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RESUMO

O uso de bactérias como veiculos para a entrega de plasmideos vacinais por via das
mucosas constitui uma estratégia de vacinacdo promissora. Neste contexto, bactérias
patogénicas atenuadas como Shigella, Yersinia, Listeria e Salmonella vém sendo
utiizadas para a entrega de plasmideos vacinais as células mamiferas, embora
apresentem risco de reversdo ao seu fendtipo patogénico. Visando contornar este
problema, a utilizacdo de bactérias ndo patogénicas, tais como as Bactérias Lacticas
(BL), vem sendo proposta. Dentro do grupo das BL, Lactococcus lactis vem sendo
extensivamente utilizado para a producéo e entrega de antigenos e citocinas em nivel
de mucosas. Estudos envolvendo esta bactéria tém também focado em sua utiilizacao
como veiculo para entrega de vacinas génicas, sendo desenvolvidas linhagens
invasivas de L. lactis para aumentar a eficiéncia de entrega das referidas vacinas as
células do hospedeiro. Nosso grupo de pesquisa desenvolveu um plasmideo replicativo
em L. lactis, contendo um cassete de expressao eucariotica, o pValac (Vaccination usig
lactic acid bacteria). Assim, o uso de linhagens invasivas de L. lactis para a entrega do
vetor pValac expressando o antigeno Ag85A de M. tuberculosis, poderia representar
uma nova estratégia para o controle da tuberculose. Assim sendo, o objetivo deste
trabalho foi a construcdo do plasmideo vacinal pValac:Ag85A e a verificagcdo de sua
funcionalidade in vitro, utilizando células eucariéticas da linhagem CHO (Chinese
Hamster Ovary), bem como sua clonagem na linhagem invasiva L. lactis FnBPA,
gerando assim, a linhagem L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A). Esta linhagem, por sua
vez, foi utilizada em experimentos de imunizacdo de camundongos C57BL/6 e as
respostas imunes humoral e celular, geradas pela mesma, foram avaliadas. Como um
todo, observou-se uma polarizagao da resposta imune para o padrdo Thl, nos animais
imunizados com a referida linhagem em relacdo aos animais dos grupos controles.
Além disso, observou-se a producdo das imunoglobulinas 1gG e sIgA nas mucosas,
especificamente na mucosa respiratéria. Em suma, este projeto constitui um primeiro
passo rumo a validacdo da eficacia e efetividade de novas vacinas génicas baseadas
em bactérias lacticas geneticamente modificadas, por via de administracdo em

mucosas.
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ABSTRACT
Using bacteria as a vehicle for orally delivering vaccines plasmids is considered a

promissing vaccination strategy. Thus, attenuated pathogenic bacteria, such as
Shigella, Yersinia, Listeria and Salmonella are being used for delivering plasmids of
vaccine type to mammal cells. However, there is a risk of reversing to its wild
phenotype. In order to counteract this problem, we propose the use of non pathogenic
bacteria, as lactic bacteria (BL). Within the group of lactic bacteria, the Lactococcus
lactis is deemed as a model microorganism, which is being extensively used for antigen
and cytokines production and delivery to the mucosal level. Recently studies about this
bacteria have focused on their usage as vehicles for the delivery of genic vaccines. For
this, invasive strains of L. lactis have been developed in order to increase the delivery
efficiency of these vaccines to host cells. Furthermore, our investigation team
developed a plasmid that replicates in L. lactis and contains a eukaryotic expression
cassette named pValac (Vaccination using lactic acid bactéria). In this way, the use of
invasive strains of L. lactis for the delivery of vector pValac expressing the antigen
Ag85A of Mycobacterium tuberculosis could represent a new strategy for controlling
tuberculose. The aim of this investigation was not only the development of plasmid
vaccine pValac:Ag85A and its functional evaluation in vitro but also its clonation in its L.
lactis FNBPA" invasive strain for using this system as a potential genic vaccine. The
highly functional performance of the eukaryotic expression cassette when coding
antigen Ag85A was confirmed through the detection of Ag85A protein through of
immunocytochemistry; and flow cytometry after tansfecting pValac within mammalian
cells. Finally, plasmid pValac:Ag85A was transformed into invasive L. lactis strain,
originating L. lactis FNnBPA™ (pValac:Ag85A) strain. This strain was used in C57BL/6
mice intranasal immunization. The humoral and cellular immune responses were
evaluated. We observed a polarization of the immune response towards a Thil, in
immunized mice with it strain. In the respiratory mucosal, we detected production of
both, IgG and slIgA, antibody. In this way, this project is the first step towards the
effective validation of new genetic vaccines based on lactic bacteria genetically modified

administered in mucosal level.
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1.2 Introducéao Geral

Diversos agentes infecciosos invadem o hospedeiro através da superficie de
mucosas para causar doencas, sendo que a microbiota do trato gastrointestinal atua
como um estimulo primario para a ativacdo do sistema imune de mucosas (Deplancke
e Gaskins, 2002; Macfarlane e Cummings, 2002). Assim, o uso de bactérias como
veiculos para a entrega de plasmideos vacinais pela rota oral constitui uma estratégia
de vacinacao promissora contra um amplo espectro de doencas infecciosas (Schoen et
al.,, 2004). Bactérias patogénicas atenuadas tais como Shigella flexneri, Yersinia
enterocolitica, Listeria monocytogenesis e Salmonella enterica sorovar Typhimurium
tém sido utilizadas para a entrega de vetores de expressao eucaridtica as células de
mamiferos (Daudel, Weidinger e Spreng, 2007). ApOs essas bactérias invadirem as
células epiteliais e serem fagocitadas, o plasmideo consegue escapar da vesicula e
alcancar o nucleo da célula hospedeira, resultando na expressdo da ORF (do inglés,
Open Reading Frame) de interesse e posterior apresentacdo antigénica (Grillot-
Courvalin, Goussard e Courvalin, 1999). Contudo, esses microorganismos apresentam
riscos de reversdo ao seu fenétipo selvagem, ou seja, podem voltar a serem
patogénicos, ndo sendo, assim, totalmente seguros para uso humano, especialmente
se tratando de criangcas e pacientes imunocomprometidos (Dunham, 2002) situagao
esta que pode ser contornada pela utilizacao de bactérias ndo patogénicas.

