento da eletroporacéo e

seguiram o mesmo protocolo descrito acima para as CDs.
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3.18 - Ensaio de imunogeninidade

Camundongos Balb/c receberam uma transferéncia adotiva das células por via
intravenosa: CDs, M¢s ou LBs (1x10°/100ul) transfectados com 5ug de mRNA-hsp65
(eletroporadas) ou apenas eletroporados (mock), por via intravenosa (i.v). Como
controle um grupo de camundongos receberam uma dose unica de BCG Monreau,
gentilmente cedida pela Secretaria da Satde, (1x10° bacilos) por via subcutanea
(s.c.). Adicionalmente, outro grupo foi imunizado com 100ul de salina por via
intravenosa (i.v). Apos 15 dias os animais foram sacrificados para dosagem de
citocinas da cultura de células do baco e avaliagao da linfoproliferacdo. O soro dos

animais também foi coletado para dosagem de anticorpos.

3.19 - Marcacéo das células com CFSE

ApoOs a obtencdo das células totais do bago, dos grupos em questdo, as
mesmas foram transferidas para um tubo cénico de 15ml (Falcon) contendo 10ml de
PBS 1X estéril. A suspenséo foi centrifugada a 400g por 10 minutos. Em seguida, as
células foram ressuspensas em 1ml de PBS, contadas na Camara de Neubauer,
novamente centrifugadas e foram ressuspensas de forma a ter uma concentragao de
25 x 106/400pl. Na sequéncia, um volume igual de solu¢cdo 5mM de CFSE
(Carboxyfluorescein Succinimidyl Ester - Invitrogen) diluida 1:2.000 foi adicionada ao
tubo e procedeu-se a incubagao a temperatura ambiente por 5 minutos com agitagao
periodica. Decorrido o tempo de incubacéo, foi adicionado Soro Fetal Bovino (SFB -
Gibco BRL) em cada tubo (aproximadamente 5% do volume total) para interromper o
processo de marcacdo. Novamente foram adicionados 10ml de PBS 1X estéril e

centrifugou-se 2 vezes a suspensdo a 400g por 10 minutos. As células foram
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ressuspensas em RPMI contendo 10% de SFB, contadas e sua concentragcao

acertada (2,5x10%/ml) para realizagdo do ensaio de proliferagdo.

3.20 - Ensaio de proliferagcdo com células marcadas com CFSE

Apds marcagao das células totais do baco com CFSE, as mesmas foram
plaqueadas (2,5x106 células/pogo) em placas de 48 pocos em meio RPMI 1640
(Sigma, MO, USA) suplementado com 10% de SFB (Gibco, NY, USA) penicilina
100U/ml, estreptomicina 100ug/ml e gentamicina 10ug/ml (Gibco, NY, USA). O
volume final da cultura foi de 1ml. As células foram estimuladas in vitro
separadamente com 10ug sonicado de BCG, 20ug de Hsp65 recombinante presenca
na de Polimixina B (30ug/ml) e 20ug/ml de Concanavalina A (ConA Sigma, MO,
USA). Apds 72 horas de cultura, as células foram coletadas e analisadas por

citometria de fluxo.

3.21 - Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de anticorpos

A producdo de anticorpos especificos anti-Hsp65 ou anti-BCG foi avaliada por
ELISA a partir dos soros pré-imunes e soros coletados 15 dias apds a imunizacao,
item 3.18. Placas de poliestireno de 96 pogos (Maxisorp Nunc-Immuno plates), foram
recobertas com 100ul da proteina Hsp65 recombinante (10ug/ml) ou 100ul do
sonicado de BCG (10ug/ml) diluidos em tampdo de ligagdo (Na,COs3; 14,3mM e
NaHCO3; 10,3Mm pH 9,6), e incubadas durante a noite, a 4°C. Posteriormente, as
placas foram lavadas (0,05% de Tween 20 em PBS) e bloqueadas por 1 hora a 37°C
(1% gelatina). Apos lavagem, as amostras foram adicionadas e incubadas por 2

horas, a 37°C. A seguir, as placas foram lavadas novamente e anticorpos
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monoclonais anti-IgG1 ou anti-lgG2a, conjugados a biotina (PharMingen), foram
adicionados para deteccao de anticorpos especificos. Apds lavagem, as placas
foram incubadas a temperatura ambiente por 30 minutos com StreptAB kit (Dako).
Para detecgdo dos anticorpos, o substrato OPD (Sigma, St Louis, USA) foi
adicionado; a reacéao foi finalizada pela adigdo de 50ul de uma solugdo a 16% de
acido sulfurico. A leitura da absorbéancia foi realizada em 490nm em

espectrofotdbmetro de placa.

3.22 - Cultura de células do baco (ensaio de imunogenicidade)

Quinze dias apds a imunizagédo (item 3.18), os animais foram sacrificados e as
células do baco (5x10° células/poco) foram distribuidas em placas de 24 pogos e
estimuladas in vitro com a proteina Hsp65 recombinante (20ug/ml) na presenca de
Polimixina B (30ug/ml) ou com o sonicado de BCG (10ug/ml) e com 20ug/ml de
Concanavalina A. Os niveis de citocinas no sobrenadante de cultura foram

determinados por ELISA apds 48 horas, item 3.23.

3.23 - Ensaio imunoenzimético (ELISA) para deteccao de citocinas

Placas de 96 pocos de poliestireno (Maxisorp Nunc-Immuno Plates) foram
sensibilizadas com 100ul de solugédo anticorpo monoclonal purificado especifico para
a citocina de interesse (PharMingen), diluido em tampdo de ligagdo (Na;HPO4
0,1MpH 9,0) numa concentracdo final de 1ug/ml. As placas foram incubadas a 4°C
durante uma noite e posteriormente lavadas com PBS contendo 0,05% de Tween 20
e bloqueadas com 200ul/pogo de uma solugao de 10% de soro fetal bovino em PBS

(PBS/SFB 10%). Apos incubacgédo por 1 hora, a temperatura ambiente, as placas
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foram novamente lavadas e as amostras foram adicionadas (100ul/pogo) juntamente
com a curva padrdo de citocina recombinante, diluida em PBS/SFB 10%/Tween
0,05%, e incubadas por uma noite, a 4°C. Apds lavagem, a reagdo com o anticorpo
de deteccgao foi realizada utilizando anticorpo anti-interleucina biotinilado (100ul/pogo
do anticorpo diluido em PBS / SFB 10% / Tween 20 0,05% numa concentragao final
de 0,5ug/ml-PharMingen) e as placas foram incubadas por 1 hora a temperatura
ambiente. Em seguida, as placas foram lavadas e incubadas a temperatura ambiente
por 30 minutos com avidina biotina peroxidase StrepAB kit (Dako). Para deteccéo
das citocinas, o revelador OPD (Sigma) foi adicionado; a reacao foi finalizada pela
adicado de 50ul de uma solugdo a 16% de acido sulfurico. A leitura foi feita em leitor
de ELISA a 490nm. A determinacdo das concentracdes das citocinas foi realizada
por interpolacao dos resultados de absorbancia obtidos nas amostras em relacdo aos

da curva padréo.

3.24 - Preparo das APCs para o0s ensaios profilaticos e terapéuticos

CDs, M¢s ou LBs foram diferenciados ou purificados conforme protocolos
descritos nos itens 3.13 e 3.12, respectivamente. No dia da imunizagdo as CDs
foram coletadas da placa, centrifugadas e ressuspensas em 400 ul de meio Opti-
MEM (Gibco Invitrogen, Corporation), com ou sem mRNA-Hsp65 (5ug/1x10° células),
e eletroporadas (Gene Pulser Xcell™, BIO-RAD) utilizando cubetas de 0,4 cm (BIO-
RAD). Os parametros adotados para a eletroporacdo foram: 300V, 150uF e 100Q.
Apos a eletroporagéo, as células foram centrifugadas e ressuspensas em salina para

imunizagao dos animais por via intravenosa (i.v). Os M¢s ou LBs foram coletados e
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purificados no dia da imunizacdo, mantidos em meio completo [RPMI suplementado
contém 10% de soro bovino fetal (SBF), 100 mM de piruvato de sédio, 100 mM de
aminoacidos nao essenciais, 200 mM de L-glutamina, 10 mM de B-mercaptoetanol]
até o momento da eletroporagédo e seguiram o mesmo protocolo descrito acima para
as CDs. Alternativamente as CDs e M¢s foram incubadas com mRNA-Hsp65
(5ug/1x10° células) em meio Opti-MEM (Gibco Invitrogen, Corporation) por 1 hora e
posteriormente centrifugadas e ressuspensas em salina para imunizagdo dos
animais. Células APCs também foram incubadas com a proteina recombinante
Hsp65 (50ug/1 x 108 células) em meio Opti-MEM (Gibco Invitrogen, Corporation) na
presenga de 30ug/ml de sulfato Polimixina B (Sigma) por 4 horas, seguidas de 2
horas em meio RPMI 1640 completo, também na presenga de 30ug/ml de sulfato de

Polimixina B (Sigma), até o momento da imunizagao.

3.25 - Determinacédo da viabilidade da cepa micobacteriana

A cepa de Mycobacterium tuberculosis H37Rv, armazenada a -70°C, foi
repicada em meio liquido 7H9 enriquecido com Mildebrook ADC (BD Biosciences,
Sparks, USA) e incubada a 37°C, por 6 a 7 dias até crescimento bacteriano com
turbidez correspondente a escala padrdgo de McFarland n° 1 (1.107
micobactérias/ml). A suspensdo micobacteriana foi centrifugada a 3500rpm por 15 a
20 minutos e o sedimento ressuspenso em 2ml de PBS estéril. A 100ul desta
suspensao foram adicionados 100ul de diacetato de fluoresceina (2ug/ml) e 100ul de
brometo de Etidium (10mg/ml). As micobactérias foram incubadas a 37°C por 10
minutos e a viabilidade foi determinada em microscopia de fluorescéncia (Leica). As

micobactérias que apresentarem viabilidade superior a 80% foram filtradas em pré-
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filtro com poro de 8 a 10um (Milipore), para desfazer grumos. Ao material filtrado foi
adicionado PBS estéril e a turvagdo da suspensdo ajustada para a escala de

McFarland n° 1.

3.26 - Infeccéo pelo Mycobacterium tuberculosis e vacinacdo dos animais com

as diferentes abordagens profilaticas e terapéuticas

Para as abordagens profilaticas os animais foram vacinados com os diferentes
tipos celulares células: CDs, M¢s ou LBs (1x10°) transfectados com 5ug de mRNA-
Hsp65 (eletroporados), apenas eletroporados (mock) ou pulsadas com a proteina
recombinante Hsp65, por via intravenosa (i.v). Como controle um grupo de
camundongos receberam uma dose unica de BCG Monreau, gentilmente cedida pela
Secretaria da Saude, (1x10° bacilos) por via subcutanea (s.c.). Adicionalmente, outro
grupo foi imunizado com 100ul de salina por via intravenosa (i.v).Trinta dias apos a
vacinagdo foram infectados com 100ul de suspensdo contendo 1x10° bacilos de M.
tuberculosis H37Rv, por via intranasal (i.n). Também foram realizados ensaios com 2
imunizagdes, com intervalo de 15 dias entre a primeira e a segunda dose e a
infeccdo realizada 15 dias apos a segunda dose.

Para avaliar os efeitos terapéuticos os animais foram infectados com 100ul de
suspensao contendo 1x10° bacilos de M. tuberculosis H37Ryv, por via intranasal (i.n).
Trinta dias apdés a infeccdo os animais receberam as células por transferéncia
adotiva: CDs, M¢s ou LBs (1x10°) transfectados com 5ug de mRNA-Hsp65
(eletroporados), apenas eletroporados (mock) ou pulsadas com 50ug da proteina
recombinante Hsp65, por via intravenosa (i.v). Outro grupo foi imunizado com 100l

de salina por via intravenosa (i.v). Em alguns casos os animais receberam 2 doses

40



com intervalo de 15 dias entre a primeira e a segunda doses e os resultados
avaliados 15 dias apds a segunda dose.

Alternativamente foram avaliados os efeitos profilaticos e terapéuticos de
animais imunizados por via sub-cutanea (s.c.) com 2 doses de células: CDs ou M¢s
(1x10°) incubados com 5ug de mRNA-Hsp65 (contato), células apenas incubadas
com meio (mock) ou pulsadas com 50ug da proteina recombinante Hsp65. Na
profilaxia, as imunizagdes ocorreram com um intervalo de 15 dias e a infecgao
realizada 15 dias apds a segunda dose. Na terapia, 30 dias depois da infecgdo os
animais receberam 2 doses com intervalo de 15 dias e os resultados foram avaliados

15 dias apds a segunda dose.

3.27 - Avaliagcao do pulmao dos animais infectados

Trinta dias apés a infecgao nos modelos de protecao e trinta ou 15 dias apds o
tratamento para a avaliacao terapéutica os animais foram sacrificados e os pulmoes
coletados e colocados em placas de Petri estéreis contendo 2ml de meio RPMI-1640
incompleto. Os pulmdes foram pesados e seus I6bulos separados para os diversos
procedimentos experimentais: o lobulo superior direito foi colocado em um tubo
contendo 10ml de formol tamponado para posterior processamento e analise
histoloégica (item 3.30), os I6bulos inferior e médio direitos foram coletados em placas
de Petri de 22mm de didmetro (Corning) para determinagao do numero de UFC (item
3.29), os lébulos esquerdos superior e inferior foram coletados para homogeneizagao

e dosagem de citocinas (item 3.23).
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3.28 - Obtencédo do homogenato do pulméo

Os ldbulos superiores e inferiores esquerdos foram coletados em tubos
contendo 2ml de RPMI-1640 incompleto e armazenados a -20°C. Para a deteccéo de
citocinas, as amostras foram descongeladas e homogeneizadas com o auxilio de um
homogeneizador de tecidos (IKA), e apds este processo, as amostras foram
centrifugadas a 3500 rpm, 4°C, durante 15 minutos. Em seguida o sobrenadante foi

coletado para a quantificagao das citocinas conforme descrito no item 3.23.

3.29 - Determinacédo do numero de unidades formadoras de coldnia (UFCs)

Os animais infectados - vacinados ou tratados - foram sacrificados e os
pulmdes foram coletados, pesados, cortados em pequenos fragmentos e transferidos
para um tubo de 50ml contendo 15ml da solu¢do de digestdo [RPMI-1640 incompleto
contendo 0,5ug/ml de Liberase (Liberase Blendzymez — Roche) e 25U/ml de
Desoxiribonucleasel (Invitrogen)] para cada amostra e, em seguida, incubados a
37°C, sob agitagcao constante (250 rpm), durante 30 minutos. Apds a incubagao, as
células foram dispersas com o auxilio de uma seringa de 10ml e foi retirada uma
aliquota para o ensaio de unidade formadora de colonia (UFC). A suspensado de
células foi diluida seriadamente em PBS (1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 e 1:100000) e
100ul dessas amostras diluidas foram plagueadas em meio 7H11. O numero de

unidades formadoras de colbénia foi avaliado apés incubacéo a 37°C, por 28 dias.

3.30 - Andlise histologica dos pulmdes

Para a analise histolégica do pulmao dos animais infectados - vacinados ou

tratados - o lobulo superior direito do pulmao foi coletado e fixado em formol
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tamponado com fosfato. O material foi processado e cortes histoldgicos (5um) foram
realizados. As laminas obtidas foram coradas com Hematoxilina e Eosina e

analisadas em microscopio de luz.

3.31 - Anélise morfométrica dos pulmdes

A quantificagdo do infiltrado inflamatério no tecido pulmonar dos animais
imunizados e infectados (profilaxia) ou infectados e tratados (terapia) foi realizada
utiizando o programa de andlise de imagens Image J (Image J, Version 1.42l,
National Institutes of Health). Para tanto foram fotografados 10 campos, aleatérios,
de cada lamina. A cada uma das imagens foi aplicado um gradiculo de dimensdes
conhecidas, composto de 100 pontos. A contagem dos pontos correspondentes as
regides com infiltrado inflamatdrio correspondeu a porcentagem de area inflamada
por secao tecidual. A média dos 10 campos forneceu a porcentagem de area de

pulméo inflamada.

3.32 - Anélise estatistica

Os dados foram apresentados como média e desvio padrao dos grupos e
analisados pelo programa Prism 5.0. (GraphPad Software, San Diego, CA).
Diferencas entre os grupos foram calculadas por ANOVA seguido do teste de Tukey
para comparagdes multiplas. Foram considerados significativos os valores com

p<0,05.
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4 — RESULTADOS

4.1 - Avaliacdo da integridade e sequénciamento dos plasmideos utilizados

como molde para a produgéo de mRNA-Hsp65

O mRNA foi produzido utilizando como molde o plasmideo pcDNA3A-Hsp65.
Este plasmideo, por sua vez, contém como inserto a regido de open read frame

(ORF) do gene que codifica a proteina Hsp65 de Mycobacterium leprae.

Os plasmideos pcDNA3 (vetor parental) e pcDNA3A-Hsp65 (vetor
recombinante) foram obtidos através do kit comercial QIAGEN® (item), e utilizados
como template para a confeccdo do RNA mensageiro (MRNA-Hsp65). A integridade
dos plasmideos foi verificada por eletroforese em gel de agarose utilizando enzimas
de restricdo. O pcDNA3 digerido com Bam HI mostrou perfil eletroforético
correspondente ao tamanho do vetor linear, com uma banda de 5.4kb, Figura 1. A
digestdo do pcDNA3A-Hsp65 com Apa | e Bam HI produziu 2 bandas, uma de 5.4kb
representando o vetor (pcDNA3), e a outra de 1.8kb, representando apenas o inserto
da Hsp65, sem a porgédo nao codificante 5, Figura 1. Esses resultados mostram a
integridade do material, confirmam o perfil eletroforético das amostras e também
mostram a pureza das mesmas, livre de RNA total bacteriano. Cabe ressaltar que
todas as amostras tiveram indices de endotoxina menores que 0,1EU por ug de
DNA, portanto aceitaveis para testes in vivo, como recomendado pela farmacopéia

americana e européia.
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Com o intuito de verificar a sequencia do plasmideo usado como molde para
producdo do mRNA-Hsp65, este foi sequenciado. Os primers utilizados estao

descritos na Tabela |I.

Tabela I. Primers construidos para sequenciamento dos plasmideos

Primers F Primers R
F1-TAATACGACTCACTATAGGGAGAC R1-ACCGAAGGTGTTGGATTC
F2-CAGTCGATCGGTGATCTGAT R2-TACGGATCTAGGCCACTGC
F3-GAGGAGGTCGGTCTCACATTGG R3-GCGCAGAACGTGTAACCTTCAC
F4-GTAACCTTTCAGTGGGTCAC R4-CACGACTACCGAACATATC
F5-TGGGTGTTTCATAGGTGG R5-GCTAGAAGGTTGCCGTATG
F6-CCCTTGCACCATTTCTGC R6-TGACACTGGGTGGAGGAAAG
F7- GTGTGTCGATCCTGTTGATG BGH-TAGAAGGCACAGTCGAGG

As reacdes de sequenciamento foram realizadas de acordo com o protocolo
para o MegaBACE 1000, utilizando o DYEnamic ET Dye Terminator Kit (GE
HealthCare). Apds o recebimento dos dados brutos do sequénciamento, estes foram
tratados e analisados utilizando a plataforma Phred-Phrap-Consed. Os dados

gerados a partir dessa analise foram analisados utilizando a ferramenta Blast.

A analise dos dados obtidos do seqlienciamento permitiu determinar 89% da
extensdo do inserto. A Figura 2 mostra o resultado do Blastn contra a sequéncia
gerada pelo sequenciamento do plasmideo pcDNA3A-Hsp65. Os resultados obtidos

sao condizentes com a sequéncia codificante da proteina clonada nesse vetor.
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4.2 - Obtencdo do RNA mensageiro codificando a proteina Hsp65 de

Mycobacterium leprae

Conforme visualizado na Figura 3, apos eletroforese em gel de agarose
desnaturante 1,5%, o mRNA-Hsp65 mostrou um perfil eletroforético correspondente
a uma banda de aproximadamente 1,8kb (Figura 3, canaletas 2 e 3). Cabe ressaltar
que a comprovagdo da obtencdo do RNA mensageiro foi observada com o
tratamento com a RNase A, o qual aboliu as bandas obtidas anteriormente (dados
nao mostrados). Outro aspecto importante na confecgdo dos RNAs mensageiros
utilizando o Kit mMMESSAGE mMACHINE® T7 Ultra (Ambion), é a adicdo CAP (7-
metilguanosina) na extremidade 5" e cauda poliA na extremidade 3" do mRNA, sendo
que a adicao da cauda poliA resulta em um aumento de aproximadamente 50 pares
de base, gerando, assim, um RNA mensageiro pronto para ser traduzido em uma
célula eucaridtica. Essa adi¢cao da cauda poliA pode ser verificada na Figura 3, sendo
que a canaleta 2 representa o0 mRNA gerado antes da reagao de poli-adenilizagao e
a canaleta 3 o0 mRNA depois da reacdo de poli-adenilizacdo. Cabe ressaltar,
novamente, que todos os MRNAs produzidos tiveram indices de endotoxina menores
que 0,1EU por ug de mRNA, como recomendado pela farmacopéia americana e

européia e portanto aceitaveis para testes in vivo.

4.3 - Avaliacado da integridade dos RNAs mensageiros da proteina Hsp65 por
RT-PCR

A fim de avaliar a integridade do mRNA-Hsp65 foi feita a extragdo do RNA
total das células 293 HEK transfectadas com 2ug de mRNA-Hsp65 previamente
complexado com o agente transfectante TRANSMESSENGER (Qiagen), de acordo

com as especificacdes do fabricante. Apés 30 minutos, 2, 4, e 8 horas foi extraido o
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RNA total das células. Células nado transfectadas foram utilizadas como controle
negativo. Como mostrado na Figura 4 existe uma banda especifica para o mRNA da
Hsp65 apenas nas células que receberam mMRNA-Hsp65 demonstrando a
especificidade dos primers utilizados, nos tempos de 30 minutos até 4 horas. Além
disso, as bandas apresentaram o tamanho esperado (400pb) comprovado pelo
padrao de pares de base e pela banda presente na canaleta que mostra o resultado
do RT-PCR usando como molde o plasmideo pcDNA3A-Hsp65. Na Figura 4 é
possivel verificar que 0 mMRNA-Hsp65 encontra-se detectavel apenas até 4 horas
apos o processo de transfecgao das células. Apds 8 horas ndo foi mais possivel
detectar a mensagem para a Hsp65, sugerindo que o RNA esteja sendo traduzido.
No entanto, ndo podemos descartar que as moléculas estejam sendo degradadas
pela vias de controle de expressdo da célula. Baseados nesses dados podemos
sugerir que apos a entrada na célula, in vitro, a molécula de mMRNA-Hsp65 se

mantém detectavel por um periodo de até 4 horas.

4.4 - Avaliacéo in vitro da expressao da proteina Hsp65 por Western blotting

O experimento para a detecgéo da proteina Hsp65 por Western blotting (WT) foi
realizado apés a transfeccao de células HEK 293 com o mRNA-Hsp65. A analise da
membrana de nitrocelulose mostrou que apds a transfeccdo das células HEK 293 a
proteina Hsp65 foi detectada nos periodos de 1h, 2h e 4h (Figura 5, canaletas 6, 5 e
4, respectivamente) porém, em periodos superiores (8, 24h e 36 horas) a proteina
nao foi detectada (dados ndo mostrados), sugerindo que apdés 4 horas 0 mRNA-
Hsp65 possa ter sido degradado ou afetado por algum controle pés-traducional. Este

intervalo pequeno de produgéo de proteina (1 — 4 horas) influenciou na escolha do
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momento de administracdo das APCs. Células HEK 293 nao transfectadas foram
utilizadas como controle negativo, e neste caso, nao foi observado a presenca de
banda na altura da Hsp65 (Figura 5, canaleta 3). A proteina recombinante Hsp65 foi
utilizada como controle positivo (Figura 5, canaleta 1). As células transfectadas e o
controle positivo apresentaram o peso molecular de aproximadamente 65kDa,
conforme indicado pelo padrdo de peso molecular (Figura 5, canaleta 2). Cabe
ressaltar que esses experimentos para a deteccdo da proteina Hsp65 foram
realizados com a linhagem de células HEK 293 (Human Embryonic Kidney), uma vez
que o anticorpo anti-Hsp65 disponivel foi produzido em camundongo, e para evitar
reacgdes cruzadas optou-se por uma linhagem de células humanas. Esses resultados
de deteccdo da proteina sao condizentes com os resultados de RT-PCR que também
mostram a presenga da mensagem da proteina até um periodo de 4 horas, Figura 4.
A deteccdo da mensagem e da proteina Hsp65 revelou que o processo de tradugao
acontece de maneira rapida e transiente nas células transfectadas, ja que com oito
horas nem a mensagem nem a proteina sdo detectaveis. Baseados nesses
resultados, nos experimentos de imunizagdo, optamos por administrar as células
logo apds a eletroporagao, diferentemente de alguns trabalhos que administram

essas células somente apds um determinado periodo de incubacéao.

4.5 - Obtencéao das APCs

Foram obtidos em média 1x10° M¢s da cavidade peritoneal de cada
camundongo Balb/c por lavagem com salina gelada, sendo que praticamente 100%
das células eram CD11b, Figura 6A. Na obtencao de LBs, pelo processo de selegao

negativa, utilizando beads magnéticas, o rendimento variou entre os animais,
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contudo em média recuperamos entre 20 e 30% de linfécitos B em relagdo ao
numero de células totais do bago, com pureza superior a 90%, Figura 6B.

Na diferenciacdo das células dendriticas provenientes da medula dssea a
porcentagem total de células CD11c+ obtidas foi geralmente de 60-70%. Para a
diferenciacao através de precursores da medula dssea utilizamos um procedimento
compativel com os protocolos classicos descritos na literatura, usando IL-4 (5ng/ml)
e GM-CSF (10ng/ml), Figura 6C. Nos protocolos vacinais a pureza desejada é de
aproximadamente 95%. Uma alternativa para obter uma populagdo apenas de
CD11c seria a utilizagao de beads magnéticas, entretanto esse procedimento teria
um alto custo, diante disso optamos por utilizar uma populagdo mista de células com
predominancia de CDs, mas com a presenga de macréfagos expressando CD11b e

também de mondcitos.

4.6 - Marcacao do RNA mensageiro (NnRNA-Hsp65) e ensaios de eletroporacéo

e viabilidade celular

Adotando-se os parametros de eletroporagdo descritos no item 3.14, M¢s
peritoneais, LBs e CDs foram eletroporados com 5ug de mRNA-Hsp65 fluorescente.
Conforme demonstrado na Figura 7, houve incorporacdo de mRNA-Hsp65 nos 3
tipos celulares, sendo que nas CDs houve cerca de 80% de incorporagéo (Figura
7A), nos M¢s 74% (Figura 7B) e 88% nos LBs (Figura 7C).

Macrofagos peritoneais também foram colocados em contato com mRNA-
Hsp65 fluorescente por 30 minutos e visualizados em microscopio confocal. As
imagens mostradas na Figura 8 confirmam a internalizardo das moléculas de mRNA

marcadas com Alexa 488 pelas células.
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Como a eletroporacédo € um processo de transfeccéo “drastico”, mais quando
comparado a outros métodos como cloreto de calcio e uso de lipossomas, todas as
células submetidas a eletroporacéao tiveram sua viabilidade avaliada. Uma hora apés
o processo de transfecgao foi feita a contagem das células viaveis em microscopio
optico utilizando corante azul de Tripan. Os resultados reunidos na Tabela Il mostram
que a viabilidade para os 3 tipos celulares submetidos ao processo de eletroporagao
variou entre 80 e 90%. A viabilidade das APCs nao submetidas a eletroporagao foi

geralmente superior a 90% (dados ndo mostrados).

Tabela II: Viabilidade das APCs 1 hora apés eletroporagéo (Azul de Tripan)

Tipos Celulares Viabilidade?
DC 85% £ 5.0
LB 82% £ 2.5
Mo 87% + 3.5 2 0s

resultados séo representativos de 3 experimentos realizados independentemente.

4.7- Avaliacdo da expressédo de moléculas co-estimuladoras nas APCs: LBs,
M¢s, CDs

Para analise fenotipica das APCs foram realizados diferentes ensaios com
células nao tratadas, estimuladas por contato com mRNA-Hsp65, eletroporadas com
MRNA-Hsp65, somente eletroporadas (mock), ou pulsadas com proteina
recombinante Hsp65. Como controle as APCs também foram tratadas com LPS.
Vinte quatro horas apds os diferentes estimulos as células foram coletadas e
avaliadas quanto a expressao de CD80, CD86, CD40 e MHC de classe Il (MHC-II).

Conforme observado nos histogramas das Figuras 9, 10 e 11 os diferentes tipos
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celulares apresentaram algumas diferengas quanto ao perfil de expressao das
moléculas co-estimuladoras. Na Figura 9, que representa o perfil de expressdo em
LBs, observa-se que as células estimuladas com mRNA (contato) ou pulsadas com
proteina ndo mostraram alteracées no perfil de expressdo das moléculas avaliadas.
Por outro lado, as células apenas eletroporadas (mock) mostraram um aumento da
expressao de CD40 e um discreto aumento de CD86. LBs eletroporados com mRNA
aumentaram a expressao de CD80 e CD86.

Conforme representado na Figura 10 os M¢s estimulados por contato com
MRNA, apenas eletroporados (mock) e eletroporados com mRNA tiveram expresséo
aumentada de CD80, CD86, CD40 e leve aumento na expressao de MHC-II. As
células tratadas com a proteina modularam positivamente a expressao de CD86.

Na Figura 11 esta representado o perfil de ativagdo de CDs. O tratamento das
células com mRNA (contato e eletroporado) ou com a proteina provocou aumento
da expressédo de CD80, CD86, CD40. As células mock mostraram uma regulagéao
positiva apenas de CD86 e CD40.

Tomados juntos esses resultados representados nos histogramas das Figuras
9, 10 e 11 revelam que de forma geral a expressdo de MHC-II manteve-se
praticamente inalterada nas 3 populacdes celulares. Além disso, os LBs tiveram
menor variagao na expressdo das moléculas de co-estimuladoras se comparados
com os M¢s e CDs, com tendéncia a um perfil de APC né&o ativada. Por outro lado
M¢s e CDs quando submetidos a qualquer um dos tratamentos tendem a apresentar

um fendtipo de APC madura, ou pelo menos moderadamente madura.
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4.8 - Imunogenicidade

Para a realizagdo dos experimentos de imunogenicidade os animais foram
imunizados com dose Unica (1x10° células em 100ul de salina) por via intravenosa
(i.v). Foram imunizados 6 grupos experimentais (n=3): a) LBs eletroporados (mock);
b) LB eletroporados com mRNA-Hsp65; c) M¢s eletroporados (mock), d) M¢s
eletroporados com mMRNA-Hsp65, e) CDs eletroporadas (mock); f) CDs
eletroporadas com mRNA-Hsp65. Além dos grupos controles (n=3): Salina e BCG.
Quinze dias apds a imunizagdo os animais foram sacrificados e foram avaliadas a
capacidade proliferativa e a producdo de citocinas das células do bago quando
estimuladas in vitro com a proteina recombinante Hsp65 ou lisado de BCG. Também
foi coletado o soro dos animais antes e 15 dias apds as imuniza¢des para dosagem

de anticorpos especificos.

4.8.1 - Proliferacéo de células totais do bago de animais vacinados

A avaliagao da capacidade proliferativa de células obtidas do bago de animais
vacinados foi realizada apds o cultivo destas, por 72 horas, na auséncia de estimulo
especifico; com a proteina recombinante Hsp65 ou com lisado de BCG. A Figura 12
mostra que nos animais imunizados com: LBs eletroporados com mRNA-Hsp65, CDs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 e com BCG a capacidade de proliferacdo foi
significativamente maior que nos animais que imunizados com salina. Os animais
vacinados com CDs eletroporadas com mMRNA-Hsp65 também apresentaram
proliferagdo significativamente maior que os animais imunizados com CDs mock,
M¢s mock e eletroporados com mRNA-Hsp65. Por outro lado M¢s ndo mostraram a

mesma capacidade de induzir proliferacao na fase analisada. Um fato interessante é

52



que nos grupos imunizados com LB mRNA-Hsp65 e CD mRNA-Hsp65 nota-se
proliferacdo celular mesmo na auséncia de re-estimulacdo in vitro com a proteina
Hsp65. Todos os animais apresentaram células viaveis, capazes de proliferar frente

ao estimulo policlonal - Concavanalina A (ConA).

4.8.2 - Producdo de citocinas por células totais do baco de animais vacinados

A avaliacdo da capacidade imuno-estimuladora das diferentes estratégias
vacinais também foi avaliada pela quantificacdo da produgéo de citocinas (IL-5, IL-
10, IL-12 e IFN-y). Estes experimentos foram realizados 15 apds a imunizag&o
utilizando-se células totais provenientes de bagos de animais imunizados
estimuladas in vitro, por 48 horas, com proteina Hsp65 ou com lisado de BCG. As
células provenientes do bago de animais imunizados com BCG e com M¢s
eletroporados com mRNA-Hsp65, foram capazes de produzir niveis significativos de
IL-5 em relagdo ao grupo salina. Animais imunizados com CDs eletroporadas (mock)
e CDs eletroporadas com mMRNA-Hsp65 produziram quantidades de IL-5
significativamente maiores que todos os demais grupos experimentais, Figura 13.

A cultura de células do baco de animais imunizados com BCG e com LBs
eletroporados com mRNA-Hsp65, foram capazes de produzir niveis significativos de
IL-10 em relagdo ao grupo salina. Os grupos imunizados com CDs eletroporadas
(mock) e CDs eletroporadas com mMRNA-Hsp65 produziram niveis de IL-10
significativamente maiores que os demais grupos experimentais , Figura 14.

Porém, quando dosamos a produgao de IFN-y foram detectadas quantidades
significativas dessa citocina nas culturas de células do bago de animais imunizados

com BCG e com LBs eletroporados com mRNA-Hsp65, em relagdo ao grupo salina.

53



Mais uma vez, as células recuperadas dos camundongos imunizados com CDs
(mock) e CDs eletroporadas com mRNA-Hsp65 produziram niveis de IFN-y
significativamente maiores que os demais grupos experimentais, Figura 15.

Assim como ocorreu nos ensaios de linfoproliferagdo em alguns casos houve
producao de citocinas por células recuperadas dos animais imunizados mesmo sem

o re-estimulo in vitro com a proteina Hsp65, Figuras 13, 14 e 15.

4.8.3 - Producdao de anticorpos anti-Hsp65 e anti-BCG

Para verificar a ativagao da resposta imune humoral, inicialmente avaliamos a
producao de anticorpos especificos contra a proteina alvo de nosso estudo, através
da detecgéo dos niveis de anticorpos dos isotipos IgG2a e IgG1, caracteristicos do
padrao Th1 e Th2, respectivamente. Tais analises foram conduzidas utilizando soro
de camundongos pré-imunes e imunizados. Como podem ser verificadas na Figura
16 a imunizacdo com as diferentes estratégias nao induziu uma producgao
significativa de nenhum dos isotipos de anticorpos. Somente a imunizagdo com BCG
gerou uma producgado estatisticamente significativa de anticorpos do isotipo 1gG1

quando comparado com soro pré-imune € com 0s outros grupos experimentais.