Neste contexto, o uso de Bactérias Lacticas (BL) como veiculos para a entrega
de plasmideos vacinais representaria uma alternativa atrativa em relacdo a utilizacéo
de patogenos atenuados (Wells e Mercenier, 2008). As BL constituem um grupo
diverso de microorganismos Gram-positivos, capazes de converter agicares em acido
latico. Dentre os representantes deste grupo de bactérias, Lactococcus lactis € a
espécie mais bem caracterizada e figura como um microrganismo modelo no estudo
dos mesmos, ndo s6 por sua importancia econémica, como na indastria de laticinios,
mas também devido ao fato de ser um microorganismo de facil manipulacdo, ser
considerado seguro (GRAS, do inglés Generally Recognized As Safe), ter o seu
genoma completamente sequenciado e possuir um grande namero de ferramentas

genéticas ja desenvolvidas (Bolotin et al., 2001; Azevedo e Miyoshi, 2004; Bahey-El-
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Din e Gahan, 2010). Ha muito, moléculas heterdlogas de interesse meédico e
biotecnoldgico vém sendo produzidas em L. lactis (Wells e Mercenier, 2008) e,
atualmente, o uso desta bactéria como um veiculo para a entrega de plasmideos
vacinais tem se mostrado bastante promissor.

Neste contexto, uma linhagem recombinante de L. lactis, expressando a proteina
de ligacédo Fibronectina A (FNnBPA) de Staphyloccocus aureus (Que et al., 2001), foi
testada a fim de melhorar e facilitar a entrega do DNA as células mamiferas (Innocentin
et al., 2009). A proteina FNBPA medeia a adesdo da bactéria ao tecido hospedeiro e
sua entrada em células ndo fagociticas (Sinha et al., 2000). Foi demonstrado que L.
lactis expressando FnBPA foi capaz de entregar um vetor de expressao eucariotica
funcional a linhagem celular Caco-2 (Innocentin et al., 2009) de forma muito mais
eficiente que a linhagem de L. lactis selvagem. Alem disso, um novo plasmideo,
denominado pValac (Vaccination using lactic acid bacteria), de 3.742 pb, foi construido
por nosso grupo de pesquisa. O pValac foi formado pela fusdo do (i) promotor do
citomegalovirus (pCMV), que permite a expressao do antigeno em células eucarioticas,
(ii) sitio de clonagem mudltipla, (iii) sequéncia sinal de poliadenilagdo do Horménio
Bovino de Crescimento (BGH poli-A), que visa estabilizar o transcrito de RNA
mensageiro, (iii) origens de replicacdo, que permitem a propagacéo do plasmideo tanto
em Escherichia coli quanto em L. lactis, e (iv) um gene de resisténcia ao antibiético
cloranfenicol (Cm), para selecdo das linhagens recombinantes (Guimardes et al.,
2009). Assim, a utilizacdo de linhagens invasivas de L. lactis para a entrega do vetor
pValac expressando um antigeno de interesse poderia representar uma nova estratégia
para o controle de doencgas infecciosas, como, por exemplo, a tuberculose.

A Tuberculose (TB), causada pela bactéria Mycobacterium tuberculosis, € uma
doenca infecto-contagiosa que atinge um ter¢co da populacdo mundial na sua forma
latente, fato que torna esta doenga um dos principais problemas sociais, econémicos e
de saude publica no mundo (Lugo e Bewley, 2008). A Organizacdo Mundial da Saude
(WHO, do inglés World Health Organization) na reunido “Global reporter control”,
realizada em 2011, declarou uma incidéncia de 8,8 milhées de novos casos de TB, com
1,1 milhdes de mortes entre pessoas HIV negativas e um adicional de 350.000 6bitos

associados as pessoas HIV positivas, naquele ano (WHO, 2011). O tratamento desta
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doenca consiste na administracdo de multiplos antibidticos durante um periodo de
tempo prolongado, que geralmente ndo é seguido pelos pacientes, contribuindo para a
selecédo de linhagens resistentes a multiples drogas; o que por sua vez, torna esta
medida pouco eficaz. Além da quimioterapia convencional, a doenca pode ser
controlada utilizando-se a Unica vacina licenciada para uso clinico, a BCG (Bacillus
Calmette-Guérin). Embora venha sendo amplamente utilizada no Brasil e em outros
paises, a eficacia da BCG ainda permanece controversa. Esta vacina protege contra as
formas mais graves da doenca, como tuberculose miliar e meningea em criancgas,
entretanto, sua eficacia contra a TB pulmonar em pacientes adolescentes e adultos
varia de 0 a 80% (Brewer, 2000; Britton e Palendira, 2003; Liu et al., 2009). S&o
consideradas varias razbes para esta eficacia variavel, incluindo diferencas entre
sublinhagens de BCG, exposicdo a micobacterias ndo tuberculosas (NTMs), estado
nutricional, assim como, também o background genético da populacéo e, finalmente,
variagfes entre as diferentes linhagens de Mycobacterium tuberculosis (WHO 2004;
Mendoza et al.; 2011). Dessa maneira, estratégias para o desenvolvimento de novas
vacinas mais eficazes e economicamente viaveis visando combater esta doenca tém
sido alvo de intensa investigacao.

As proteinas secretadas por M. tuberculosis nos primeiros estagios de infeccéo
sdo consideradas alvos para a obtencdo de antigenos candidatos a vacinas, pois,
presumivelmente, sdo as primeiras a estabelecerem um contato com o sistema
imunologico do hospedeiro. As proteinas do complexo Ag85 — Ag85 A, B e C —
constituem as principais proteinas secretadas (aproximadamente 30%) por M.
tuberculosis encontradas nos filtrados de cultura (Wiker et al., 1992). As proteinas do
referido complexo séo fortemente imunogénicas devido ao fato de as mesmas serem
capazes de estimular tanto uma resposta imune humoral quanto celular. A diferenca
existente entre a eficiéncia das vacinas feitas com micobactérias vivas e as vacinas
feitas com micobactérias mortas € devida aos antigenos secretados pelo
microorganismo. Neste caso, as vacinas vivas, ap0s inoculacdo, seriam capazes de
liberar constituintes do complexo antigénico 85, dentre outras proteinas secretadas,

resultando assim, em uma maior estimulagéo do sistema imune (Wiker et al., 1992).



Neste contexto, este trabalho teve como objetivo a construcdo do plasmideo
vacinal pValac codificando o antigeno Ag85A de M. tuberculosis e sua entrega as
células mamiferas através da utilizacdo de linhagens recombinantes de L. lactis
FnBPA" contendo o referido plasmideo, o que podera representar uma futura estratégia
para o desenvolvimento de uma nova formulagdo vacinal, mais segura, eficaz e

econdbmica, contra a TB.