4.9 - Profilaxia (1 dose)

A capacidade protetora induzida pelas diferentes estratégias vacinais foi
avaliada frente ao desafio com cepa virulenta de M. tuberculosis (Mtb) H37Rv.
Camundongos Balb/c foram imunizados com as diferentes estratégias vacinais:

APCs apenas eletroporadas (mock, 1x10° células, i.v) e APCs eletroporadas com
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mRNA-Hsp65 (1x10° células, i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10°
bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina, i.v. Trinta dias apdés a
imunizagdo os animais foram desafiados com 1 x 10° bacilos de M. tuberculosis por
via i.n Trinta dias apo6s a infecgado os pulmdes foram extraidos para: a) dosagem de
citocinas da cultura de células do pulmao, b) determinagcéo das unidades formadoras

de colbnia (UFCs) e c) analise histopatolégica do tecido pulmonar.

4.9.1- Producéo de citocinas da cultura de células do pulméo

Com intuito de dosar os niveis de IL-4 e IFN-y células do pulm&o de animais
imunizados e desafiados com Mtb foram cultivadas in vitro na presenca da proteina
Hsp65 ou do lisado de BCG. A produgéao de IL-4 foi significativamente maior apenas
nos animais imunizados com células CDs mock e CDs eletroporadas com mRNA-
Hsp65, quando comparado ao grupo salina e os demais grupos experimentais
incluindo o grupo BCG, Figura 17. Conforme se pode observar na Figura 18 os
grupos de animais imunizados com BCG produziram niveis de IFN-y
significativamente maiores que os animais apenas infectados (salina) e os vacinados
com LBs mock, LBs eletroporados com mRNA-hsp65, M¢s mock e Mos
eletroporados com mMRNA-Hsp65. Os grupos de animais imunizados com CDs
eletroporadas com mMRNA-Hsp65 produziram niveis de IFN-y significativamente
maiores que os animais apenas infectados (salina) e também e os vacinados com
LBs mock, LBs eletroporados com mRNA-hsp65, M¢s mock e M¢ps eletroporados
com mRNA-Hsp65.

Assim como ocorreu nos ensaios de imunogenicidade, em alguns casos houve
producdo de citocinas por células recuperadas dos animais imunizados com CDs
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eletroporadas mesmo sem o re-estimulo in vitro com a proteina Hsp65, Figuras 17 e

18.

4.9.2 - Recuperacao de unidades formadoras de coldénia (UFCs)

Os animais vacinados com as diferentes estratégias foram desafiados e 30
dias apds a infecgdo foram sacrificados e tiveram o pulmao coletado e processado
para determinacdo das UFCs conforme descrito no item 3.29. Apos 28 dias de
incubacéo foi feita a contagem das UFCs. Conforme pode ser visualizado na Figura
19, os animais vacinados com: LBs eletroporados (mock), LBs eletroporados com
MRNA-Hsp65, M¢s peritoneais eletroporados (mock), M¢s peritoneais eletroporados
com mRNA-Hsp65, CDs eletroporadas (mock) ou CDs eletroporados com mRNA-
Hsp65 - n&o apresentaram diminuicdo das UFCs quando comparados ao grupo
salina. O grupo de camundongos imunizados com BCG obteve uma redugao
significativa das UFCs. Adicionalmente foi avaliada as UFCs de animais que
receberam APCs pulsadas com proteina, contudo nesses grupos também néao foi

observada reducéo da carga bacilar, Figura 20.

4.9.3 - Andlise histopatologica e morfométrica do tecido pulmonar

A analise histopatoldgica é essencial para avaliar a eficacia de novas vacinas,
uma vez que além da reducdo nas UFCs, uma boa estratégia também deve
preservar o parénquima pulmonar. Dessa forma os pulmdes dos animais imunizados
e infectados foram coletados e analisados trinta dias apds o desafio. Conforme

visualizado na Figura 21 os animais vacinados com: APCs apenas eletroporadas
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(mock, i.v.), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v.), APCs pulsadas com a
proteina Hsp65 (i.v.) - apresentam infiltrados inflamatérios locais e também
inflamacéao peribronquiolar e perivascular. O grupo de animais que s6 recebeu salina
apresenta um comprometimento parcial parénquima pulmonar com presenca de
focos inflamatérios compostos de células mononucleares, sobretudo de linfocitos e
macrofagos além de uma inflamagao peribronquiolar e perivascular. O grau de
comprometido do tecido pulmonar entre o grupo salina e os imunizados com APCs é
bastante parecido. O grupo néao infectado corresponde ao parénquima pulmonar
normal. O grupo BCG apresentou uma melhor preservagao do parénquima com
poucos focos inflamatoérios geralmente associados aos brénquios e vasos.

A analise morfométrica nao revela diferengas no grau de comprometimento do
tecido pulmonar entre as diferentes estratégias vacinais e o grupo salina. No grupo
BCG a porcentagem de area de pulméo inflamada foi menor que no grupo salina. Os
dados de morfometria corroboram o perfil histopatolégico visualizado nos cortes
histolégicos. O grupo nao infectado corresponde ao parénquima pulmonar normal,

Figura 22.

4.10 - Profilaxia (2 doses)

A capacidade protetora induzida por 2 imunizagdes com as diferentes
estratégias vacinais foi avaliada frente ao desafio com cepa virulenta de M.
tuberculosis H37Rv. Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes
estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, 1x10° células, i.v.) e APCs
eletroporadas com mMRNA-Hsp65 (1x10° células, i.v.) e APCs pulsadas com a

proteina Hsp65 (1x10° células, i.v.).O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10°
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bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina, i.v. Apds quinze dias receberam
a segunda dose: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v.), APCs eletroporadas com
MRNA-Hsp65 (i.v.), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v.). e salina (i.v.). Quinze
dias apés a segunda dose os animais foram desafiados com 1x10° bacilos da cepa
virulenta H37Rv de M. tuberculosis por via i.n Trinta dias apds a infecgao os pulmdes
foram extraidos para: a) dosagem de citocinas do homogenato do pulméo, b)
determinagcdo das unidades formadoras de colénia (UFCs) e c¢) analise

histopatolégica e morfométrica do tecido pulmonar.

4.10.1 - Producdo de citocinas do homogenato do pulméo

A dosagem de citocinas diretamente do homogenato do pulm&o dos animais
vacinados e infectados com Mtb revela uma redugdo dos niveis de TNF-a nos
camundongos imunizados com 2 doses de CDs eletroporadas com mRNA-Hsp65 ou
CDs pulsadas com proteina Hsp65 em relagdo ao grupos salina (animais infectados
e tratados com salina), Figura 23.

A dosagem de IL-12 revela uma redugdo dos niveis dessa citocina no grupo
BCG. Esse fendbmeno € considerado normal ja que o BCG esta relacionado com a
inducdo de um padrdo misto de resposta durante a TB. Esse padrao foi observado
durante os ensaio de imunogenicidade com a producdo de anticorpos do subtipo
IgG1 e produgao significativa de IL-5 e IL-10, Figuras 13, 14 e 16. Nos demais
grupos nao foram observadas diferengas significativas nos niveis de IL-12 quando

comparados com o grupo salina, Figura 24.
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Quanto ao IFN-y ndo foram encontradas diferengas entre os grupos

experimentais com o controle imunizado com salina, Figura 25.

4.10.2 - Determinacéao das unidades formadoras de coldnia (UFCs)

Quando avaliamos as UFCs, em nenhum dos grupos vacinados com as
diferentes abordagens profilaticas houve diminuicdo da carga bacilar quando
comparados com o grupo que recebeu salina. O grupo de camundongos imunizados

com BCG obteve uma reducao significativa das UFCs, Figura 26.

4.10.3 - Andlise histopatolégica e morfométrica do tecido pulmonar

Em todos os grupos experimentais observamos uma pneumonia tuberculosa
com comprometimento do parénquima pulmonar apresentando um infiltrado
inflamatério difuso com presenga de células mononucleares de localizagio intra-
alveolar, além de uma inflamagdo peribronquiolar e perivascular. O grupo BCG
apresentou uma melhor preservagao do parénquima com alguns focos inflamatorios
peribronquiolares e perivasculares e uma menor congestdo do tecido pulmonar,
Figura 27. Quando comparamos esses resultados com os experimentos de profilaxia
1 dose (Figura 21) parece ter havido nesses ultimos uma maior congestao do tecido
pulmonar. Acreditamos que isso possa ter ocorrido devido ao fato de se tratarem de
in6culos distintos de Mtb que podem apresentar algumas diferengas no numero total
de micobactérias ou mesmo na viruléncia da cepa. No entanto, ndo consideramos
que isso tenha prejudicado as analises dos resultados uma vez que dentro do

mesmo experimento um so inoculo foi utilizado.
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A analise morfométrica nao revela diferengas no grau de comprometimento do
tecido pulmonar entre as diferentes estratégias vacinais. Conforme esperado, no
grupo BCG a porcentagem de area de pulméo inflamada foi menor que no grupo
salina. O grupo néo infectado corresponde ao parénquima pulmonar normal, Figura
28.

Com base nos parametros analisados podemos dizer que a imunizagao de
camundongos Balb/c com 1 ou 2 doses de APCs transfectadas com mRNA-Hsp65
ou pulsadas coma proteina Hsp65, administradas por via endovenosa, foi incapaz de

gerar protecao contra a TB experimental.

4.11 - Terapia (1 dose)

As propriedades terapéuticas das diferentes estratégias foram avaliadas em
animais infectados com cepa virulenta de M. tuberculosis H37Rv. Camundongos
Balb/c foram infectados com M. tuberculosis por via i.n e trinta dias apds a infecgao
receberam as abordagens terapéuticas: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v.),
APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v.), APCs pulsadas com proteina Hsp65
(i.v.). O grupo controle recebeu salina, i.v. Trinta dias apds a imunizag&o os animais
foram sacrificados e tiveram os pulmdes coletados para: a) dosagem de citocinas do
homogenato do pulm&o, b) determinagdo das unidades formadoras de colbénia

(UFCs) e c) analise histopatoldgica e morfométrica do tecido pulmonar.

4.11.1 - Producdao de citocinas do homogenato do pulméo

A dosagem de citocinas IL-10, TNF-a, IL-12 e IFN-y diretamente do homogenato

do pulmao dos animais infectados com M. tuberculosis e tratados com as diversas
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abordagens terapéuticas ndo apresentou diferengas significativas quando comparada
com os niveis de citocinas do grupo salina (animais infectados e tratados com

salina), Figuras 29, 30, 31 e 32.

4.11.2 - Determinacéao das unidades formadoras de coldnia (UFCs)

Quando avaliamos o numero de bactérias presentes no pulmao em nenhum dos
grupos vacinados com as diferentes abordagens terapéuticas verificamos diminuigao

da carga bacilar quando comparados com o grupo salina, Figura 33.

4.11.3 - Anédlise histopatoldégica e morfométrica do tecido pulmonar

A andlise histolégica revela, conforme demonstrado na Figura 34, que os
animais infectados e tratados com salina apresentam uma pneumonia tuberculosa
com comprometimento parcial do parénquima pulmonar apresentando um intenso
infiltrado inflamatério caracterizado pela presenca de células mononucleares de
localizagéo intra-alveolar associado a presenga de BALT (do inglés: bronchus-
associeted lymphoid tissue, tecido linféide associado ao brénquio). Notam-se
também numerosos macrofagos chantomatosos sugestivos da presenga de bacilos.
Nao parece haver grandes diferengas entre o grupo salina e os demais grupos
experimentais. O grupo néo infectado corresponde ao parénquima pulmonar normal.
As analises morfométricas indicam um comprometimento parcial do tecido pulmonar
com cerca de 40% de area de pulmao inflamada, ndao havendo diferengas entre os

diferentes grupos experimentais, Figura 35.
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Com base nos parametros analisados: produgédo de citocinas, carga bacilar e
analise histolégica e morfométrica, pode-se dizer que essa estratégia terapéutica
utilizando 1 dose das diferentes abordagens ndo se mostrou eficiente no tratamento

da tuberculose experimental.

4.12 - Terapia (2 doses)

Diante da auséncia de efeitos terapéuticos na abordagem terapéutica com 1
dose foi realizado o tratamento com 2 doses de APCs eletroporadas com mRNA-
Hsp65 ou pulsadas com a proteina Hsp65. Camundongos Balb/c foram infectados
com M. tuberculosis por via intranasal e trinta dias apds a infecgao os animais
receberam a primeira dose das diferentes abordagens vacinais: APCs apenas
eletroporadas (mock, i.v.), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v.), APCs
pulsadas com proteina Hsp65 (i.v.). O grupo controle recebeu salina, i.v. Quinze dias
depois receberam a segunda dose: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v.), APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v.), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v.). O
grupo controle recebeu salina, i.v. Quinze dias apds a ultima dose os pulmdes foram
coletados para: a) dosagem do homogenato do pulmdo, b) determinagdo das
unidades formadoras de colénia (UFCs) e c) analise histopatoldgica e morfométrica

do tecido pulmonar.

4.12.1 - Producdao de citocinas do homogenato do pulméo

As dosagens das citocinas IL-12, IFN-y e TNF-a diretamente do homogenato
do pulméo dos animais infectados com M. tuberculosis e tratados com as diversas

abordagens terapéuticas (2 doses) ndo revelaram diferengas significativas quando
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comparadas com o grupo salina (animais infectados e tratados com salina), Figuras

36, 37 e 38.

4.12.2 - Determinacao das unidades formadoras de coldnia (UFCs)

N&o foram encontradas diferengas significativas na carga bacilar nos pulmdes
dos animais infectados e tratados com as diferentes abordagens terapéuticas quando
comparadas com o numero de bacilos no grupo controle (animal infectado e tratado

com salina), Figura 39.

4.12.3 - Andlise histopatoldégica e morfométrica do tecido pulmonar

A analise histolégica mostra grande semelhanga com os resultados obtidos na
terapia 1 dose, Figura 34. Em todos os grupos infectados e tratados ha existéncia de
uma pneumonia tuberculosa, bastante parecida aquela encontrada no grupo salina.
O grupo nao infectado corresponde ao parénquima pulmonar normal, Figura 40. As
analises morfométricas indicam um comprometimento parcial do tecido pulmonar
com cerca de 50% de area de pulmao inflamada, ndao havendo diferengas entre os

diferentes grupos experimentais, Figura 41.

Com base nos parametros analisados podemos dizer que a estratégia
terapéutica utilizando 2 dose de APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 ou pulsadas
com a proteina Hsp65, transferidas por via endovenosa, nao se mostrou eficiente no

tratamento da tuberculose experimental.
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4.13 - Profilaxia 2 doses (via subcutanea)

A escolha da via de imunizagao pode ser determinante para o sucesso de um
modelo vacinal dessa forma foram avaliados os efeitos profilaticos em animais
imunizados por via sub-cutanea (s.c.) e infectados com M. tuberculosis. Para tal
camundongos Balb/c foram imunizados com 2 doses de células: CDs ou M¢s (1x10°)
incubados com 5ug de mRNA-Hsp65 (contato), células apenas incubadas com meio
(mock) ou pulsadas com 50ug da proteina recombinante Hsp65. As imunizagdes
ocorreram com um intervalo de 15 dias e a infecgao foi realizada 15 dias apds a
segunda dose. Trinta dias apods a infecgcdo os animais foram sacrificados e os
pulmdes coletados para: a) dosagem do homogenato do pulmao, b) determinacao
das unidades formadoras de colénia (UFCs) ) e c) analise histopatoldgica e

morfométrica do tecido pulmonar.

4.13.1 - Producao de citocinas do homogenato do pulméo

A dosagem de IL-12 e IFN-y diretamente do homogenato do pulm&o dos
animais imunizados com as CDs ou M¢s e infectados com M. tuberculosis nao
apresentou diferengas significativas quando comparadas com o grupo de animais
imunizados com salina, Figuras 42 e 43. Os animais controles que receberam BCG
nao apresentaram redugdo nos niveis de IL-12 e IFN-y. Em um outro experimento
descrito anteriormente foi observada uma diminuicdo nos niveis de IL-12 no pulmao
de animais vacinados com BCG, Figura 24. Embora tenhamos utilizado a mesma
cepa de BCG em todos os experimentos os lotes foram diferentes. Acreditamos que

isso possa ter provocado algumas variagdes nos resultados.
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4.13.2 - Determinacéao das unidades formadoras de coldnia (UFCs)

N&o foram encontradas diferengas significativas na carga bacilar no pulmao
dos animais imunizados (CDs ou M¢s pulsados com mRNA-Hsp65 ou com proteina
Hsp65) e infectados quando comparados com o grupo controle (animal imunizado

com salina e infectado), Figura 44.

4.13.3 - Andlise histopatolégica e morfométrica do tecido pulmonar

Conforme visualizado na Figura 45 os animais vacinados com CDs ou M¢s
pulsados com mMmRNA-Hsp65 ou com proteina Hsp65 apresentaram infiltrados
inflamatdrios locais e também inflamagéo peribronquiolar e perivascular. O grupo de
animais que so recebeu salina apresentou um comprometimento parcial parénquima
pulmonar com presenca de focos inflamatérios compostos de células
mononucleares, sobretudo de linfécitos e macréfagos além de uma inflamacéao
peribronquiolar e perivascular. O grau de comprometido tecidual bem como o
aspecto histopatolégico do tecido pulmonar entre o grupo salina e os imunizados
com APCs é bastante parecido. O grupo nao infectado corresponde ao parénquima
pulmonar normal. O grupo BCG apresentou uma melhor preservagao do parénquima
do pulmdo com poucos focos inflamatorios geralmente associados aos brénquios e
vasos.

As andlises morfométricas indicam um baixo comprometimento do tecido
pulmonar com cerca de 20% de area de pulméo inflamada, ndo havendo diferencas
entre os grupos que receberam CDs ou M¢s pulsados com mRNA-Hsp65 ou com

proteina Hsp65 e o grupo salina, Figura 46. O grupo BCG apresentou um infiltrado
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inflamatério escasso com um comprometimento de apenas 10% do tecido do

pulmé&o.

Com base nos parametros analisados: produgédo de citocinas, carga bacilar e
analise histolégica e morfométrica, pode-se dizer que essa estratégia profilatica nao

se mostrou eficiente no tratamento da tuberculose experimental.

4.14 - Terapia 2 doses (via subcutéanea)

Camundongos Balb/c foram infectados com M. tuberculosis por via intranasal
e trinta dias apos a infeccdo os animais receberam com 2 doses de células: CDs ou
Mds (1x10°) incubados com 5ug de mRNA-Hsp65 (contato), células apenas
incubadas com meio (mock) ou pulsadas com 50ug da proteina recombinante Hsp65,
com um intervalo de 15 dias entre a primeira e a segunda dose. Quinze dias apds a
segunda dose os pulmdes foram coletados para: a) dosagem do homogenato do
pulméo, b) determinagdo das unidades formadoras de colénia (UFCs) e c) analise

histopatoldgica e morfométrica do tecido pulmonar.

4.14.1 - Producdo de citocinas do homogenato do pulméo

A dosagem das citocinas IL-12 e IFN-y diretamente do homogenato do pulméo
dos animais infectados com M. tuberculosis e tratados com as abordagens
terapéuticas n&o revelaram diferengas significativas quando comparada com o grupo

salina (animais infectados e tratados com salina), Figuras 47 e 48.
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4.14.2 - Determinacéao das unidades formadoras de coldnia (UFCs)

Nao foram encontradas diferengas no numero de bactérias presentes no
pulmdo dos animais infectados e tratados com CDs ou M¢s pulsados com mRNA-
Hsp65 ou com a proteina Hsp65 quando comparadas com o grupo controle (animal

infectado e tratado com salina), Figura 49.

4.14.3 - Andlise histopatoldgica e morfométrica do tecido pulmonar

A analise histolégica revela, conforme demonstrado na Figura 50, que os
animais infectados e tratados com salina apresentam uma pneumonia tuberculosa
com comprometimento parcial do parénquima pulmonar apresentando um intenso
infiltrado inflamatério caracterizado pela presenca de células mononucleares de
localizagéo intra-alveolar associado a presengca de BALT (do inglés: bronchus-
associeted lymphoid tissue, tecido linféide associado ao brénquio). Notam-se
também numerosos macrofagos chantomatosos sugestivos da presenga de bacilos.
Nao parece haver grandes diferengas entre o grupo salina e os demais grupos
experimentais. O grupo nao infectado corresponde ao parénquima pulmonar normal.

As analises morfométricas indicam um comprometimento parcial do tecido
pulmonar com cerca de 40% de area de pulméo inflamada, ndo havendo diferencas

entre os diferentes grupos experimentais, Figura 51.

Com base nos parametros analisados: produgcado de citocinas, carga bacilar e

analise histolégica e morfométrica, pode-se dizer que essa estratégia terapéutica nao

se mostrou eficiente no tratamento da tuberculose experimental.
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Com base nos parametros analisados e nos resultados obtidos podemos dizer
que as estratégias profilatica e terapéutica utilizando 2 dose de APCs transfectadas
com mRNA-Hsp65 ou pulsadas coma proteina Hsp65, por via subcutanea, ndo se

mostraram eficientes na protecdo e/ou no tratamento da tuberculose experimental.
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DISCUSSAO



5- DISCUSSAO

Nesse trabalho avaliamos as propriedades profilaticas e terapéuticas de um
nova estratégia vacinal baseada na aplicagdo de mRNA correspondente ao antigeno
Hsp65, no modelo da tuberculose. Para tanto animais foram imunizados com
diferentes APCs - linfocitos B (LBs), macrofagos (M¢s) e células dendriticas (CDs) -
pulsadas com a proteina ou com a mensagem da Hsp65 de Mycobacterium leprae
durante a infecgdo pelo Mycobacterium tuberculosis. Nossos resultados revelaram
que a vacinagao de animais com as APCs pulsadas com a proteina recombinante
Hsp65 ou transfectadas com mRNA-Hsp65 e desafiados com a cepa virulenta de
Mycobacterium tuberculosis H37Rv nao foi capaz de reduzir a carga bacilar no
pulmdo dos camundongos infectados. Quando avaliamos as propriedades
terapéuticas, ou seja, animais previamente infectados e tratados com as APCs
pulsadas com a proteina ou transfectadas com a mensagem, também n&o
observamos reducdo de UFCs, além disso, os niveis de citocinas no pulmao e
comprometimento do tecido pulmonar se mantiveram similares aos encontrados nos
animais tratados apenas com salina.

Uma das preocupacdes iniciais nos protocolos de transfecgao de APCs com
moléculas de mRNA ¢é a verificagdo da integridade e meia vida da molécula além da
cinética de expressao da proteina correspondente. Embora a molécula de mRNA-
Hsp65 produzida in vitro apresente certa estabilidade pela adigdo de analogo de CAP
e cauda PoliA, surpreendeu-nos a curta meia vida da molécula apds a transfecgao
de células 293HEK, sendo detectavel apenas até 4 horas apés a transfeccao, por
meio de RT-PCR, Figura 4. Além disso, a cinética de expressdo da proteina

correspondente parece acontecer em niveis baixos e também num periodo de curta
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duragéao, apenas até 4 horas, Figura 5. Com base nesses dados especulamos que as
moléculas de mMRNA poderiam estar sendo consumidas ou degradadas por algum
mecanismo de controle de expressao da célula. Quanto a curta meia vida da proteina
Hsp65 esse fato pode ser uma caracteristica intrinseca da molécula, ja que ela
apresenta atividade de endopeptidase (Portaro, Hayashi et al. 2002). Dessa forma, a
acao enzimatica atuando sobre se mesma geraria fragmentos que poderiam ser
capazes de induzir uma resposta imune especifica, mas dificultaria a detecgao da
proteina. Outra alternativa a ser considerada, seria a dificuldade inerente de
producdo de uma proteina procaridtica em uma célula eucaridtica devido a
diferencas de codon usage. Dessa forma, a escassez de determinados tRNA para
alguns anticédons poderia dificultar a tradugdo completa da proteina, gerando
apenas peptideos ou proteinas truncadas susceptiveis a degradacao (Gustafsson,
Govindarajan et al. 2004). De fato a otimizagdo de codon em um mRNA de HIV
codificando para gag induz um grande aumento na producéo da proteina (Ngumbela,
Ryan et al. 2008).

Embora muitos dos trabalhos com modelos de imunizagdo que abordam a
transfeccdo de células com moléculas de mMRNA nado apresentem a cinética de
expressdo de proteinas em células transfectadas, alguns estudos mostram a
expressao de proteina verde fluorescente (GFP), corresponde a molécula de mRNA-
GFP - como controle da transfeccéo - de 24 até 48 horas apos a transfeccao. O fato
de termos detectado uma expressao rapida e transiente da proteina Hsp65, produto
da traducédo das moléculas de mRNA-Hsp65, foi fundamental para determinacdo do
momento de imunizacdo dos animais. Optamos por transferir as APCs transfectadas
logo apdés o processo de eletroporagcédo. Por outro lado, nos experimentos com

células pulsadas com mRNA, as APCs foram incubadas por 1 hora e em seguida
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injetadas nos animais. Especulamos que nas horas seguintes ao processo de
transfeccado as APCs estimulariam mais eficientemente os linfécitos T especificos.

A maioria dos protocolos descritos para transfeccdo de CDs com moléculas de
MmRNA ou RNA total provenientes de tumores utiliza como ferramenta a
eletroporagao. Esse método consiste na aplicagdo de uma carga elétrica que induz
uma desestruturacado reversivel da bicamada lipidica da membrana celular com
formacado temporaria de poros que permitem a entrada de moléculas na célula.
Vaérios estudos ja demonstraram que CDs transfectadas por eletroporagdo sao
capazes de induzir uma resposta imune especifica tanto em ensaios in vitro como in
vivo (Bone hill, Herman et al. 2004; Jarnjak-Jankovic, Pettersen et al. 2005; Markovic,
Dietz et al. 2006). Entretanto, muito se questiona sobre os efeitos da eletroporacéo
na viabilidade celular e na possibilidade de haver perda das fungdes fisioldgicas ou
inducdo de necrose ou apoptose. Mesmo porque, as CDs apoptdticas ou em necrose
sdo incapazes de induzir uma resposta de células T (Kleindienst and Brocker 2003).
Conforme demonstramos para o protocolo adotado nesse trabalho, a viabilidade das
células até 1 hora apés a eletroporacao foi pouca afetada, Tabela Il. Além disso, as
APCs submetidas a eletroporacdo e avaliadas quanto ao perfil de moléculas co-
estimuladoras 24 horas apés a transfeccao apresentaram bons indices de viabilidade
comparaveis aos indices de viabilidade de células ndo eletroporadas (dados nao
mostrados). Em concordancia com nossos resultados dados de um estudo atestam a
manutengcdo das propriedades fisiologicas e da viabilidade de CDs submetidas a
eletroporagao de até 500V (Hilpert, Heiser et al. 2005).

A eficiéncia da transfeccao utilizando a eletroporacdo quando comparada a
outros métodos como uso de lipossomas ou agentes ndo lipidicos catidnicos ja foi

abordada em diversos estudos. De uma maneira geral a eletroporagcéo tem sido
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considerada um método de transfecgao bastante eficiente, superando os resultados
obtidos com que a lipotransfec¢ao ou a captura passiva (Kalady, Onaitis et al. 2002;
Lundqvist, Noffz et al. 2002; Van Meirvenne, Straetman et al. 2002). Por outro lado,
ainda mais eficiente que a eletroporagao parece ser a transfecgdo usando agentes
catidnicos nao lipidicos como o Transmessenger, inclusive gerando uma melhor
resposta protetora (Yu, Babiuk et al. 2007). Nos resultados aqui apresentados a
porcentagem de incorporacdo de moléculas de mRNA-Hsp65 (marcadas com
fluorocromo) por APCs eletroporadas foi bastante alta, Figura 7. Contudo, diante da
falta de inducao de um efeito protetor ou terapéutico ndo pudemos avaliar possiveis
diferencas na eficiéncia de inducao de resposta entre as células eletroporadas ou
células pulsadas com mRNA-Hsp65.

Ao contrario do que é mostrado por alguns estudos (Bonehill, Heirman et al.
2004; Markovic, Dietz et al. 2006), em nossas analises, o processo de eletroporagao
por si sO mostrou-se capaz de induzir um aumento de expressdao de algumas
moléculas co-estimuladoras nas APCs, Figuras 9, 10 e 11. Este dado é bastante
interessante, pois em muitos modelos experimentais de imunizacdo com CDs a
ativagao destas induz uma resposta protetora mais eficiente (Yu, Huang et al. 2006;
Carrion, Nieto et al. 2007). Entretanto ha também casos nos quais se observa uma
resposta protetora mesmo na auséncia de estimulacdo de CDs. Em outros modelos
se chama a atencéo para o grau de ativagdo dessas células. Um caso especifico
relata que a ativacdo incompleta das CDs em modelo de imunizagdo contra
leishmaniose leva a uma resposta indesejada, de perfil Th2, resultando em auséncia
de protecédo (Wiethe, Debus et al. 2008). Um estudo de Boonstra et al também ja
descreveu que baixas doses de antigeno e o tipo de estimulagdo aos quais sao

submetidas as CDs determinam o perfil da resposta (Boonstra, Asselin-Paturel et al.
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2003). De fato, estudos com CDs humanas, em ensaios clinicos de vacinagao contra
diversos tipos de cancer, apontam a necessidade de ativacdo das células para
inducdo de uma resposta antitumoral eficiente. Nesses ensaios, comumente é
utilizado um coquetel de ativagao contendo: TNF, IL-1, IL-6 e PgE, (Jarnjak-Jankovic,
Pettersen et al. 2005; Zobywalski, Javorovic et al. 2007). CDs imaturas além de
poderem ser ignoradas pelo sistema imune sao capazes de levar a um quadro de
tolerancia pela indugao de células T reguladoras (Treg) produtoras de IL-10 (Jonuleit,
Schmitt et al. 2000; Dhodapkar, Steinman et al. 2001). Classicamente ja ficou
demonstrado que a ativacdo completa de uma CD requer a sinalizacao via CD40, e
que a falta desse sinal ou uma fraca sinalizacdo, podem levar a uma falha na
producdo otima de citocinas. Isso teria implicagcbes diretas na polarizagdo da
resposta e na geracédo de linfécitos T efetores e de memdéria (Lanzavecchia and
Sallusto 2002). A sinalizagédo via CD40 também parece fundamental na imunizagao
com LBs como apresentadores de antigeno. Nesses modelos fica evidente a
necessidade de ativagao prévia dos LBs com células expressando ligante de CD40
(CD40L) (von Bergwelt-Baildon, Vonderheide et al. 2002; Coughlin, Vance et al.
2004). Curiosamanente, dados apresentados recentemente por Fukui et al também
revelam que CDs diferenciadas a partir de precursores da medula 6ssea tém baixa
responsividade ao estimulo com agonista de TLR7 (Fukui, Saitoh et al. 2009).
Tomando em conta dados obtidos em nosso laboratério, bastante sugestivos da
interacdo entre a molécula de mMRNA-Hsp65 e o TLR7, acreditamos que essa
interacdo possa ter se refletido no estado de ativacdo das APCs e dessa forma
possa ter contribuido para a auséncia de resposta protetora nos ensaio de profilaxia

durante a TB experimental. Especulamos que pelo menos em parte uma ativagao
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inadequada das APCs em nosso modelo explique a auséncia de resposta protetora
nos ensaio de profilaxia durante a TB experimental.

O tipo de sinal estimulador que as CDs e possivelmente outras APCs sao
submetidas pode ser um fator critico para indu¢cao de uma resposta protetora. Em um
modelo experimental de leishmaniose CDs pulsadas com antigeno de Leishmania
major foram ativadas com CPG, TNF-a ou anticorpo anti-CD40, entretanto somente
aquelas tratadas com CPG foram capazes de induzir protegdo. Adicionalmente foi
verificado que o efeito protetor era dependente da produgédo endoégena de IL-12, mas
independente da produgdo de IL-12 pelas CDs transferidas (Ramirez-Pineda,
Frohlich et al. 2004). Considerando-se que a protecdo contra TB depende
invariavelmente da indugao de uma forte resposta Th1 podemos pensar que o estado
de ativacdo das APCs, em nosso modelo, possa ter influenciado fortemente os
resultados. Mesmo que essas APCs apresentassem um perfil de células ativadas
talvez esse nao fosse o sinal ideal para indugao de uma resposta Th1.

A caracterizagdo fenotipica das diferentes APCs também nos forneceu dados
interessantes quanto a capacidade imuno-estimuladora das moléculas de mRNA-
Hsp65. Nos M¢s e CDs a molécula mRNA-hsp65 parece modular positivamente a
expressado de CD40, CD80 e CD86, Figuras 10 e 11. Enquanto nos LBs aumenta a
expresséo de CD80 e CD86, Figura 9. De fato outros estudos ja haviam fornecido
evidéncias da capacidade de moléculas de mRNA em induzirem a ativagao de CDs.
A transfecgcdo com mRNA de gag de HIV induziu a maturagdo de CDs humanas que
foram capazes de gerar uma forte resposta primaria in vitro (Weissman, Ni et al.
2000). Outro estudo sugeriu que a ativagdo de CDs por moléculas de mRNA

ocorreria provavelmente por uma sinalizagdo mediada por receptores de
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nucleotideos do tipo P2Y (Ni, Capodici et al. 2002). Também ja se descreveu a
ativacao de CDs por moléculas de mRNA de HIV via TLR3 com indug¢ao da produgao
de TNF, IL-1 (Kariko, Ni et al. 2004). Por outro lado, estudos recentes realizados em
nosso laboratério indicam que a molécula de mMRNA-Hsp65 é capaz de induzir
ativagao in vitro de macréfagos murinos RAW 264.7 e que esta sinalizagdo nao se da
via TLR3. Ao contrario, vimos que esse processo é dependente de MyD88 e que se
da provavelmente via TLR7 (manuscrito em elaboragéo).

As células apresentadoras de antigeno (APCs), sobretudo as CDs, quando
pulsadas com a proteina recombinante Hsp65 também modularam positivamente a
expressdo de algumas moléculas co-estimuladoras. Entretanto, alguns estudos
questionam as propriedades imuno-estimuladoras das Hsps. Por se tratarem de
chaperonas e por se associarem facilmente a outras moléculas, como o LPS,
acredita-se que esse papel imunomodulador seja resultado da acdo de moléculas
associadas a proteina e ndo da Hsp propriamente dita (Tsan and Gao 2009).
Estudos realizados recentemente em nosso laboratério indicam que realmente pode
existir uma contaminacao da proteina Hsp65 com LPS, consequente do processo de
producdo. Entretanto, verificamos que mesmo com a completa neutralizacdo desse
contaminante, utilizando polimixina B, ainda existe capacidade estimuladora. A
Hsp65 mostrou-se capaz de induzir a ativagdo de macrofagos murinos RAW 264.7
levando a producédo de NO e esse processo ocorreu mesmo na auséncia de LPS
(manuscrito em elaboragao).