1.3 Estrutura da Tese

Este manuscrito apresenta, em sua primeira secdo, uma revisdo de literatura
dividida em trés assuntos principais: (i) as vacinas de DNA, seu mecanismo de acéo,
suas vantagens e suas principais vias de entrega; (ii) as Bactérias Lacticas (BL) como
veiculos para entrega de plasmideos vacinais, especialmente no que concerne ao uso
de linhagens invasivas de Lactococcus lactis e (iii) as caracteristicas do bacilo
Mycobacterium tuberculosis; a Tuberculose como sendo uma doenca re-emergente no
mundo e as vacinas em desenvolvimento contra esta doenca, explorando
principalmente o potencial da proteina Ag85A como antigeno vacinal. Em seguida,
encontram-se 0s objetivos do trabalho e a metodologia utilizada para o
desenvolvimento do mesmo e, posteriormente, os resultados obtidos até o momento
bem como a discussdo dos mesmos. Por fim, as conclusdes e perspectivas do

presente trabalho serdo expostas, seguindo-se das referéncias bibliograficas e anexos.



2.  INTRODUCAO



2.1 Vacinas de DNA

Muitos avancos ocorreram desde 1798, quando o médico inglés Edward Jenner
(1749 — 1823) imunizou um garoto de oito anos, James Phipps, contra a variola e criou
0 que, anos mais tarde, ficou conhecido como "vacina" (Stewart e Devlin, 2006; Azizi,
2010). Desde as primeiras vacinas vivas atenuadas ou mortas até a nova era das
vacinas de DNA, no inicio dos anos 1990, a biologia molecular e microbiologia tém
ajudado no controle e na profilaxia de diversas doencas infecciosas, canceres, alergias
e doencas auto-imunes, induzindo rapida e eficiente resposta imune ou criando
tolerancia imunoldgica (Ferrera et al., 2007).

Dentre as atuais formulagbes vacinais, as “vacinas de DNA” sdo as mais
recentes formas de vacinacdo e apresentam uma interessante alternativa para a
apresentacao de moléculas antigénicas ao sistema imune. Estas vacinas consistem na
administracdo de plasmideos contendo um cassete de expressao eucaridtico,
responsavel por codificar o antigeno de interesse no hospedeiro, possibilitando a
geracdo de antigenos in vivo (Gurunathan et al., 2000a), levando a apresentacao
destes ao sistema imune e subsequente protecao.

Os primeiros estudos que sugeriram que a injecdo de uma vacina de DNA
(“plasmideo de DNA”), in vivo, poderia levar a expressdo da sequéncia codificadora
presente no plasmideo e, em seguida, a producdo da proteina de interesse, foram
realizados por Ito (Ito, 1960). Sua pesquisa demonstrou que a inje¢cao de DNA nu do
papilomavirus em coelhos foi capaz de induzir tumores nesses animais. Além disso,
Atanasiu e colaboradores obtiveram resultados semelhantes ap6s a inoculacdo de
hamsters com poliomavirus (Atanasiu, Orth e Dragonas, 1962), enquanto outros grupos
relataram que utilizando técnicas similares, poderiam induzir midcitos cardiacos de
ratos a expressar B-galactosidase recombinante (Wolff et al., 1990; Lin et al., 1990;
Kitsis et al., 1991).

A primeira evidéncia na literatura do uso imunolégico de uma molécula de DNA,
no entanto, somente seria apresentada em 1992, por Tang e colaboradores. Seus
estudos mostraram que a injecdo da sequéncia codificadora do horménio do

crescimento humano na pele de camundongos, usando a técnica de “gene gun”, foi



capaz de aumentar anticorpos especificos contra aquele hormdnio, sugerindo que o
DNA poderia ser utilizado também para induzir resposta imune contra infeccoes
patogénicas (Tang, DeVit e Johnston, 1992). Naquele mesmo ano, durante a Reuni&o
Anual de Vacinas no “Cold Spring Harbor Laboratory”, trés outros grupos de pesquisa
reportaram inducdo de imunidade celular e humoral em modelo murino, apés a
“‘imunizagao génica”. Dois destes trabalhos comprovavam a geragao de resposta imune
contra o virus influenza (Ulmer et al., 1993; Fynan et al., 1993) e o terceiro, contra o
virus da imunodeficiéncia humana tipo 1 (HIV-1) (Wang et al., 1993). Posteriormente,
resultados semelhantes foram obtidos apd6s imunizacdo de camundongos contra o
herpesvirus bovino | (Cox, Zamb e Babiuk, 1993) e contra o virus da raiva (Xiang et al.,

1994), reiterando o potencial imunogénico e protetor das vacinas de DNA.

2.1.1 Vantagens das vacinas de DNA

Assim como as vacinas baseadas em patdégenos atenuados, as vacinas de DNA,
sdo capazes de induzir imunidade humoral e celular, sem contudo, apresentarem o0s
riscos associados a vacinas de patégenos atenuados. Assim, além de ser mais segura
esta vacina, apresenta muitas outras vantagens sobre as vacinas tradicionais (Tabela
1).

Nestas vacinas, a sintese enddégena do antigeno ocorre com caracteristicas
estruturais muito semelhantes a molécula nativa sintetizada pelo patégeno, criando
condi¢cBes para inducdo de respostas imunes mais efetivas (Silva et al., 2004). Devido
a sua estrutura simples, modificacdes na construcdo do plasmideo vacinal podem ser
feitas em um curto periodo de tempo e, tendo em vista que as vacinas de DNA podem
ser facilmente replicadas em bactérias, é possivel uma producao rapida, barata, e em
larga escala (Kutzler e Weiner, 2008). Além disso, diferentemente das vacinas vivas e
de subunidade, as vacinas génicas sao altamente estaveis e nado requerem
refrigeracdo, caracteristica muito favoravel a sua utilizagcdo sob condi¢des oferecidas
em paises em desenvolvimento (Silva et al., 2004).

Outra vantagem relevante que as vacinas génicas apresentam sobre as demais

estratégias vacinais é a possibilidade de se codificar mais de um antigeno em um
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mesmo vetor vacinal (Capone et al., 2006; Willlams, Carnes e Hodgson, 2009),
gerando as chamadas vacinas “multigenes” ou “multivalentes” (Gurunathan et al.,
2000a), que possibilitam imuniza¢des simultdneas contra varios agentes infecciosos.
Cabe ainda ressaltar que as vacinas de DNA oferecem a possibilidade de ser usadas
terapeuticamente (Delavallée et al., 2008).

Em relacédo ao seu perfil de seguranca, estas ndo apresentam riscos de causar
infeccdes, pois os plasmideos expressam apenas genes especificos para determinada
proteina antigénica (Oliveira, 2004) e assim, sdo capazes de direcionar a resposta
imune apenas aos antigenos desejados para a imunizacdo, com também de gerar
memaoria imunoldgica (Lara e Ramirez, 2012).

Questdes referentes a possibilidade de integracdo da vacina de DNA ao material
genético do hospedeiro, bem como a geracdo de auto-imunidade em resposta as
vacinas de DNA tem sido levantadas. Embora a taxa de integracdo ao genoma das
vacinas de DNA seja considerada desprezivel, isto €, 1.000 vezes menor que a taxa de
mutacdo espontdnea do DNA (Robinson et al., 1997), pesquisas estdo sendo
desenvolvidas com o intuito de melhorar ainda mais a seguranga destas vacinas, como
por exemplo, avaliacdo de mecanismos reguladores (Xiao et al., 2004; Kim et al.,
2004).

Outra posssivel estratégia a ser desenvolvida sdo as vacinas de RNA, que
embora dificeis de serem produzidas, ndo apresentam risco de integragdo no genoma
da célula hospedeira (Schalk et al., 2006). Com relacao ao desenvolvimento da auto-
imunidade, tem sido observada auséncia de anticorpos anti-DNA no soro, apos
imunizacao génica de camundongos (Xiang et al., 1994; Parker et al., 1999; Choi et al.,
2003), ratos (Tuomela et al.,2005), coelhos (Parker et al., 1999), peixes (Kanellos, et
al., 1999) como também em estudos pré-clinicos em primatas nao humanos e nos
primeiros estudos em seres humanos, ndo havendo assim evidéncia convincente do
desenvolvimento de auto-imunidade em resposta a vacina de DNA (Bagarazzi et al.,
1997; MacGregor et al., 1998; Le et al., 2000; Klinman et al., 2000; MacGregor et al.,
2000).

Outra questdao de seguranca levandada recai sobre a presenca de gene de

resisténcia a antibioticos, em particular a canamicina, ndo comumente utilizada para
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tratar infeccbes humanas. Entretanto, estratégias alternativas ao uso de antibioticos
como marcador de selecdo vém sendo amplamente exploradas (Mairhofer et al., 1997;
Cranenburgh et al., 2001; Garmory et al., 2005) como, por exemplo, a complementacao
auxotréfica (Wiliams, Carnes e Hodgson, 2009) e um sistema recentemente
desenvolvido e testado em Escherichia coli que utiliza um gene essencial para o
crescimento, fabl, e o biocida Triclosan como agente seletivo, permitindo a eficiente
selecéo de bactérias transformadas (Goh e Good, 2008; El-Attar et al., 2011).

Tabela 1: Vantagens na utiliza¢c&do das vacinas de DNA.

Caracteristicas

Construcéo Modificacdes no plasmideo vacinal podem se realizar em curto periodo de
tempo

Possibilidade de otimizacao dos plasmideos e transcrito
Utilizacao dos avancgos da gendmica para construcao da vacina
Tempo de Rapida producéo
manufatura
Producéo em larga escala

Seguranca Incapacidade de reversao a formas virulentas, como as vacinas vivas

Diferentemente de algumas vacinas inativadas, a eficacia ndo depende
de tratamentos toxicos

Nenhum efeito adverso significante nos ensaios clinicos realizados até o
momento foi reportado

Estabilidade Maior termo-estabilidade em relagdo as outras vacinas
Maior vida util
Mobilidade Facil estocagem e transporte

N&o é necesséria refrigeracdo constante

Imunogenicidade  Indugé&o resposta imune celular e humoral, assim como as vacinas vivas

Fonte: Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008

12



2.1.2 Vacinas de DNA Aprovadas e em Ensaios Clinicos

As vacinas de DNA constituem uma nova geracdo de produtos biotecnologicos
utilizados tanto para fins profilaticos quanto para fins terapéuticos que estdo apenas
comecando a entrar no mercado. Estas vacinas podem ser aplicadas como vacinas
preventivas ou terapéuticas para doencas virais, bacterianas ou parasitarias, como
também para o tratamento de cancer. Os progressos nesta area resultaram no
desenvolvimento e comercializacdo de quatro vacinas de DNA licenciadas para uso
veterinario, sendo uma delas contra o virus do Nilo Ocidental, que infecta cavalos
(Davidson et al., 2005), outra contra o virus da necrose hematopoiética infecciosa em
salmdes (Garver, LaPatra e Kurath, 2005), uma terceira vacina para tratamento de
melanoma canino (Bergman et al., 2006) e, finalmente, uma vacina terapéutica
relacionada a liberacdo do fator de crescimento em suinos (Thacker et al., 2006). Tais
licenciamentos se apresentam como uma importante validacdo dessa plataforma
vacinal, visto que ilustram seu potencial comercial (Kutzler e Weiner, 2008).

Com relacao a utilizacdo das vacinas de DNA em seres humanos, os resultados
positivos obtidos através de estudos pré-clinicos em diferentes modelos animais,
inclusive primatas, proporcionaram o acumulo de dados sobre a eficacia e a seguranca
dessas formulacdes, permitindo o inicio dos testes clinicos (Silva et al., 2004). Assim
sendo, apesar de ainda ndo existirem produtos licenciados para uso humano, diversos
ensaios clinicos utilizando vacinas de DNA estdo sendo conduzidos, sendo que muitos
destes tém se concentrado no combate a AIDS e no tratamento e prevencdo de

diversos tipos de cancer e doencas autoimunes (www.clinicaltrials.gov; acesso em

fevereiro/2014). Estes testes tém demonstrado que as vacinas de DNA sdao bem
toleradas e seguras, uma vez que nao foram relatados eventos adversos significativos

em varios dos estudos ja concluidos (Liu e Ulmer, 2005; Liu, 2011).

2.1.3 Estrutura dos Plasmideos para Vacinas de DNA

As vacinas de DNA sédo baseadas na tecnologia do DNA recombinante,

compostas por plasmideos que codificam genes frequentemente relacionados a
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viruléncia ou patogencidade de agentes infecciosos. Os plasmideos contém um gene
de resisténcia a um determinado antibiotico, controlado por um promotor procariotico, e
uma origem procaridtica de replicacdo, permitindo, respectivamente, a selecado e
replicacdo dos plasmideos em bactérias transformadas. A unidade de transcricdo é
geralmente composta por um promotor viral forte e constitutivo, que confere um alto
nivel de expressdo da ORF (do inglés, Open Reading Frame) de interesse em células
eucaridticas, e uma sequéncia sinal de poliadenilacdo, para estabilizagdo do transcrito
(Figura 1) (Feltquate, 1998; Gurunathan, Klinman e Seder, 2000b; Junior et al., 2004).
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Figure 1:Representacdo esquematica de um plasmideo vacinal. Na parte superior da figura,
encontra-se a Regido de Expressdo Eucaritica, responsavel pela expressdo do antigeno em
células eucaridticas, contendo o promotor que promove a expressao da ORF de interesse, a
sequéncia de Kozak, cédon de parada e a sequéncia sinal de poliadenilagdo (Poli-A), para
estabilizacdo do transcrito primario. Na parte inferior, encontra-se a Regido de Propagacado
Procaridtica, responsavel pela propagacdo e manutencdo do plasmideo vacinal na célula
bacteriana, contendo assim uma origem de replicacdo procariética e um marcador de selecao.
Fonte: Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008.