Um fato interessante observado durante a realizacdo desse trabalho € que as
células recuperadas do baco ou do pulmao dos animais imunizados com as APCs
nota-se proliferagdo celular ou producdo de citocinas mesmo na auséncia da

transfecgdo com mRNA e do re-estimulo in vitro com a proteina Hsp65, Figuras 12,
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13 14 e 15. Inicialmente este dado nos causou estranheza, entretanto, alguns
trabalhos tém mostrando a capacidade das CDs utilizadas para imunizacdo em
induzirem uma ativacdo de células T especificas contra proteinas do Soro Bovino
Fetal (SBF). Ou seja, durante o processo de diferenciagdo as CDs podem capturar
proteinas do meio de cultura e apresenta-las em contexto de MHC ativando linfocitos
T especificos contra proteinas do soro (Kadri, Potiron et al. 2007; Rubakova,
Petrovskaya et al. 2007). Chama-se atencao para alguns modelos de cancer nos
quais as células tumorais crescem in vitro na presenca de SBF e depois sao
transferidas para os animais. Nesses casos o efeito citotdxico in vivo pode ser
consequéncia da acao de linfécitos T ndo sé contra proteinas tumorais, mas também
contra proteinas do soro, constituindo assim um falso resultado. Nesse modelo o
cultivo com soro homodlogo, no caso camundongo, aboliu o efeito observado.
(Toldbod, Agger et al. 2003). Vale comentar que em ensaios de transferéncia de
células em humanos, esse efeito ndo é observado, pois as células sido cultivadas em
soro homologo.

Uma hipétese para explicar nossos resultados negativos pode ser baseada na
frequéncia de células especificas contra a Hsp65 versus aquelas especificas contra
proteinas do soro bovino. Uma baixa frequéncia de linfécitos anti-Hsp65 poderia
explicar a auséncia de protegao apds desafio com Mtb.

As células recuperadas dos animais imunizados e mantidas em cultura podem
ser re-estimuladas tanto pela Hsp65 — nos animais que receberam o mRNA-Hsp65 -
como pelas proteinas do soro presentes no meio de cultivo. Esse efeito provocado
pelas proteinas do soro pode explicar os valores similares na capacidade proliferativa
de células recuperadas dos animais imunizados CDs eletroporadas com mRNA-

Hsp65 na auséncia ou na presenga da proteina Hsp65 in vitro, Figura 12, como
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discutido acima. A mesma tendéncia pode ser observada para as células do baco
recuperadas dos animais imunizados com LBs eletroporados com mRNA-Hsp65,
uma vez que este tipo celular também foi mantido em meio de cultura contendo SBF
antes de ser injetado nos animais. Esforgos recentes tém sido feitos para se tentar
abolir esses efeitos do soro heterdlogo, nos modelos experimentais, como a tentativa
de diferenciacdo das CDs em meios sem soro ou com 1-2% de soro homalogo.
Entretanto a quantidade e a qualidade das CDs geradas por esses processos
parecem ser inferiores aos protocolos com soro heterélogo (Lutz and Rossner 2007).

Os resultados de linfoproliferagao sugerem que houve expressao da Hsp65 in
vivo com consequente proliferagao de células T especificas nos animais imunizados
com LB e CDs eletroporados com mRNA-Hsp65, o que nao foi observado quando da
transferéncia de M¢s. Apesar de ja haver relatos de indugao de resposta especifica
em modelos vacinais de imunizagdo com macrofagos (Gustavson, Zouain et al.
2002) além do fato dessas células apresentarem capacidade de ativagao de linfocitos
T naive, provavelmente, em nosso modelo, as duas principais APCs envolvidas no
processo de linfoproliferagao, foram os LBs e as CDs.

Nos resultados de dosagem de citocinas, a partir do sobrenadante da cultura
de células re-estimuladas in vitro com Hsp65 ou BCG, também nao pode ser
descartado o efeito induzido pelo SBF, isso pode ser evidenciado nos resultados
obtidos com as células mock, Figuras 13, 14 e 15. Esse fenbmeno também pode ser
observado nos experimentos de protecdo com células recuperadas do pulm&o dos
animais vacinados com CDs e infectados, Figuras 17 e 18. Além disso, percebe-se
grandes diferengcas na producédo de citocinas de células recuperadas dos animais
imunizados com CDs eletroporadas e CDs eletroporadas com mRNA-Hsp65 em

relacdo aos demais grupos experimentais, especificamente para as citocinas IL-5, IL-
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10 e IFN-y nos experimentos de imunogenicidade e de IL-4 e IFN-y nos dados de
protecdo. O fato de LBs e M¢s ndo serem capazes de induzir niveis de producéo de
citocinas similares ao das CDs talvez seja decorrente de caracteristicas intrinsecas
dessas APCs, nesse modelo vacinal. Esses dados sugerem que dependendo da
APC usada na transferéncia adotiva pode haver modulacdo da resposta imune,
através da producao de citocinas o que certamente pode influenciar na ativacdo de
linfécitos T e no design de estratégias vacinais.

A analise da producédo de citocinas induzida pela imunizacdo com CDs tanto
nos experimentos de imunogenicidade (Figuras 13, 14 e 15) como de protecéo
(Figuras 17 e 18) refletem a capacidade desse subtipo de APC de ser
potencialmente capaz de inducao de um perfil misto de resposta, com altos niveis de
IFN-y, mas também de IL-4, IL-5 e IL-10. Esse fendmeno pode ser implicagbes
diretas na protecdo. Essa capacidade de indugdo de um perfil Th2 pode explicar,
pelo menos em parte, a auséncia de protecdo e de efeitos terapéuticos nos animais
imunizados. De fato ja foi demonstrado em um modelo de imunizagdo contra
infeccdo por Chlamydia que a imunizagdo com CDs pulsadas com a principal
proteina de superficie desse parasita induz um perfil de resposta Th2 incapaz de
gerar protegao (Shaw, Grund et al. 2002). Esse perfil de resposta induzido por CDs
pode estar relacionado ao estado de ativagdo das células, ja que quando as CDs
foram incubadas com o préprio microorganismo (Chlamydia) observou-se protegao.
E possivel que em modelos de imunizagdo com CDs pulsadas com o patdgeno
moléculas presentes na superficie do parasita tenham levado a maturagao das CDs

induzindo um perfil Th1 protetor (Su, Messer et al. 1998; Shaw, Grund et al. 2001).
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Outro fator que parece estar envolvido na determinacao do perfil de resposta e
consequentemente no sucesso ou fracasso de um modelo vacinal esta relacionado
com a alogenia das células transferidas. Ja se descreveu em um modelo
experimental de cancer com imunizagdo com CD alogénicas ou singénicas que
somente a transferéncia de CDs alogénicas é capaz de induzir a redug¢ao do tumor,
fato esse explicado pela indugdo de um perfil misto de resposta pelas células
singénicas e de perfil Th1 pelas células alogénicas (Suzuki, Fukuhara et al. 2005).

Ainda observando os resultados da imunogenicidade verificamos que nos
animais vacinados com as APCs transfectadas ndo houve deteccao de anticorpos
especificos anti-Hsp65, Figura 16. Acreditamos que isso tenha ocorrido porque a
sequéncia da Hsp65 codificada pelo mMRNA-Hsp65 ndo contém nenhuma
modificagdo para a secreg¢do, ou seja, a proteina é naturalmente desprovida de
peptideo sinal, o que restringiria sua liberacéo ao citoplasma da célula transfectada.
Especulamos que a proteina codificada pelo mRNA-Hsp65 seja secretada em baixos
niveis ou até mesmo nao secretada, o que dificultaria uma resposta humoral. Além
disso, ndo podemos descartar a hipotese de que a quantidade antigeno Hsp65 em
nosso modelo tenha sido insuficiente para gerar uma resposta humoral, visto que no
modelo de vacinagdo com o antigeno na forma de DNA (DNA-Hsp65) observa-se
altos niveis de anticorpos especificos (Goncalves, Bonato et al. 2007; Rosada, de la
Torre et al. 2008).

A utilizacdo de CDs transfectadas com mRNA e também com DNA tém sido
criticada, porque em teoria preconizaria a ativacdo de linfécitos T CD8. E de amplo
conhecimento que até mesmo em modelos de vacinagdo contra cancer nos quais
seja desejavel uma forte resposta de CTLs (linfécitos T citotdxicos), a ativagédo de LT

CD4 se faz necessaria para uma resposta mais eficiente e também para geragéo de
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memoria. Contudo, o que se vé na pratica nos diversos modelos de imunizagao com
DNA ou com CDs transfectadas com mRNA ¢é a estimulacdo de ambas as
populacgdes - CD4 e CD8 - mesmo que a sequéncia seja desprovida de peptideo
sinal (Pascolo 2004). Entretanto, como possivel correcédo desse problema alguns
grupos tém alcangado melhora na resposta de LT CD4 utilizando mRNAs quiméricos
com sequéncias codificadoras de peptideo sinal ou alguma outra modificagcdo que
favorega o processamento do antigeno via MHC-II (Van Meirvenne, Straetman et al.
2002; Bonehill, Heirman et al. 2003; Su, Dannull et al. 2005).

Nao nos surpreenderia que a imunizagao com APCs transfectadas com mRNA
produzisse efeitos diferentes da imunizagdo com células pulsadas com proteina, ja
que na primeiras seria favorecida a ativacdo de LT CD88 e na outra LT CDA4.
Contudo n&o consideramos que isso fosse um problema ja que em outros modelos
experimentais de TB tanto as estratégias favorecendo a ativagado de células CD4
como CD8 foram capazes de induzir protecéo (Doi, Yamada et al. 2007; Rubakova,
Petrovskaya et al. 2007). Além disso, a apresentacdo de antigeno via cross-priming
pode levar a ativagdo de ambas as classes de linfocitos T.

Nos ensaios iniciais de protecdo com APCs transfectadas com mRNA-Hsp65
apesar de nao ter sido detectado um efeito protetor a imunizacdo sobretudo com
CDs revelou aspectos interessantes. O fato de poder haver estimulacdo de diversos
clones de linfécitos T com perfil tanto Th1 como Th2, talvez possa explicar o padrao
misto da resposta, no grupo de CDs. De fato ja foi descrito que o padrédo de producéo
de citocinas em modelos que usam CDs para vacinacdo tende a ser bastante
complexo e pode nao obedecer a dicotomia classica Th1/Th2, mesmo quando as
células sdo cultivadas em soro autdlogo, ou seja, quando se descarta a influéncia

das proteinas do SBF (Bullens, Kasran et al. 2001; Gor, Rose et al. 2003; Chaouat,
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Ledee-Bataille et al. 2004). Também existe a possibilidade de que moléculas co-
estimuladoras e citocinas produzidas pelas CDs induzam ativacdo inespecifica de
linfécitos T (Mu, Gaudernack et al. 2003; Kyte, Kvalheim et al. 2005; Kyte, Kvalheim
et al. 2007). No entanto, ndo podemos descartar em nosso modelo o efeito do SBF
na estimulagao das células recuperadas dos animais vacinados, sendo assim, ainda
existe a possibilidade de que os efeitos observados in vitro ndo reproduzam o que
ocorra in vivo. Além isso, ja foi descrito que CDs apenas cultivadas na presencga de
SFB podem exercer efeito imuno-estimulador protetor ainda que este seja
inespecifico (Kadri, Potiron et al. 2007). Para tentar descartar a influéncia efeito do
SBF na re-estimulagao in vitro nos seguintes experimentos fizemos a dosagem de
citocinas diretamente do homogenato do pulmao dos animais vacinados e desafiados
e também nos experimentos de terapia com animais infectados e tratados. De fato
esse efeito parece ter sido eliminado, ja que ndo foram mais detectadas grandes
diferencas entre os animais imunizados com APCs e o grupo controle (animal
vacinado ou tratado com salina e infectado com Mtb).

Diante dos dados apresentados especulamos que a falta de efeitos profilaticos
pode ter sido o resultado de varios fatores que incluem principalmente a producao
insuficiente de antigeno incapaz de sustentar uma resposta protetora consistente e
também o estado de ativacdo das APCs incapaz de induzir uma forte resposta de
perfil Th1 protetor.

Na analise dos resultados dos experimentos de terapia além dos fatores que
ja foram discutidos para profilaxia tem que se considerar também a infec¢ao presente
nos animais antes da injegdo das células. O possivel efeito terapéutico induzido
pelas células transfectadas com mRNA ou pulsadas com a proteina transferidas para

um animal com uma tuberculose ativa poderia ser alterado. Ja foi descrito que as
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CDs endogenas tém um papel importante na expansao e na indugdo de uma
resposta 6tima nos modelos de vacinagao com CDs. Interagdes do tipo célula-célula
ocorrendo nos linfonodos drenantes entre as CDs transferidas e as enddgenas
garantem a expansao otima dos linfocitos T (Kleindienst and Brocker 2003).
Entretanto, durante a infeccao pelo Mtb a capacidade de ativar linfocitos T das CDs
enddgenas do pulmao e dos linfonodos drenantes é prejudicada devido a inibicao da
apresentacao de antigeno via MHC-II (Wolf, Linhas et al. 2007). Diante desses fatos
pode-se especular que um efeito terapéutico mediado pela transferéncia de CDs nos
animais com TB seja dificultado.

Outro fator que poderia interferir nos ensaios de terapia e nesse caso seria um
componente positivo € o fato de que durante uma infecgao os linfécitos T de memoaria
efetora migram para os linfonodos drenantes e interagem com as CDs enddgenas
ativando-as via interacdo CD40-CD40L - CD40 nas CDs com CD40L nos linfécitos
(Martin-Fontecha, Baumjohann et al. 2008). Considerando que as CDs transferidas
também podem migrar para os linfonodos, a interagdo com os linfocitos T poderia
favorecer a maturacao dessas células, tornando-as aptas a ativar linfécitos T naive.

Nos ultimos anos muitos grupos tém alcangado efeitos terapéuticos contra TB
por meio da manipulagdo da resposta imune. Na grande maioria dos trabalhos
destacam-se alguns componentes comuns que estdo diretamente ligados ao efeito
imunoterapéutico, como a indugcdo de uma resposta citotdxica mediada por CTLs,
células NK, NKT e Tys além de uma regulagao negativa da produgao de IL-4 e TGF-3
(Rook, Lowrie et al. 2007). De fato o tratamento de camundongos infectados por via
intravenosa com Mtb com a vacina DNA-Hsp65 induziu um aumento da resposta de
LT CD8 e diminuigao da producéao de IL-4 com reducéo significativa da carga bacilar

(Lowrie, Tascon et al. 1999). Mais recentemente um estudo de analise de perfil de
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expressdo génica em animais infectados com Mtb e tratados com DNA-Hsp65
sugere fortemente que além de induzir uma resposta Th1 a vacinagao também inibe
a resposta Th2 (Zarate-Blades, Bonato et al. 2009). Efeito semelhante de inibicdo da
resposta Th2 foi observado em animais infectados e tratados por via subcutadnea com
M. vacae inativado (Hernandez-Pando, Pavon et al. 2000). Contudo a andlise de
producdo de citocinas em nossos estudos nao revelou diferencas entre os animais
apenas infectados e os infectados e tratados com as APCs transfectadas com
MRNA-Hsp65 ou pulsadas com a proteina Hsp65. O fato das citocinas serem
dosadas diretamente do homogenato pulmonar, para evitar a interferéncia do SBF, ja
relatado anteriormente, tornou dificil ou até mesmo inviavel a dosagem de algumas
citocinas como IL-4, IL-5 e IL-10 caracteristicas de uma resposta Th2. Considerando
a existéncia de uma forte resposta imune induzida pela infeccdo com Mtb com um
componente predominantemente Th1 nas fases iniciais da doenca, acreditamos que
0 uso de técnicas mais especificas e sensiveis, tais como ELISPOT seria uma
ferramenta mais adequada para essa analise, tanto para a profilaxia como para a
imunogenicidade. A avaliagdo da resposta especifica anti-Hsp65 poderia esclarecer
0 mecanismo de resposta induzido pela estratégia vacinal.

Em modelos de vacina de DNA ja foi demonstrado que tanto a forma do
antigeno - citoplasmatico, soluvel, secretado - como a quantidade sdo importantes
para geragcao de uma resposta protetora. Para a populagdo de LT CD8 acredita-se
que mesmo baixas concentracbes de antigeno sejam capazes de gerar resposta
efetora e de memoaria (Kaech and Ahmed 2001). Por outro lado, os LT CD4 parecem
precisar de repetidas exposi¢gdes ao antigeno para sobreviverem, proliferarem e
também para se diferenciarem em células efetoras produtoras de citocinas (Bajenoff,

Wurtz et al. 2002). Acreditamos que um dos pontos essenciais no fato de ndo termos
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observado efeitos profilaticos e terapéuticos com nenhuma das APCs transfectadas
com mMRNA-Hsp65 ou pulsadas com a proteina Hsp65 tenha sido a quantidade
insuficiente de antigeno. O mesmo imundgeno (Hsp65) usado em uma abordagem
de vacina de DNA ja havia se mostrado competente no tratamento da TB
experimental (Lowrie, Tascon et al. 1999). Vale ressaltar que nesse modelo a
infeccao se fez por via endovenosa, ao contrario da nossa abordagem que utilizou
um modelo de infeccdo por via intranasal. Assim é dificil estabelecer uma
comparagao entre esses dois modelos de TB experimental. Por outro lado, ja havia
sido demonstrado o efeito protetor da vacina DNA-Hsp65 em modelo de infecgao
intratraqueal com Mtb (de Paula, Silva et al. 2007). E importante enfatizar que nesse
modelo de vacinagdo com DNA-Hsp65 a mensagem para a proteina pode ser
detectada até 15 dias apds a imunizagdo o que implica necessariamente em uma
expressdo prolongada do antigeno (Coelho-Castelo, Trombone et al. 2006;
Trombone, Silva et al. 2007). Em nosso modelo com APCs transfectadas com
MRNA-Hsp65 observamos uma expressao rapida e transiente com deteccdo de
mensagem apenas até 4 horas apds a transfecgdo. Da mesma forma as APCs
pulsadas com a proteina também podem ser consideradas como uma fonte limitada
de fornecimento de antigeno. Acreditamos que essa diferenga na disponibilidade da
Hsp65 tenha sido fundamental para ndo geracao de efeito protetor ou terapéutico.
Outro fator que talvez esteja envolvido com o ndo funcionamento da estratégia
com células transfectadas com mRNA e na disponibilidade de antigeno possa ser o
método de transfeccdo. Tal hipotese pode ser sustentada pelos dados obtidos da
imunizagdo com mMRNA-Hsp65 livre de formulagdes. Nesse modelo, a vacinagéo
intranasal levou a protecdo contra infeccdo com Mtb (Lorenzi et al, manuscrito em

preparagao). Embora diversos trabalhos descrevam a eletroporagcdo como meio de
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transfeccao eficiente, em um trabalho recente fazendo diversas comparagdes entre
métodos de transfecgcdo de células com mMRNA observou-se que embora a
eletroporacao favoreca a entrada das moléculas nas células o nivel de traducido do
MRNA ¢é baixo (Yu, Babiuk et al. 2007). Ja a transfeccdo de células apenas por
incubacdo com as moléculas de mRNA nuas, que também foi utilizada em alguns
dos nossos protocolos, apresenta resultados um tanto diversos que vao desde a nao
deteccdo da proteina (Van Tendeloo, Ponsaerts et al. 2001) até a indugdo de uma
resposta protetora especifica (Heiser, Maurice et al. 2001).