Atualmente todos os plasmideos utilizados como vetores de vacinas génicas
utilizam origens de replicagédo teta e a grande maioria destes plasmideos € derivada
dos plasmideos pBR322 ou pUC, possuindo a origem de replicagdo ColEl, de
Escherischia coli. ColE1l € o sistema melhor caracterizado, sendo qualificado por
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permitir alta taxa de replicacdo do DNA plasmideano em um curto periodo de tempo
(Williams, Carnes e Hodgson, 2009).

Em relagdo aos marcadores de selegcdo, os mais utilizados sdo genes que
conferem resisténcia a antibiéticos, sendo responséaveis pela estabilidade/manutencao
do plasmideo na célula bacteriana. O marcador de resisténcia mais comumente
utilizado é a canamicina. A resisténcia a ampicilina ndo é recomendavel, devido a sua
hiper-reatividade, vista em alguns pacientes que fazem uso dos antibioticos [
lactamicos (Williams, Carnes e Hodgson, 2009). Por sua vez, a resisténcia as
tetraciclinas é toxica para alguns hospedeiros, como E. coli.

No cassete de expressdo eucariotica, varios tipos de promotores virais tém sido
utilizados, sendo que dentre eles pode-se citar o promotor do Citomegalovirus (pCMV),
Rous virus (pRSV), Simio virus (pSV40), Baculovirus (promotor da polihedrina) e
Herpes simplex virus tipo 1 (promotor da timidina quinase). Atualmente O pCMV é o
mais utilizado, por promover um alto nivel de expresséao constitutiva.

Além disso, a utilizacdo de alguns promotores ndo-virais também vem sendo uma
alternativa atraente, como o promotor da poliubiuitina C humana (UbC) e o promotor do
fator de elongacdo la (EF1 a) (Gill et al., 2001). Outros promotores intensamente
estudados sdo aqueles promotores ativos somente em células apresentadoras de
antigenos (APC, do inglés Antigen Presenting Cells), otimizando, assim, a resposta
imunoldgica (Ni et al., 2009). Um exemplo destes promotores é o promotor do gene do
Complexo Principal de Histocompatibilidade (MHC, do inglés Major Histocompatibility
Complex) de classe Il (Vanniasinkam, Reddy e Ertl, 2006). Porém, é necessario que
esta estratégia explore promotores que sejam ativos em varias populacdes de APCs e
ndo numa Unica populacdo para, desta forma, garantir uma resposta imunol6gica
adequada (Ahsan e Gore, 2011). Promotores quiméricos também estdo sendo
considerados, como o promotor quimérico SV40-CMV. (Shepherd e Scott, 2008). Com
a utilizacdo deste promotor, observou-se melhora na expressdo e/ou na
imunogenicidade, conferida pela vacina de DNA (Kutzler e Weiner, 2008). Somando-se
as estratégias acima citadas e visando uma alternativa aos promotores virais, um
recente trabalho comparou dois promotores, o pCMV e o0 promotor macrosalin.

Macrosalin € uma glicoproteina expressa especificamente em monadcitos, macréfagos
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e, em menor proporcdo, em células dendriticas (DC), ou seja, um promotor que esta
presente em grande parte das APCs. Esta pesquisa reportou que mesmo 0 promotor
macrosalin tenha mostrado uma menor expressdo da proteina de interesse quando
comparado ao promotor viral, essa foi suficiente para induzir protecdo nos animais
vacinados, quando utilizada a via intramuscular (Ahsan e Gore, 2011).

A possibilidade de se codificar multiplas proteinas em uma Unica construcao é
uma vantagem importante que as vacinas de DNA tém sobre outros tipos de vacinas
(Capone et al., 2006; Williams, Carnes e Hodgson, 2009). Assim, além do antigeno ao
gual se deseja imunizar, podem, por exemplo, ser adicionados ORFs com funcdes
adjuvantes, no intuito de melhorar a poténcia destas vacinas (Ingolotti et al., 2010).

A insercdo de uma sequéncia consenso especifica, presente no mRNA eucarioto
sinalizando o start codon, denominada sequéncia de Kozak (ACCATGG), € necessaria
para iniciacdo da sintese proteica em células eucaribticas. Para garantir a terminacao
correta da proteina, também é importante a insercdo de um ou mais stop codons
(Kutzler e Weiner, 2008).

A inclusdo de um sitio de rescisdo, ou sequéncia sinal de poliadenilacdo
(AAUAAA) junto a extremidade 3’ da sequéncia de interesse € essencial para uma
correta expressao eucaridtica. O sinal de poliadenilacdo € necessario para a correta
finalizacdo da transcricdo do gene de interesse (clivagem do pré-mRNA de 11-30
nucleotideos downstream a sequéncia), adicdo da cauda poli-A e exportacdo do RNA
mensageiro (MRNA), do nldcleo para o citoplasma, desempenhando um papel
importante na estabilidade do mRNA (Kutzler e Weiner, 2008). A maioria dos vetores
utilizados como vacinas de DNA contém o sinal de poliadenilacdo de SV40 ou do
Hormonio Bovino do Crescimento (BGH, do inglés Bovine Growth Hormone). Estudos
tém revelado que a sequéncia sinal de poliadenilacdo do BGH é até duas vezes mais

eficiente que as demais, sendo, por isso, a mais comumente utilizada (Xu et al., 2002).
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2.1.4 Otimizacao da Imunogenicidade Das Vacinas Génicas

A otimizacdo da imunogenicidade das vacinas génicas € tema de inumeras
pesquisas na comunidade cientifica. Varias estratégias tem sido desenvolvidas no
intuito de se obter um modelo vacinal promissor.

Uma destas estratégias consiste na otimizacdo dos cdédons (codon usage) para
maximizar a expressdo da ORF de interesse na célula hospedeira. A referida técnica
promove uma alteracdo especifica da sequéncia codificadora com base nos niveis de
RNA transportador (tRNA) geralmente disponiveis naquela célula, podendo assim,
resultar em maiores taxas de traducdo da proteina em questao, conforme descrito por
diversos autores (Kim e Sin, 2005; Tokuoka et al., 2008; Muthumani et al., 2008). Como
exemplo bem sucedido desta estratégia, pode-se citar um estudo recente de vacinas
génicas desenvolvidas para o virus do papiloma humano (HPV), onde se demonstrou
aumento da imunogenicidade e inducéao de forte resposta imune humoral e celular em
modelos animais (Zhao e Chen, 2011). A adicdo de sequéncias lider ou regido 5’ nao-
traduzida (5’-UTR) antes da ORF de interesse também podem aumentar a estabilidade
do mRNA e contribuir para uma maior eficiéncia de traducéo (Xu et al., 2001).

O aumento da taxa de secrecao proteica pode melhorar a producdo de
anticorpos (Haddad et al., 1997). Para tanto, ORFs de interesse podem ser
modificadas para producdo de proteinas secretadas, ligadas a membrana, citosdlicas
ou associadas a uma organela, de forma que, alterando a localizacdo celular, a
resposta imunologica possa ser influenciada (Becker et al., 2008).

Quando necesséria a expressao de mais de uma ORF de interesse (como
antigenos e citocinas) para geracdo de uma resposta imune mais robusta, ha a
possibilidade de se utilizar um sistema de expressao policistronico ou ainda fazer uso
de epitopos fundidos, expressos como um Unico polipeptideo (Becker et al., 2008).
Uma vacina de DNA codificando Ag85A de M. tuberculosis junto ao fator estimulador
de colbnias de granulocitos e macréfagos (GM-CSF, do inglés Granulocyte
Macrophage Colony Stimulating Factor) demonstrou resultados satisfatérios, quando

avaliada a resposta imunoldgica gerada em ratos (Dou et al., 2005).
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Um importante componente das vacinas de DNA sdo as sequéncias
imunoestimulatorias (ISS) (Pisetsky, 1996), denominadas motivos citosina-fosfato-
guanina ndo metilados (motivos CpG). Os motivos CpG séo responsaveis pela ativacao
do receptor Toll-like 9 (TLR, do inglés Toll Like Receptor) e desempenham um papel
fundamental na imunidade inata e adaptativa, pela estimulacéo de linfécitos B, células
dendriticas, macrofagos e células NK (NK, do inglés Natural Killer) (Li e Zhu, 2006;
Kumagai et al., 2008). Com base nestes motivos, a célula pode discriminar entre DNA
endogeno e exdgeno, sendo estas sequéncias praticamente ausentes em células
humanas, apresentando assim propriedade adjuvante nas vacinas de DNA (Angel et
al., 2008).

Uma estratégia promissora que visa o melhoramento dos niveis de
imunogenicidade das vacinas génicas é a co-injecdo de plasmideos que codificam
proteinas imunomoduladoras, tais como interleucinas (IL), interferons (INF),
guimiocinas e moléculas co-estimulatorias. O objetivo desta estratégia € aumentar a
guantidade e a poténcia das células apresentadoras de antigeno, sem os efeitos
adversos da administracdo de citocinas na forma de proteinas purificadas. Testes em
macacos com uma vacina de DNA contra HIV-1 mostraram que a co-administracdo de
plasmideos codificando IL-12 e IL-15 foi capaz de aumentar a imunidade celular e
humoral (Chong et al., 2007). Recentemente, trabalhos realizados com uma linhagem
de BCG recombinante co-expressando as proteinas de Ag85B/CFP10 de M.
tuberculosis, junto a citocina imunoestimulatéria IL-12, demonstraram a geracao de
uma forte resposta imune em ratos que receberam a referida vacina, considerada
gualitativamente superior a resposta induzida pela vacina BCG licenciada (Lin et al.,
2012).

A protecdo atribuida por uma vacina tem sido associada com a permanéncia do
antigeno no organismo. Para cumprir com esta premissa e ao invés de aumentar o
numero de doses, pesquisadores sugerem a necessidade de administracdo de doses
“reforco”, a fim de sustentar a imunidade estimulada pela dose inicial. A maioria das
vacinas licenciadas incluem uma dose estimulo e ao menos um reforco do mesmo
imundgeno, para assim, gerar uma efetiva resposta imune no que refere a: eficiéncia,

qualidade e localizac&o da resposta imunologica (Fiorino et al., 2013)
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O principio de “dose inicial-reforco”, denominado prime-boost, é bastante
investigado na comunidade cientifica. Existem dois tipos de abordagens relacionadas
as estratégias de prime-boost: homologas e heterdlogas. O Prime-boosted homdlogo é
aquele no qual a mesma formulag&o vacinal € administrada varias vezes ao longo de
um determinado periodo de tempo. Por sua vez, o conceito de reforco heterélogo,
consiste em um mesmo antigeno ser apresentado de forma diferente ao sistema imune
durante a dose inicial e a de refor¢co (Rodrigues et. al., 2004; Lu, 2009; Radosevic et al.,
2009 ). E de fundamental importancia que a formulagéo utilizada na dose inicial suscite
uma resposta com o padrao requerido para conferir protecdo ao individuo vacinado. Ja
a dose reforgo terd como funcdo apenas a expansdo e manutencao da resposta imune
inicial. Foi comprovado que esta estratégia aumenta a poténcia da vacina de DNA,
particularmente na producdo de anticorpos (Reyes-Sandoval e Ertl, 2001). O prime-
boost heterdlogo tem sido aplicado em diferentes combinacdes de sistemas de entrega
e foi testado em varios ensaios clinicos (Hill et al., 2010; Paris et al., 2010; Rowland e
McShane, 2011; O’Hara et al., 2012; Sheehy et al., 2012). Pelo fato de o prime-boost
heter6logo poder ser administrado numa combinacéo de diferentes vias de vacinacao,
como por exemplo, por via de mucosas e via sistémica, possui a vantagem de induzir
respostas imunes tanto em nivel local quanto sistémico, demonstrando a capacidade
de produzir melhores resultados imunoldgicos (McCluskie et al., 2002; Glynn et al.,
2005; Mapletoft et al., 2010; Pattani et al., 2012).