Outro aspecto importante em modelos vacinais e que pode ser determinante
para o sucesso da estratégia profilatica ou terapéutica € a escolha da rota de
administragdo. Especificadamente para as vacinas usando a transferéncia de CDs
transfectadas ou pulsadas com proteina ou peptideos ainda existem duvidas quanto
a melhor rota de imunizacdo. Nos modelos de vacinas contra tumores podem ser
usadas as rotas intravenosa (i.v), intradérmica (i.d) ou subcutanea (s.c), (Weide,
Garbe et al. 2008). Nao parece existir uma regra e para cada modelo experimental
pode se optar por uma via em detrimento a outras. Ja foi demonstrado que a
imunizagdo com CDs por via intravenosa parece favorecer a migragdo das células
inicialmente para o pulm&o com posterior acumulo no baco. Por outro lado as
imunizagdes intradérmicas tendem a favorecer a migracdo das CDs para os
linfonodos drenantes na regido de acumulo de células T (Eggert, Schreurs et al.
1999). Em nosso trabalho verificamos a eficiéncia de duas vias de imunizagéo:
intravenosa (i.v) e subcuténea (s.c). Embora ndo tenhamos verificado diferengas de
eficiéncia entra as duas vias, a resposta para definicdo da melhor rota nesse modelo
experimental de TB s6 poderia ser determinada com a exclusdo de outros fatores

como a quantidade de antigeno e o estado de ativacdo das APCs.
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A estratégia de induzir protecdo pela transferéncia de CDs pulsadas com
proteinas ou peptideos de Mtb ja havia sido descrita em alguns modelos
experimentais com resultados um pouco distintos. Dois trabalhos mostraram a
capacidade protetora de CDs infectadas com BCG ou com Mycobacterium
tuberculosis. Nesses modelos fica evidente a capacidade dos patégenos de
promover a maturacdo das CDs e sua importancia na protecao. Além disso, o efeito
alcangado esta ligado a indugao de uma forte resposta de células T com produgéo de
IFN-y (Demangel, Bean et al. 1999; Tascon, Soares et al. 2000). Entretanto,
variabilidades entre esses modelos tanto no modo de infecgdo bem como na via de
imunizacao tornam dificil estabelecer claramente os parametros ideais que levaram a
protecdo. Estudos realizados por outros grupos também conseguiram obter algum
nivel de protecdo quando CDs foram pulsadas com peptideos de Mtb e mais uma
vez os resultados foram bastante variaveis quanto a necessidade de maturacédo das
CDs, numero de doses, quantidade de células transferidas e rota de imunizagao
(Dow, Roberts et al. 2000; McShane, Behboudi et al. 2002; Doi, Yamada et al. 2007).
Também ja foram descritos casos em que a imunizagdo com CDs foi incapaz de
induzir protecdo. Um estudo de Rubakova et al além de mostrar a interferéncia do
SBF nos ensaios de imunogenicidade, assim como descrevemos em nosso trabalho,
também verificou a falta de protecdo quando a rota de imunizagdo foi a via
intravenosa. Ja a imunizagao com 3 doses por via subcutanea foi capaz de reduzir a
carga bacilar e uma melhorar a histopatologia do pulméo (Rubakova, Petrovskaya et
al. 2007). Por outro lado, também ja se observou auséncia de protecdo com
agravamento da inflamacao no pulm&o quando CDs pulsadas com Ag85 de Mtb
foram utilizadas em um modelo de vacinagdo com imunizagao intranasal (Gonzalez-

Juarrero, Turner et al. 2002). O que parece estar claro nesses estudos € que mesmo
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que exista uma resposta especifica de linfécitos T com a produgdo de IFN-y nem
sempre esta é suficiente para induzir protecido. Fatores que vao desde a escolha do
imunégeno até o estado de maturagcdo das CDs, passando pela via de
administragdo, numero de doses e quantidade de células parecem influenciar os
resultados.

Os dados aqui obtidos refletem primeiramente a dificuldade inerente de se
induzir protecdo contra o Mtb e abrem questionamentos quanto a determinagao dos
parametros ideais capazes de gerar uma resposta efetiva ndo sé contra TB, mas
também contra outras doencas infecciosas, em modelos de imunizacdo com APCs,
particularmente com CDs. A escolha de um antigeno ou antigenos com fortes
propriedades imunogénicas, as quantidades desse antigeno e a forma como ele é
ministrado, bem como as vias de imunizagao e até mesmo o estado de maturagao
das APCs podem ser decisivos para o sucesso de um modelo experimental de

imunizacao.
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6- CONCLUSOES

- As moléculas de mMRNA-Hsp65 geradas in vitro a partir do plasmideo pcDNA3A-
Hsp65 apresentavam-se integras antes do processo de transfecgdo e puderam ser
traduzidas em proteina. Apesar dessa estabilidade tanto a mensagem quanto a
proteina s6 puderam ser detectadas em células transfectadas até 4 horas apds o
processo de transfecgdo indicando um rapido processo de producado de proteina e
consequentemente de uma escassa disponibilidade de antigeno;

- O processo de eletroporagdo mostrou-se eficiente como forma de incorporacéao de
moléculas de mMRNA-Hsp65 pelas APCs, além disso as células submetidas a esse
método de transfeccio apresentaram bons indices de viabilidade;

- A fenotipagem das células eletroporadas ou pulsadas com mMmRNA-Hsp65 e
pulsadas com a proteina Hsp65 indicou que CDs e M¢s aumentaram a expressao de
algumas moléculas co-estimuladoras como CD40, CD80 e CD86 sugerindo que as
moléculas de mMRNA e de proteina Hsp65 apresentam alguma atividade
estimuladora. Além disso, o proprio processo de eletroporagao foi capaz de induzir
uma alteragdo no perfil de moléculas de superficie. Os linfocitos B submetidos aos
mesmos tratamentos que as outras APCs tiveram poucas alteragdes no perfil de
expressado de moléculas de superficie sugerindo um fendtipo mais proximo de célula
apresentadora imatura;

- Os ensaios de imunogenicidade mostraram que a capacidade proliferativa de
células recuperadas dos animais vacinados e re-estimuladas in vitro com Hsp65 foi
significativamente maior do que a observada nos animais imunizados com salina,
nos grupos: LBs eletroporados com mRNA-Hsp65, CDs eletroporadas com mRNA-

Hsp65. A dosagem de citocinas revelou que células provenientes do bago de animais
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imunizados com CDs mock ou CDs eletroporadas com mRNA-Hsp65 foram capazes
de induzir um perfil misto de resposta com produgao de IFN-y mas também de IL-5 e
IL-10. Por outro lado, as células recuperadas de LBs e M¢ eletroporados com mRNA-
Hsp65 produziram um perfil Th2. Notamos que nos grupos imunizados com APCs
ocorreu proliferacdo celular e produgdo de citocinas mesmo na auséncia do re-
estimulo in vitro com a proteina Hsp65. Além disso, nenhuma das imunizagdes com
APCs transfectadas com mRNA-Hsp65 foi capaz de induzir uma resposta humoral
especifica;

- A vacinagao com APCs transfectadas com mRNA-Hsp65 ou pulsadas com a
proteina Hsp65, por via intravenosa ou subcutanea, antes ou depois da infeccao pelo
Mtb, nao induziu alteracédo do nivel de citocinas no pulmao, nao foi capaz de reduzir
0 numero de bactérias e também n&o preservou o parénquima pulmonar apos a
infeccdo com o Mtb. Portanto essa estratégia vacinal foi incapaz de gerar protecéo
ou efeito terapéutico contra a tuberculose experimental;

- De uma maneira geral, diferentemente de quando o antigeno Hsp65 é apresentado
na forma de vacina de DNA, conforme ja demonstrado em diversos trabalhos
realizados pelo Nucleo de Pesquisas em Tuberculose, no modelo vacinal descrito
nesse trabalho, que se baseia no uso da proteina ou da mensagem da Hsp65
carreadas por APCs, o antigeno parece perder a capacidade de induzir uma resposta
protetora ou terapéutica. A partir desses dados, concluimos que pelo menos em
parte, os efeitos produzidos pela Hsp65 dependem da persisténcia do antigeno por
periodos de tempo mais longos, como ocorre quando este é administrado na forma

de DNA plasmideal.
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Figura 1. Perfil eletroforético dos plasmideos pcDNA3 e pcDNA3A-
Hsp65. Apds a digestdo enzimatica as referidas amostras de DNA plasmideal
foram submetidas a eletroforese em gel de agarose 1% sendo as bandas
visualizadas pela coloragdo com brometo de etidio. Canaletas 1 e 4: 1kb DNA
Ladder (Invitrogen), utilizado como marcador de pares de base (pb); Canaleta
2: pcDNA3 nao digerido; Canaleta 3: pcDNAS digerido com Bam HI ; Canaleta
5: pcDNA3A-Hsp65 nao digerido; Canaleta 6: pcDNA3A-Hsp65 digerido com
Bam Hl e Apa |.
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Figura 2. Screenshot resultado Blastn para a sequéncia gerada para o

plasmideo pcDNA3A-Hsp65. Os trés primeiros resultados gerados s&o

condizentes com a proteina clonada no vetor.



Figura 3. Perfil eletroforético do RNA mensageiro (nRNA-Hsp65). A
eletroforese foi realizada em gel de agarose 1,5%, desnaturante e o perfil
de bandas visualizados ap6s coloracao com brometo de etidio. Canaleta 1.:
0,5-10 kb RNA Ladder (Invitrogen), utilizado como marcador de pares de
base (Pb); Canaleta 2: mMRNA-Hsp65 sem adicdo da cauda PoliA; Canaleta
3: mMRNA-Hsp65 com a cauda PoliA.



Figura 4. Deteccdo do mRNA-Hsp65 por RT-PCR. ApdGs a transfeccéo
(Transmessenger Transfection Reagent) das células HEK 293 com mRNA-
Hsp65 as mesmas foram mantidas em cultura por diferentes periodos de
tempo para analise da presenca do mRNA-Hsp65 por RT-PCR. O RT-PCR
foi realizado em culturas celulares ap6s 30 minutos (canaleta 3) 2 horas
(canaleta 4), 4 horas (canaleta 5), 8 horas (canaleta 6). Na canaleta 7 o
controle positivo do RT-PCR usando o plasmideo pcDNA3-Hsp65 como
molde. A canaleta 1 mostra a reagdo sem a adicdo de cDNA e a canaleta 2
mostra a reacdo que utilizou cDNA proveniente de células que né&o
receberam mRNA-Hsp65. As bandas foram visualizadas em gel de agarose

1,5% ap0s corrida eletroforética e corado com brometo de etideo.
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Figura 5. Avaliacdo in vitro da expressdo da proteina Hsp65 por
Western blotting. Células HEK293 (6x10°) foram transfectadas

(Transmessenger Transfection Reagent) com 2 ug de mRNA-Hsp65.
Apbs diversos periodos de incubacdo com mRNA-Hsp65 (1, 2 e 4 horas) as
células foram lisadas e as proteinas totais foram separadas em gel de
poliacrilamida 10%, em condi¢Bes desnaturantes (SDS-PAGE), seguida da
eletrotransferéncia das bandas protéicas para membrana de nitrocelulose.
Foi utilizado o anticorpo primario anti-Hsp65 seguido do secundério
conjugado com peroxidase alcalina e revelagdo com DAB. Canaleta 1: 4h
apos a incubacdo com o0 mMRNA-Hsp65; Canaleta 2: 2h apds a incubacado
com o0 mMRNA-Hsp65; Canaleta 3: 1h apds a incubacdo com 0 MRNA-
Hsp65; Canaleta 4: somente células HEK 293; Canaleta 5: padrao de peso
molecular (Fermentas Life Sciences — banda correspondente a 72kDa),
Canaleta 6: proteina Hsp65 recombinante. Setas: indicam a banda

correspondente a proteina Hsp65.
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Figura 6. Obtencao de macro6fagos, linfécitos B e células dendriticas.
Grau de pureza de macréfagos obtidos de lavado peritoneal de
camundongos Balb/c, 99.85% (A). Eficiéncia de purificacdo de linfécitos B
provenientes do baco de camundongos Balb/c utilizando sele¢cdo negativa
com beads magnéticas CD43+, 94.34% (B). Rendimento do processo de
diferenciacdo de células dendriticas provenientes da medula éssea de

animais Balb/c, 60.32% (C).
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Figura 7. Avaliagdo da eficiéncia da eletroporagdo. Células dendriticas
(A), macréfagos peritoneais (B) e linfécitos B (C) apenas eletroporados
(mock) ou eletroporados com 5ug de mRNA-Hsp65 marcado com Alexa
Fluor 488. ApGs a eletroporacao as células foram fixadas com formaldeido
1% e a incorporagdo do mMRNA-Hsp65 fluorescente foi analisada por

citometria de fluxo.



Figura 8. Transfeccdo de macrofagos peritoneais com mRNA-Hsp65
Alexa 488. (A) e (B) Imagens de microscopia confocal de macrofagos
peritoneais (5x104 células) 30 minutos apdés contato com MRNA-Hsp65

(5ug) marcado com Alexa 488.
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Figura 9. Caracterizacdo da expressao de moléculas de co-estimulatérias em

linfécitos B (LB). Histogramas representativos da expressao de CD80, CD86,

CD40 e MHCII — em LB sob diferentes condi¢des: ndo estimuladas - linhas

cinzas

ou estimuladas linhas pretas === A) células estimuladas por

contato com mRNA-Hsp65 (5ug/mL); B) células somente eletroparadas (mock);

C) células eletroporadas com mMRNA-Hsp65 (5ug/mL);

D) pulsadas com

proteina recombinante Hsp65 (50ug/mL, Polimixina B 30 ug/mL); E) ou células

tratadas com LPS (1pg/mL).
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Figura 10. Caracterizacdo da expressdo de moléculas de co-estimulatorias em
macréfagos (M¢s). Histogramas representativos da expressdo de CD80, CD86,
CD40 e MHCII — em M¢ sob diferentes condi¢Bes: ndo estimuladas - linhas
cinzas = ou estimuladas linhas pretas ™ . A) células estimuladas por
contato com mRNA-Hsp65 (5ug/mL); B) células somente eletroparadas (mock);
C) células eletroporadas com mRNA-Hsp65 (5ug/mL); D) pulsadas com
proteina recombinante Hsp65 (50ug/mL, Polimixina B 30 ug/mL); E) ou células
tratadas com LPS (1ug/mL).
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Figura 11. Caracterizagdo da expressdo de moléculas de co-estimulatérias

em células dendriticas (CDs). Histogramas representativos da expressédo de
CD80, CD86, CD40 e MHCII — em CDs sob diferentes condi¢des: nao

estimuladas - linhas cinzas

ou estimuladas linhas pretas wmm . A)

células estimuladas por contato com mMRNA-Hsp65 (5ug/mL); B) células

somente eletroparadas (mock); C) células eletroporadas com mRNA-Hsp65

(Sug/mL);

Polimixina B 30 pg/mL); E) ou células tratadas com LPS (1ug/mL).

D) pulsadas com proteina recombinante Hsp65 (50ug/mL,
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Figura 12. Capacidade proliferativa de células totais do ba¢o de animais
vacinados. Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes estratégias
vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v) e APCs eletroporadas com
MRNA-Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por
via s.c. O grupo controle recebeu salina (i.v). Quinze dias apés a imunizagao
os animais foram sacrificados e os bagos foram extraidos para a avaliacao da
atividade proliferativa quando estimulados com a proteina Hsp65 ou lisado de
BCG por 72 horas, por meio de marcacdo com CFSE. A proliferacdo foi
considerada significativa quando * p<0,05 em relagdo ao grupo salina e
BCG/meio. f p<0,05 em relagéo ao salina, BGC/meio, LB mock/meio, M$ mock
e M¢ mRNA-Hsp65 (meio e Hsp65), CD mock meio/Hsp65. Os valores
apresentados no gréfico representam a média e o desvio padrao da
porcentagem de células que proliferaram (n=3). O grafico sobreposto
representa a proliferacdo com o estimulo policlonal Concanavalina A (ConA).
LB: linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; s.c:

subcutaneo; MRNA-Hsp65: 5 ug.