2.1.5 Mecanismo de Acao das Vacinas de DNA

Embora o mecanismo de inducdo da imunidade por vacinas de DNA ainda
permaneca incerto, o0 aumento lento da resposta imune apos a vacinacdo com DNA
sugere gue esta siga um caminho complexo, que pode mimetizar a infeccdo natural.
Acredita-se que uma vez que o DNA plasmideano é administrado, este seja
internalizado pela célula e translocado para o ndcleo, sendo capaz de atravessar a
membrana nuclear por trés maneiras distintas: (i) difusdo; (ii) difusdo facilitada e (iii)
durante a mitose (Faurez et al, 2010). Uma vez no nucleo, utilizando a maquinaria de

transcricdo das APCs e das células locais, a ORF de interesse é transcrita e
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posteriormente traduzida em proteina. Em seguida, as proteinas recém-sintetizadas
sdo degradadas nos proteossomas celulares, em peptideos de 8 a 10 aminoacidos
(aa), e estes sdo transportados ao reticulo endoplasmatico (RE) através de um sistema
de transporte especializado que utiliza proteinas transportadoras TAP | e TAP Il, em
um processo dependente de ATP. Uma vez no RE, esses peptideos sdo vinculados a
moléculas de MHC de classe | e direcionados para a via secretoria, atingindo a
superficie celular. Este complexo “MHC I-peptideo” é entdo reconhecido pelos
receptores de células T (TCR, do inglés T Cell Receptor), que ativam linfécitos T
citotoxicos (CD8") (Tang, DeVit e Johnston, 1992; Waine e McManus, 1995; Shedlock e
Weiner, 2000; Huygen, 2005). Além disso, estas proteinas exdgenas podem ser
secretadas ativamente pelas células transfectadas, estimulando diretamente a
producdo de anticorpos por linfécitos B, ou estas células podem também entrar em
apoptose e liberar vesiculas apoptoticas. Dessa forma os antigenos sdo endocitados
e/ou fagocitados (apresentacdo cruzada nas vacinas de DNA) e entram na via
endossémica, onde serdo degradados em peptideos maiores (15 a 25 aa), que logo
sdo vinculados a moléculas de MHC de classe Il. O referido complexo “MHC II-
peptideo” é entdo translocado para a superficie celular e reconhecido por receptores
das células T, ativando assim linfécitos T CD4", gerando expansio da resposta imune
(Tang, DeVit e Johnston, 1992; Waine e McManus, 1995; Shedlock e Weiner, 2000;
Huygen, 2005). A célula hospedeira fornece as modificacdes pos-traducionais
necessarias, as proteinas de interesse, simulando uma infeccdo natural, ativando
linfocitos TCD4", TCD8" bem como a producdo de anticorpos, sendo esta uma das

maiores vantagens da imunizag&o génica (Liu, 2011) (Figura2).
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Figure 2:Representacdo Esquemética da Inducdo da Imunidade Celular e Humoral por
Vacinas de DNA. A sequéncia codificadora de interesse é clonada no plasmideo vacinal e este
entdo é administrado ao individuo. O exemplo demonstra a entrega da vacina de DNA por via
intramuscular. Ap6s alcancar o nucleo de miécitos e APCs, os componentes do plasmideo
permitem a iniciacdo da transcricdo génica, levando a sintese de proteinas no citoplasma.
Posteriormente, as APCs migram através dos vasos linfaticos aferentes para os 6rgaos
linféides e apresentam os peptideos antigénicos via moléculas de MHC classe | ou Il aos
linfécitos T. Células TCD8+ tornam-se ativadas assim como os linfécitos TCD4+, que passam a
secretar citocinas, levando a ativagdo de células B. Além disso, os antigenos livres séo
reconhecidos por imunoglobulinas expressas na superficie das células B, que, por sua vez, 0s
apresentam novamente aos linfocitos TCD4+ auxiliares. Esse processo coordenado gera uma
resposta especifica contra o antigeno de interesse ap0s ativacdo de células T e B que migram
através dos vasos linfaticos eferentes para o local onde a vacina foi administrada. Fonte:
Adaptado de Kutzler e Weiner, 2008.
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2.1.6 Meétodos de entrega das vacinas de DNA

Existem diversas barreiras celulares que dificultam a chegada do DNA exdgeno
para seu tecido alvo. Uma importante barreira que o DNA plasmideano deve superar €
0 meio extracelular, pois uma vez desprotegido, 0 mesmo pode ser exposto a
nucleases, que sado capazes de degrada-lo, tornando-o ineficaz para induzir uma
resposta imune (Junior et al., 2004). A membrana plasmatica bem como o envelope
nuclear das células se mostram também como grandes obstaculos a serem transpostos
pelo plasmideo vacinal para que a vacina de DNA seja de fato efetiva (Lechardeur et
al., 1999). Sendo assim, diferentes métodos de entrega tém sido desenvolvidos com o
intuito de superar estas dificuldades.

A biobalistica ou gene gun é o método utilizado para aumentar a entrega
epidérmica de DNA, onde as células de Langerhans e queratindcitos sdo diretamente
transfectados pelo bombardeio de particulas de ouro revestidas com os plasmideos de
DNA (Fuller; Loudon, e Schmaljohn, 2006). Outra estratégia que tem sido bastante
investigada e tem se mostrado promissora para a entrega de vacinas de DNA é a
eletroporacgdo, técnica que se baseia na aplicacdo de pulsos de alta voltagem com
duracdo de milissegundos em um tecido, gerando poros na membrana celular,
permitindo a entrada da vacina de DNA no citoplasma das células (Zaharoff et al.,
2002). O dano tecidual que a eletroporacdo provoca gera inflamacdo, que recruta
células dendriticas (DC, do inglés Dendritic Cell), macrofagos e linfocitos para o local
da injecao (Murtaugh e Foss 2002; Liu et al., 2008), induzindo uma importante resposta
imune celular e humoral. Em estudos envolvendo primatas, a entrega das vacinas de
DNA por eletroporacdo tem aumentado os niveis de resposta, bem como a amplitude
das mesmas (Luckay et al., 2007).

Outro método estudado € a iontoforese, técnica que utiliza uma forca elétrica de
baixa intensidade que promove a movimentacdo de ions no estrato dérmico, sendo
usada para otimizar a entrega intradérmica de vacinas de DNA (Prausnitz e Langer,
2008). Mais recentemente tem sido desenvolvida a técnica denominada “DNA tatooing”
para administracdo de vacinas génicas; estratégia esta que se assemelha a um

processo de tatuagem e que tem apresentado resultados interessantes quanto a
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geracdo de respostas imunes mais potentes (Pokorna, Rubio e Muller, 2008; van den
Berg et al., 2009). Esta técnica também tem mostrado resultados promissores tanto em
modelo animal de pequeno porte como em primatas ndo humanos e esta atualmente
sob avaliacao clinica (Oosterhuis et al., 2012).

A nanotecnologia, assim como a utilizacdo adenovirus (Benihoud, Yeh e
Perricaudet, 1999), retrovirus (Hu e Pathak, 2000) ou Vaccinia virus (Moorthy et al.,
2003), também vem sendo explorada para facilitar a internalizacdo destas vacinas. A
nanotecnologia é atualmente aplicada na administracdo de drogas, mas ja esta sendo
considerada para a entrega de vacinas de DNA e terapia génica (Peek, Middaugh e
Berkland, 2008).