L1 Meio
Bl Estimulo Hsp65/BCG

15001 £ - 30000
—_ “
£ 1000+ e - 200007~
s * &
o : =
= 500 100003
0 ) T Ill a |l| : T - 0
)

Figura 13. Determinacdo da producdo de IL-5 por células totais do
baco de animais vacinados. Camundongos Balb/c foram imunizados as
diferentes estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v) e
APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose
de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina (i.v).
Quinze dias apds a imunizacdo os animais foram sacrificados e os bacos
extraidos para a avaliacdo da producdo de IL-5 através do ensaio de
ELISA. Células totais do bacgo foram estimulados com Hsp65 ou lisado de
BCG por 48 horas e a producdo de IL-5 avaliada através do ensaio de
ELISA. Os resultados representam a média e desvio padrdao do grupo
(n=3). A producéo foi considerada significativa quando *p<0,05 em relacéo
ao grupo salina. #p<0,05 quando comparado ao grupo salina e as demais
estratégias vacinais. T p<0,05 em relacéo aos grupos salina, BCG/meio, LB
mock, LBmMRNA-hsp65 e M¢ mock (meio e Hsp65). LB: linfécito B, Mo:
macroéfago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; s.c: subcutaneo; mRNA-

Hsp65: 5 ug.
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Figura 14. Determinacdo da producdo de IL-10 por células totais do
baco de animais vacinados. Camundongos Balb/c foram imunizados as
diferentes estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v) e
APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose
de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina (i.v).
Quinze dias apds a imunizacdo os animais foram sacrificados e os bacos
extraidos para a avaliagdo da producdo de IL-10 através do ensaio de
ELISA. Células totais do bago foram estimulados com Hsp65 ou lisado de
BCG por 48 horas e a producédo de IL-10 avaliada através do ensaio de
ELISA. Os resultados representam a média e desvio padrdao do grupo
(n=3). A producéo foi considerada significativa quando *p<0,05 em relacéo
ao grupo salina, LB mock, M¢ mock e M¢p mRNA-Hsp65. #p<0,05 quando
comparado ao grupo salina e as demais estratégias vacinais. LB: linfécito
B, M¢: macréfago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; s.c: subcutaneo;

MRNA-Hsp65: 5 pug.
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Figura 15. Determinacdo da producdo de IFN-y por células totais do
baco de animais vacinados. Camundongos Balb/c foram imunizados as
diferentes estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v) e
APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose
de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina (i.v).
Quinze dias apds a imunizacdo os animais foram sacrificados e os bacos
extraidos para a avaliagdo da producdo de IFN-y. Células totais do baco
foram estimulados com Hsp65 ou lisado de BCG por 48 horas e a produgdo
de IFN- y avaliada através do ensaio de ELISA. Os resultados representam
a média e desvio padrdo do grupo (n=3). A producdo foi considerada
significativa quando # p<0,05 em relacdo ao grupo salina e BGC/meio.
1 p<0,05 guando comparado ao grupo salina, BCG/meio, LB mock, LB
MRNA-Hsp65/meio Mo mok, Mo mRNA-Hsp65 meio. T p<0,05 em relagéo
ao grupo salina, LB mock, LB mRNA-Hsp65, M$¢ mock e Mo mRNA-Hsp65
LB: linfocito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; s.c.:

subcutanea; mMRNA-Hsp65: 5 ug.
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Figura 16. Determinacdo da producédo de anticorpos IgG2A e IgG1 anti-
Hsp65/BCG. Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes
estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v) e APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG
(1x10° bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina (i.v). O soro foi
coletado no primeiro dia do experimento (Pré-Imune) antes das imunizacdes
e apobs 15 dias a ultima imunizacdo. Os niveis de anticorpos anti-Hsp65 e
anti-BCG (B) foram determinados por ELISA e os resultados s&o
representados pela média e desvio padrdo (n=3) da Densidade Otica (D.O.).
A producdo foi considerada significativa quando tp<0,05 em relacdo aos
demais grupos. LB: linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v:

intravenoso; s.c:subcutanea; mMRNA-Hsp65: 5 ug.
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Figura 17. Producgdo de IL-4 por células totais do pulmado de animais
vacinados e infectados com Mycobacterium tuberculosis. Camundongos
Balb/c foram imunizados as diferentes estratégias vacinais: APCs apenas
eletroporadas (mock, i.v) e APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v). O
grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo
controle recebeu salina (i.v).Trinta dias ap6s a ultima imunizacdo os animais
foram desafiados com 1 x 105 bacilos de M. tuberculosis por via i.n. Trinta dias
apos a infecgdo os pulmdes foram extraidos para a avaliagdo da producao de
IL-4. Células totais do pulméao foram estimulados com Hsp65 ou BCG por 48
horas e a producdo de IL-4 avaliada através do ensaio de ELISA. Os
resultados sdo representados pela média e desvio padrao do grupo (n=3). A
producao foi considerada significativa quando # p<0,05 em relagdo ao grupo
salina, BCG, LB mock, LB mRNA-Hsp65, M¢ mock e M$¢ mRNA-Hsp65.
*p<0,05 em relagcdo ao grupo salina, BCG, LB mock, LB mRNA-Hsp65, M¢
mock e M¢ mRNA-Hsp65, CD mock/meio, CD mRNA-Hsp65/meio. LB: linfocito
B, M¢: macréfago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; s.c.: subcutanea; i.n:

intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug.
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Figura 18. Producdo de IFN-y por células totais do pulméo de animais
vacinados e infectados com Mycobacterium tuberculosis. Camundongos
Balb/c foram imunizados com as diferentes estratégias vacinais: APCs apenas
eletroporadas (mock, i.v) e APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v). O
grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo
controle recebeu salina (i.v). Trinta dias ap0s a ultima imunizagdo os animais
foram desafiados com 1 x 105 bacilos de M. tuberculosis por via i.n. Trinta dias
apos a infeccdo os pulmodes foram extraidos para a avaliacdo da producao de
IFN- y. Células totais do pulméo foram estimulados com a proteina Hsp65 ou
lisado de BCG por 48 horas e a producdo de IFN-y avaliada através do ensaio
de ELISA. Os resultados sao representados pela média e desvio padrao do
grupo (n=3). A producdo foi considerada significativa quando *p<0,05 em
relacdo ao grupo salina, BCG, LB mock, LB mRNA-Hsp65, M¢ mock e M¢
MRNA-Hsp65 e CD mock/meio. # p<0,05 em relacdo ao grupo salina/meio, LB
mock/meio, LB mRNA-Hsp65, M¢ mock e M¢ mRNA-Hsp65. LB: linfocito B,
M¢: macréfago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; s.c.: subcutanea; i.n:

intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug.
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Figura 19. Quantificacdo das UFCs provenientes de pulmé&o de
camundongos vacinados e desafiados com Mycobacterium
tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes
estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, 1x108 células,
i.v) e APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (1x108 células, i.v). O
grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo
controle recebeu salina, i.v. Trinta dias apds a imunizagdo os animais
foram desafiados com 1x10° bacilos da cepa virulenta H37Rv de
M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias ap6s o desafio, os animais foram
sacrificados e os seus pulmdes extraidos para a recuperacdo das
unidades formadoras de colénias. Os resultados representam a média
e desvio padrdo do grupo (n=4). A reducao foi considerada significativa
guando *p<0,05 em relacdo ao grupo salina. LB: linfécito B, Mo:
macrofago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; MRNA-

Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 20. Quantificacdo das UFCs provenientes de pulmé&o de
camundongos vacinados e desafiados com Mycobacterium
tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes
estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v) e APCs pulsadas com a proteina
Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por
via s.c. O grupo controle recebeu salina, i.v. Trinta dias apods a
imunizagdo os animais foram desafiados com 1x10% bacilos da cepa
virulenta H37Rv de M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias apés o desafio,
0s animais foram sacrificados e o0s seus pulmdes extraidos para a
recuperacdo das unidades formadoras de colénias. Os resultados
representam a média e desvio padrao do grupo (n=4). A reducgédo foi
considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao grupo salina.
LB: linfocito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso;

i.n: intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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desafiados com Mycobacterium tuberculosis. Camundongos Balb/c foram
imunizados as diferentes estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas
(mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com
proteina Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x105 bacilos) por
via s.c. O grupo controle recebeu salina (i.v). Trinta dias apés a imunizacdo 0s
animais foram desafiados com 1x105 bacilos da cepa virulenta H37Rv de
M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias ap0s o desafio, os animais foram
sacrificados e os seus pulmdes coletados para analise histologica. Os cortes
teciduais foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e observados em
microscopio Optico. Tamanho original 40x. LB: linfécito B, M¢: macréfago; CD:
célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; mMRNA-Hsp65: 5 ug; proteina
Hsp65: 50ug.
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Figura 22. Analise morfométrica de cortes histolégicos de pulméo de
camundongos vacinados e desafiados com Mycobacterium tuberculosis.
Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes estratégias vacinais:
APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-
Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1
dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina (i.v).
trinta dias ap0s a vacinag¢ao os animais foram desafiados com 1x10° bacilos da
cepa virulenta H37Rv de M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias apés o desafio,
0s animais foram sacrificados e os seus pulmdes coletados para analise
histoldgica. Os cortes teciduais foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e
observados em microscopio Optico. Tamanho original 40x. A quantificagcdo do
infiltrado inflamatério realizada com o programa de analise de imagens Image
J. Os resultados representam a média e desvio padrdo do grupo (n=4). A
reducdo foi considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao grupo
salina. LB: linfécito B, M¢: macréfago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso;

i.n: intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 23. Niveis de TNF-a presentes no homogenato do pulmao de
animais vacinados (2 doses) e infectados com M. tuberculosis.
Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes estratégias vacinais:
APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-
Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1
dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina (i.v).
Apo6s quinze dias receberam a segunda dose: APCs apenas eletroporadas
(mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com
proteina Hsp65 (i.v) e salina (i.v). Quinze dias apés a segunda dose 0s
animais foram desafiados com 1x10° bacilos da cepa virulenta H37Rv de
M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias ap6s o desafio, os animais foram
sacrificados, os pulmfes coletados e os niveis de TNF-a presentes no
homogenato pulmonar foram dosados por meio de ensaio de ELISA. Os
resultados representam a média e desvio padrdo do grupo (n=4). A reducéo
foi considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao grupo salina. LB:
linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n:

intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 24. Niveis de IL-12 presentes no homogenato do pulmao de
animais vacinados (2 doses) e infectados com Mycobacterium
tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes
estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com a proteina Hsp65
(i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O
grupo controle recebeu salina (i.v). Apds quinze dias receberam a segunda
dose: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com
MRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v) e salina (i.v).
Quinze dias ap6s a segunda dose os animais foram desafiados com 1x10°
bacilos da cepa virulenta H37Rv de M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias apés
o desafio, os animais foram sacrificados, os pulm&es coletados e os niveis de
IL-12 presentes no homogenato pulmonar foram dosados por meio de ensaio
de ELISA. Os resultados representam a média e desvio padrdo do grupo
(n=4). A reducao foi considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao
grupo salina. LB: linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v:

intravenoso; i.n: intranasal; mMRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 25. Niveis de IFN-y presentes no homogenato do pulméo de
animais vacinados (2 doses) e infectados com M. tuberculosis.
Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes estratégias vacinais:
APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-
Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1
dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina (i.v).
ApGs quinze dias receberam a segunda dose: APCs apenas eletroporadas
(mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com
proteina Hsp65 (i.v) e salina (i.v). Quinze dias apdés a segunda dose o0s
animais foram desafiados com 1x10° bacilos da cepa virulenta H37Rv de
M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias ap6s o desafio, os animais foram
sacrificados, os pulmdes coletados e os niveis de IFN-y presentes no
homogenato pulmonar foram dosados por meio de ensaio de ELISA. Os
resultados representam a média e desvio padrdo do grupo (n=4). A reducéo
foi considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao grupo salina. LB:
linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n:

intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 26. Quantificacdo das UFCs provenientes de pulméo de
camundongos vacinados (2 doses) e desafiados com Mycobacterium
tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes
estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65
(i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo
controle recebeu salina (i.v). Apds quinze dias receberam a segunda dose:
APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mMRNA-
Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v) e salina (i.v). Quinze dias
apos a segunda doses os animais foram desafiados com 1x10° bacilos da cepa
virulenta H37Rv de M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias apés o desafio, os
animais foram sacrificados e o0s seus pulmdes extraidos para a recuperagao
das unidades formadoras de coldnias. Os resultados representam a média e
desvio padrao do grupo (n=4). A reducgédo foi considerada significativa quando
*p<0,05 em relacdo ao grupo salina. LB: linfécito B, M¢: macréfago; CD: célula
dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; mMRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65:
50ug.
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doses) e desafiados com Mycobacterium tuberculosis. Camundongos
Balb/c foram imunizados as diferentes estratégias vacinais: APCs apenas
eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs
pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG
(1x10° bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu salina, i.v. Apds quinze
dias receberam a segunda dose: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v),
APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina
Hsp65 (i.v). e salina (i.v). Quinze dias apds a segunda doses os animais foram
desafiados com 1x10° bacilos da cepa virulenta H37Rv de M.tuberculosis por
via i.n. Trinta dias apds o desafio, os animais foram sacrificados e os seus
pulmdes coletados para andlise histolégica. Os cortes teciduais foram corados
por hematoxilina e eosina (HE) e observados em microscopio 6ptico. Tamanho
original 40x. LB: linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v:

intravenoso; i.n: intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 28. Andlise morfométrica de cortes histoldgicos de pulmé&o de
camundongos vacinados (2 doses) e desafiados com Mycobacterium
tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes
estratégias vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65
(i.v). O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo
controle recebeu salina (i.v). Apds quinze dias receberam a segunda dose:
APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mMRNA-
Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). e salina (i.v). Quinze dias
ap0s a segunda doses 0s animais foram desafiados com 1x105 bacilos da cepa
virulenta H37Rv de M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias apds o desafio, os
animais foram sacrificados e o0s seus pulmdes coletados para analise
histolégica. Os cortes teciduais foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e
observados em microscépio 6ptico. Tamanho original 40x. A quantificacdo do
infiltrado inflamatério realizada com o programa de analise de imagens Image
J. Os resultados representam a meédia e desvio padréo do grupo (n=4). A
reducdo foi considerada significativa quando *p<0,05 em relagdo ao grupo
salina. LB: linfocito B, M¢: macréfago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso;

i.n: intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 29. Niveis de IL-10 presentes no homogenato do pulméo de
animais infectados com Mycobacterium tuberculosis e tratados com as
abordagens vacinais. Camundongos Balb/c foram infectados com M.
tuberculosis por via i.n e trinta dias ap6s a infeccdo receberam as
abordagens terapéuticas: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65
(i.v). O grupo controle recebeu salina (i.v). Trinta dias apds a imunizacdo os
animais foram sacrificados tiveram os pulmdes coletados e o0s niveis de
IL-10 presentes no homogenato pulmonar foram dosados por meio de ensaio
de ELISA. Os resultados representam a média e desvio padrao do grupo
(n=4). A reducao foi considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao
grupo salina. LB: linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v:

intravenoso; i.n: intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 30. Niveis de TNF-a presentes no homogenato do pulméo de
animais infectados com Mycobacterium tuberculosis e tratados com as
abordagens vacinais. . Camundongos Balb/c foram infectados com M.
tuberculosis por via i.n e trinta dias apds a infeccdo receberam as
abordagens terapéuticas: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs
eletroporadas com mMRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65
(i.v). O grupo controle recebeu salina (i.v). Trinta dias apds a imunizagéo os
animais foram sacrificados tiveram os pulmdes coletados e 0s niveis de
TNF-o presentes no homogenato pulmonar foram dosados por meio de
ensaio de ELISA. Os resultados representam a média e desvio padrdo do
grupo (n=4). A reducdo foi considerada significativa quando *p<0,05 em
relacdo ao grupo salina. LB: linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula
dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; mRNA-Hsp65: 5 ug; proteina
Hsp65: 50ug.
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Figura 31. Niveis de IL-12 presentes no homogenato do pulméo de
animais infectados com Mycobacterium tuberculosis e tratados com as
abordagens vacinais. . Camundongos Balb/c foram infectados com M.
tuberculosis por via i.n e trinta dias ap6s a infeccdo receberam as
abordagens terapéuticas: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65
(i.v). O grupo controle recebeu salina (i.v). Trinta dias apdés a imunizacao os
animais foram sacrificados tiveram os pulmdes coletados e 0s niveis de
IL-12 presentes no homogenato pulmonar foram dosados por meio de ensaio
de ELISA. Os resultados representam a média e desvio padrao do grupo
(n=4). A reducdo foi considerada significativa quando *p<0,05 em rela¢éo ao
grupo salina. LB: linfécito B, M¢: macréfago; CD: célula dendritica; i.v:

intravenoso; i.n: intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.



1500+

IFN-y pg/mL
g B
S 8
—
"
|_|
—
|_|
|_|

Figura 32. Niveis de IFN-y presentes no homogenato do pulméo de
animais infectados com Mycobacterium tuberculosis e tratados com as
abordagens vacinais. Camundongos Balb/c foram infectados com M.
tuberculosis por via i.n e trinta dias ap6s a infeccdo receberam as
abordagens terapéuticas: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65
(i.v). O grupo controle recebeu salina (i.v). Trinta dias apds a imunizagéo os
animais foram sacrificados tiveram os pulmdes coletados e o0s niveis de
IFN-y presentes no homogenato pulmonar foram dosados por meio de
ensaio de ELISA. Os resultados representam a média e desvio padrao do
grupo (n=4). A reducao foi considerada significativa quando *p<0,05 em
relacdo ao grupo salina. LB: linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula
dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; mRNA-Hsp65: 5 pg; proteina
Hsp65: 50ug.
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Figura 33. Quantificacdo das UFCs (Unidades Formadoras de Coldnia)
provenientes de pulméo de camundongos infectados com Mycobacterium
tuberculosis seguido de tratamento com as abordagens vacinais.
Camundongos Balb/c foram infectados com M. tuberculosis por via i.n e trinta
dias apos a infeccdo os animais receberam as abordagens terapéuticas: APCs
apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v),
APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle recebeu salina (i.v).
Trinta dias ap6s a imunizacdo os animais foram sacrificados e o0s pulmbes
coletados para a recuperacdo das unidades formadoras de colbnia. Os
resultados representam a média e desvio padrdo do grupo (n=4). A reducéo foi
considerada significativa quando *p<0,05 em relagdo ao grupo salina. LB:
linfocito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n:

intranasal; mMRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 34. Cortes histolégicos de pulmao de camundongos infectados
com Mycobacterium tuberculosis seguido de tratamento com as
abordagens vacinais. Camundongos Balb/c foram infectados com M.
tuberculosis por via i.n e trinta dias ap0s a infeccdo os animais receberam as
abordagens terapéuticas: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs
eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65
(i.v). O grupo controle recebeu salina (i.v). Trinta dias ap0s a imunizagdo os
animais foram sacrificados e o0s seus pulmdes coletados para analise
histol6gica. Os cortes teciduais foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e
observados em microscopio 6ptico. Tamanho original 40x. LB: linfocito B, M¢:
macréfago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; mRNA-

Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 35. Analise morfométrica dos cortes histolégicos de pulmao de
camundongos infectados com Mycobacterium tuberculosis seguido de
tratamento com as abordagens vacinais. Camundongos Balb/c foram
infectados com M. tuberculosis por via i.n e trinta dias apds a infec¢cdo os
animais receberam as abordagens terapéuticas: APCs apenas eletroporadas
(mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com
proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle recebeu salina, i.v. Trinta dias apés a
imunizacdo os animais foram sacrificados e os seus pulmdes coletados para
analise histoldgica. Os cortes teciduais foram corados por hematoxilina e
eosina (HE) e observados em microscopio éptico. A quantificagdo do infiltrado
inflamatério realizada com o programa de analise de imagens Image J.
Tamanho original 40x. LB: linfocito B, M¢: macréfago; CD: célula dendritica,; i.v:

intravenoso; i.n: intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 36. Niveis de TNF-a presentes no homogenato do pulméo de
animais infectados com Mycobacterium tuberculosis seguido de
tratamento (2 doses) com as abordagens vacinais. Camundongos Balb/c
foram infectados com M. tuberculosis por via intranasal e trinta dias apés a
infeccdo 0s animais receberam a primeira dose das diferentes abordagens
vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com
MRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo
controle recebeu salina (i.v). Quinze dias depois receberam a segunda dose:
APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-
Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle
recebeu salina (i.v). Quinze dias apds a Ultima dose os pulmdes foram
coletados e os niveis de TNF-a presentes no homogenato pulmonar foram
dosados por meio de ensaio de ELISA. Os resultados representam a média
e desvio padrdo do grupo (n=4). A reducado foi considerada significativa
quando *p<0,05 em relagdo ao grupo salina. LB: linfocito B, M¢: macrofago;
CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; mRNA-Hsp65: 5 ug;

proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 37. Niveis de IL-12 presentes no homogenato do pulmé&o de
animais infectados com Mycobacterium tuberculosis seguido de
tratamento (2 doses) com as abordagens vacinais. Camundongos Balb/c
foram infectados com M. tuberculosis por via intranasal e trinta dias ap6s a
infeccdo os animais receberam a primeira dose das diferentes abordagens
vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com
MRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo
controle recebeu salina (i.v). Quinze dias depois receberam a segunda dose:
APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-
Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle
recebeu salina (i.v). Quinze dias apds a ultima dose os pulmbes foram
coletados e os niveis de IL-12 presentes no homogenato pulmonar foram
dosados por meio de ensaio de ELISA. Os resultados representam a média
e desvio padrdo do grupo (n=4). A reducdo foi considerada significativa
guando *p<0,05 em relagdo ao grupo salina. LB: linfécito B, M¢: macrofago;
CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; mMRNA-Hsp65: 5 ug;

proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 38. Niveis de IFN-y presentes no homogenato do pulmé&o de
animais infectados com Mycobacterium tuberculosis seguido de
tratamento (2 doses) com as abordagens vacinais. Camundongos Balb/c
foram infectados com M. tuberculosis por via intranasal e trinta dias apés a
infeccdo o0s animais receberam a primeira dose das diferentes abordagens
vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com
MRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo
controle recebeu salina (i.v). Quinze dias depois receberam a segunda dose:
APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-
Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle
recebeu salina (i.v). Quinze dias apds a Ultima dose os pulmbes foram
coletados e os niveis de IFN-y presentes no homogenato pulmonar foram
dosados por meio de ensaio de ELISA. Os resultados representam a média
e desvio padrdao do grupo (n=4). A reducdo foi considerada significativa
guando *p<0,05 em relagdo ao grupo salina. LB: linfécito B, M¢: macrofago;
CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; mMRNA-Hsp65: 5 ug;

proteina Hsp65: 50ug.



N
o
]

o
a1
1

o
o
1

Log UFC/g pulmé&o
a1l
a1

5.0
4.5-
4.0 T
6{‘§\ Q@Qé;sﬁé)
Salex

Figura 39. Quantificacdo das UFCs (Unidades Formadoras de Col6nia)
provenientes de pulmdo de camundongos infectados com
Mycobacterium tuberculosis seguido de tratamento (2 doses) com as
abordagens vacinais. Camundongos Balb/c foram infectados com M.
tuberculosis por via intranasal e trinta dias ap0s a infeccdo os animais
receberam a primeira dose das diferentes abordagens vacinais: APCs apenas
eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs
pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle recebeu salina (i.v).
Quinze dias depois receberam a segunda dose: APCs apenas eletroporadas
(mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com
proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle recebeu salina, i.v. Quinze dias apés a
dltima dose os animais foram sacrificados e os seus pulmdes coletados para
a recuperacdo das unidades formadoras de colbnia. A reducdo foi
considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao grupo salina. LB:
linfocito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n:

intranasal; mMRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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com Mycobacterium tuberculosis seguido de tratamento (2 doses) com

as abordagens vacinais. Camundongos Balb/c foram infectados com M.
tuberculosis por via intranasal e trinta dias apos a infecgdo os animais
receberam a primeira dose das diferentes abordagens vacinais: APCs apenas
eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs
pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle recebeu salina (i.v).
Quinze dias depois receberam a segunda dose: APCs apenas eletroporadas
(mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com
proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle recebeu salina, i.v. Quinze dias apos a
segunda doses os animais foram sacrificados e os seus pulmdes coletados
para andlise histoldgica. Os cortes teciduais foram corados por hematoxilina e
eosina (HE) e observados em microscépio Optico. Tamanho original 40x. LB:
linfécito B, M¢: macrofago; CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n:

intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 41. Anélise morfométrica dos cortes histolégicos de pulmao de
camundongos infectados com Mycobacterium tuberculosis seguido de
tratamento (2 doses) com as abordagens vacinais. Camundongos Balb/c
foram infectados com M. tuberculosis por via intranasal e trinta dias apds a
infeccdo os animais receberam a primeira dose das diferentes abordagens
vacinais: APCs apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com
MRNA-Hsp65 (i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle
recebeu salina (i.v). Quinze dias depois receberam a segunda dose: APCs
apenas eletroporadas (mock, i.v), APCs eletroporadas com mRNA-Hsp65
(i.v), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (i.v). O grupo controle recebeu
salina, i.v. Quinze dias apos a segunda doses os animais foram sacrificados e
0s seus pulmdes coletados para analise histolégica. Os cortes teciduais foram
corados por hematoxilina e eosina (HE) e observados em microscépio 6optico.
A quantificacdo do infiltrado inflamatorio realizada com o programa de analise
de imagens Image J. Tamanho original 40x. LB: linfécito B, M¢: macrofago;
CD: célula dendritica; i.v: intravenoso; i.n: intranasal; mRNA-Hsp65: 5 ug;

proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 42. Niveis de IL-12 presentes no homogenato do pulméo de
animais vacinados (2 doses) por via subcutédnea e infectados com
Mycobacterium tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados as
diferentes estratégias vacinais: APCs néo pulsadas (mock, s.c), APCs
pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c).
O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x105 bacilos) por via (s.c). O grupo
controle recebeu salina (s.c). Apos quinze dias receberam a segunda dose:
APCs ndo pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c),
APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). e salina (s.c). Quinze dias apds a
segunda doses os animais foram desafiados com 1x10° bacilos da cepa
virulenta H37Rv de M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias apds o desafio, os
pulmdes foram coletados e os niveis de IL-12 presentes no homogenato
pulmonar foram dosados por meio de ensaio de ELISA. Os resultados
representam a média e desvio padrdo do grupo (n=4). A reducado foi
considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao grupo salina. M¢:
macréfago; CD: célula dendritica; s.c: subcutanea; i.n: intranasal; mRNA-

Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 43. Niveis de IFN-y presentes no homogenato do pulméo de
animais vacinados (2 doses) por via subcutédnea e infectados com
Mycobacterium tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados com
as diferentes estratégias vacinais: APCs nédo pulsadas (mock, s.c), APCs
pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c).
O grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10°% bacilos) por via s.c. O grupo
controle recebeu salina, s.c. Apés quinze dias receberam a segunda dose:
APCs ndo pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c),
APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). e salina (s.c). Quinze dias apés a
segunda doses os animais foram desafiados com 1x10° bacilos da cepa
virulenta H37Rv de M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias apds o desafio, os
pulmdes foram coletados e os niveis de IFN-y presentes no homogenato
pulmonar foram dosados por meio de ensaio de ELISA. Os resultados
representam a média e desvio padrdo do grupo (n=4). A reducao foi
considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao grupo salina. M¢:
macrofago; CD: célula dendritica; s.c: subcutanea; i.n: intranasal; mRNA-

Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.



Figura 44. Quantificacdo das UFCs provenientes de pulméo de
camundongos vacinados (2 doses) por via subcuténea e desafiados com
Mycobacterium tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados as
diferentes estratégias vacinais: APCs ndo pulsadas (mock, s.c), APCs
pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). O
grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo
controle recebeu salina, s.c. Apds quinze dias receberam a segunda dose:
APCs nao pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs
pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). e salina (s.c). Quinze dias apds a segunda
doses os animais foram desafiados com 1x10° bacilos da cepa virulenta H37Rv
de M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias ap6s o desafio, os animais foram
sacrificados e os seus pulmdes extraidos para a recuperacdo das unidades
formadoras de col6nia. Os resultados representam a média e desvio padrao
do grupo (n=4). A reducéo foi considerada significativa quando *p<0,05 em
relag@o ao grupo salina. M¢: macréfago; CD: célula dendritica; s.c: subcutanea;

i.n: intranasal; MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.



Figura 45. Cortes histolégicos de pulmédo de camundongos vacinados (2

doses) por via subcutdnea e desafiados com Mycobacterium
tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados as diferentes
estratégias vacinais: APCs néo pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas com
MRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). O grupo BCG
recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo controle recebeu
salina, s.c. Ap6s quinze dias receberam a segunda dose: APCs néo pulsadas
(mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com
proteina Hsp65 (s.c). e salina (s.c). Quinze dias apds a segunda doses 0s
animais foram desafiados com 1x105 bacilos da cepa virulenta H37Rv de
M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias apdés o desafio, os animais foram
sacrificados e os seus pulmdes coletados para analise histoldgica. Os cortes
teciduais foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e observados em
microscopio Optico. Tamanho original 40x. M¢: macrofago; CD: célula
dendritica; s.c: subcuténea; i.n: intranasal; mRNA-Hsp65: 5 pg; proteina
Hsp65: 50ug.
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Figura 46. Analise morfométrica dos cortes histolégicos de pulmao de
camundongos vacinados (2 doses) por via subcutanea e desafiados com
Mycobacterium tuberculosis. Camundongos Balb/c foram imunizados as
diferentes estratégias vacinais: APCs ndo pulsadas (mock, s.c), APCs
pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). O
grupo BCG recebeu 1 dose de BCG (1x10° bacilos) por via s.c. O grupo
controle recebeu salina, s.c. Apos quinze dias receberam a segunda dose:
APCs ndo pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs
pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). e salina (s.c). Quinze dias ap6s a segunda
doses os animais foram desafiados com 1x10° bacilos da cepa virulenta H37Rv
de M.tuberculosis por via i.n. Trinta dias ap6s o desafio, os animais foram
sacrificados e os seus pulmdes coletados para analise histolégica. Os cortes
teciduais foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e observados em
microscopio optico. A quantificagdo do infiltrado inflamatorio realizada com o
programa de analise de imagens Image J. Tamanho original 40x. Os resultados
representam a média e desvio padrdo do grupo (n=4). A reducdo foi
considerada significativa quando *p<0,05 em relagdo ao grupo salina e CD
Hsp65. M¢: macréfago; CD: célula dendritica; s.c: subcutanea; i.n: intranasal;

MRNA-Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 47. Niveis de IL-12 presentes no homogenato do pulméo de
animais infectados com Mycobacterium tuberculosis e tratados (2
doses) por via subcutanea com as abordagens vacinais. Camundongos
Balb/c foram infectados com M. tuberculosis por via i.n e trinta dias apés a
infeccdo receberam as abordagens terapéuticas: APCs ndo pulsadas (mock,
s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina
Hsp65 (s.c). O grupo controle recebeu salina, s.c. Quinze dias depois
receberam a segunda dose: APCs néo pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas
com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). O grupo
controle recebeu salina, s.c Quinze dias apds a Ultima dose os animais foram
sacrificados tiveram os pulmdes coletados e os niveis de IL-12 presentes no
homogenato pulmonar foram dosados por meio de ensaio de ELISA. Os
resultados representam a média e desvio padrao do grupo (n=4). A reducgéo
foi considerada significativa quando *p<0,05 em relagédo ao grupo salina. M¢:
macrofago; CD: célula dendritica; s.c: subcutanea; i.n: intranasal; mRNA-

Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 48. Niveis de IFN-y presentes no homogenato do pulmé&o de
animais infectados com Mycobacterium tuberculosis e tratados (2
doses) por via subcutanea com as abordagens vacinais. Camundongos
Balb/c foram infectados com M. tuberculosis por via i.n e trinta dias apés a
infeccdo receberam as abordagens terapéuticas: APCs ndo pulsadas (mock,
s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina
Hsp65 (s.c). O grupo controle recebeu salina, s.c. Quinze dias depois
receberam a segunda dose: APCs néao pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas
com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). O grupo
controle recebeu salina, s.c Quinze dias apds a Ultima dose os animais foram
sacrificados tiveram os pulm&es coletados e os niveis de IFN-y presentes
no homogenato pulmonar foram dosados por meio de ensaio de ELISA. Os
resultados representam a média e desvio padrao do grupo (n=4). A reducéo
foi considerada significativa quando *p<0,05 em relag&o ao grupo salina. M¢:
macrofago; CD: célula dendritica; s.c: subcutanea; i.n: intranasal; mRNA-

Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 49. Quantificacdo das UFCs (Unidades Formadoras de Col6nia)
provenientes de pulmdo de camundongos infectados com
Mycobacterium tuberculosis seguido de tratamento (2 doses) por via
subcutdnea com as abordagens vacinais. Camundongos Balb/c foram
infectados com M. tuberculosis por via intranasal e trinta dias apés a infeccao
0s animais receberam a primeira dose das diferentes abordagens vacinais:
APCs ndo pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c),
APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). O grupo controle recebeu salina,
s.c. Quinze dias depois receberam a segunda dose: APCs nado pulsadas
(mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com
proteina Hsp65 (s.c). O grupo controle recebeu salina, s.c Quinze dias apo6s a
Ultima dose os animais foram sacrificados e os seus pulmdes coletados para
a recuperacdo das unidades formadoras de colénia. A reducdo foi
considerada significativa quando *p<0,05 em relacdo ao grupo salina. M¢:
macréfago; CD: célula dendritica; i.v: subcuténea; i.n: intranasal; mMRNA-

Hsp65: 5 ug; proteina Hsp65: 50ug.
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Figura 50. Cortes histol6égicos de pulméo de camundongos de pulmao
de camundongos infectados com Mycobacterium tuberculosis seguido
de tratamento (2 doses) por via subcutdnea com as abordagens
vacinais. Camundongos Balb/c foram infectados com M. tuberculosis por via
intranasal e trinta dias ap0ds a infec¢do os animais receberam a primeira dose
das diferentes abordagens vacinais: APCs ndo pulsadas (mock, s.c), APCs
pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c).
O grupo controle recebeu salina, s.c. Quinze dias depois receberam a
segunda dose: APCs nao pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-
Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). O grupo controle
recebeu salina, s.c Quinze dias ap6s a Ultima dose os animais foram
sacrificados e os seus pulmdes coletados para andlise histolégica. Os cortes
teciduais foram corados por hematoxilina e eosina (HE) e observados em
microscopio Optico. Tamanho original 40x. M¢: macrofago; CD: célula
dendritica; i.v: subcutanea; i.n: intranasal; mRNA-Hsp65: 5 pg; proteina
Hsp65: 50ug.
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Figura 51. Anélise morfométrica dos cortes histolégicos de pulmao de
camundongos de pulmdo de camundongos infectados com
Mycobacterium tuberculosis seguido de tratamento (2 doses) por via
subcutanea com as abordagens vacinais. Camundongos Balb/c foram
infectados com M. tuberculosis por via intranasal e trinta dias apés a infeccao
0s animais receberam a primeira dose das diferentes abordagens vacinais:
APCs nao pulsadas (mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c),
APCs pulsadas com proteina Hsp65 (s.c). O grupo controle recebeu salina,
s.c. Quinze dias depois receberam a segunda dose: APCs nao pulsadas
(mock, s.c), APCs pulsadas com mRNA-Hsp65 (s.c), APCs pulsadas com
proteina Hsp65 (s.c). O grupo controle recebeu salina, s.c Quinze dias ap06s a
ultima dose os animais foram sacrificados e os seus pulmdes coletados para
andlise histologica. Os cortes teciduais foram corados por hematoxilina e
eosina (HE) e observados em microscépio optico. A quantificacdo do infiltrado
inflamatorio realizada com o programa de analise de imagens Image J.
Tamanho original 40x. Os resultados representam a média e desvio padrdo
do grupo (n=4). M¢: macréfago; CD: célula dendritica; i.v: subcutanea; i.n:

intranasal; mMRNA-Hsp65: 5 pug; proteina Hsp65: 50ug.
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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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