2.1.7 Vias de Entrega das Vacinas de DNA

As vias de entrega de uma vacina de DNA séo consideradas outro parametro de
grande importancia para a expressao dos antigenos de interesse e condicionamento de
uma resposta imune eficaz.

Existem diversas vias e formas pelas quais uma vacina de DNA pode ser
administrada, sendo que a administracdo de DNA nu, por via intramuscular, tem sido a
abordagem mais utilizada (Kutzler e Weiner, 2008). Entretanto, embora esse
mecanismo seja um processo simples e de baixo custo, alguns inconvenientes podem
limitar sua utilizacdo, como por exemplo, a necessidade de aplicacdo de grandes
guantidades de plasmideo (Lowrie et al., 1997). Além disso, as vacinas administradas
parenteralmente sdo pouco eficientes em estimular o sistema imune associado a
mucosas, sendo efetivas somente contra patégenos que penetram no organismo pela
rota sistémica (Lowrie et al., 1997).

Este inconveniente pode ser contornado pela administracdo das vacinas por via
das mucosas. Tem sido relatado que a vacinacao utilizando a via das mucosas - oral,
nasal, sublingual e do trato genital - € capaz de induzir células B de memoria
produtoras de IgA, como também de IgG, o que a torna excelente via na inducédo de
uma resposta imune duradora (Quiding, et al., 1991; Tengvall, et al., 2010; Alam, et al.,
2011; Simon, et al., 2011).
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A vacinacao por esta via, recomendada pela Organizacdo Mundial da Saude por
razdes econdmicas, logisticas e de seguranca, apresenta a possibilidade de geracao
de ambas as respostas imunes sistémica e de mucosas (Neutra e Kozlowski, 2006;
Wells, 2011), sendo esta ultima particularmente interessante, haja vista que patégenos
como Escherichia coli, rotavirus, Shigella flexneri, dentre outos, utilizam esta via como
porta de entrada para infeccdo das mucosas, ja patdgenos como HIV, M. tuberculosis
utilizam a mucosa como uma porta de entrada para uma infeccéo sistémica (Neutra e
Kozlowski, 2006).

Desta forma, as vacinas de mucosas, podem contribuir significativamente para a
melhoria da saude global, estimulando respostas imunes ndo so6 contra infec¢cdes das
mucosas, mas também contra doencas como HIV e Mycobacterium tuberculosis
(Holmgren e Czerkinsky, 2005; Neutra et al., 2006). Ademais, a administracao de
vacinas por esta via € relativamente simples, o que permite maior aceitacdo por parte
dos individuos a serem vacinados (Bahey-EI-Din, Gahan e Griffin, 2010a).

Portanto, uma area atraente no desenvolvimento de vacinas de nova geragao e
o desenvolvimento de vacinas adequadas para imunizagdo das mucosas (Zaman,
Chandrudu e Toth; 2013), como também o uso de diferentes tipos de adjuvantes

adequeados para essa via.

2.1.7.1 Vias das mucosas

A maioria das infeccbes bacterianas e virais se da através das superficies das
mucosas, de forma que a imunidade contra agentes infecciosos podera depender da
inducdo da resposta imune associada a mucosas. Para combater alguns agentes
infecciosos, a administracdo de vacinas pela via das mucosas € o método mais
apropriado para imunizacao, ja que varias pesquisas relatam que trata-se de uma via
importante capaz de induzir respostas imunes tanto sistémicas quanto de mucosas.
(Almeida e Alpar, 1996; Boyaka et al., 2003; Holmgren e Czerkinsky, 2005; Brandtzaeg,
2010).

As principais vias de mucosas que estdo sendo avaliadas para fins de vacinacao

com DNA sdao as vias vaginal (Kanazawa et al., 2008), oral (Guimarées et al., 2009) e
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intranasal (Dou et al., 2012). Dentre essas vias a via intranasal e considerada a mais
apropriada para a vacinacao de mucosas (Zaman, Chandrudu e Toth; 2013). Uma das
principais vantagens que a referida via apresenta é a ndo utilizacdo de agulhas, o que a
torna uma via muito promissora para a realizacao da vacinacdo sem a necessidade de
pessoal treinado, como também a diminuicdo do risco de acidentes. Uma outra
caracteristica importante é que as vias aéreas superiores estdo recobertas de grandes
guantidades de cilios, gerando assim uma ampla superficie de absorcdo. Cabe
salientar que ap0s a vacinagéo intranasal é possivel induzir tanto imunidade sistémica
guanto das mucosas (Davis, 2001; Zaman, Chandrudu e Toth; 2013), caracteristica
esta, que torna a via intranasal uma via promissora para o desenvolvimento de vacinas
de nova geracao. Na tabela 2 estdo citadas algumas das vantagens como também
desvantagens da via intranasal (Tabela 2).

Tabela 2: Vantagens e desvantagens da vacinacao intranasal.

Vantagens Desvantagens
Desnecesséria a utilizacao de agulhas Depuracao rapida
Via ndo invasiva (facil aceso) Captura ineficiente
Peguenas doses do antigeno Falta de adjuvante compativel

em humanos
Indugéo de imunidade sistémica
e das mucosas

Imunidade local e em sitios distantes

Alta vascularizagéo

A alta quantidade de cilios

Imunizacdo de grandes grupos

populacionais.

Fonte: Adaptado de Davis, 2001.
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2.1.8 Imunidade das mucosas

O sistema Imune esta constituido por dois grandes compartimentos: o sistema
imune sistémico e o sistema imune das mucosas. O sistema imune de mucosas
funciona como a primeira linha de defesa contra patdogenos e basicamente esta
composto por sitios efetores e indutores. Os sitios indutores sdo 0s responsaveis pela
captura de antigenos como também de estimular as células T e B naive.
Posteriormente estas células irdo migrar para os sitios efetores; sitios estes nos quais
acontece a producdo da imunoglobulina A (IgA) secretora e desta forma a imunidade
inata serd iniciada (Tamura e Kurata, 2004).

As superficies das mucosas sdo definidas como as superficies do corpo
cobertas de muco e estas incluem a superficie respiratoria, do trato gastrointestinal,
urogenital além das superficies das corneas e conjuntiva. Na superficie das mucosas,
as células epiteliais e as células secretoras de muco estdo organizadas de modo de
estabelecer uma barreira epitelial, que em conjunto com as células do sistema imune,
desempenham um papel vital na defesa do hospedeiro contra as infeccbes por
patdgenos (McKenzie, Brady e Lew, 2004). As referidas superficies estdo em contato
constante com o0 ambiente exterior, portanto sao sitios vulneraveis ao ataque
microbiano e basicamente desempenham um ativo papel na regulacdo da resposta
imune, bem como em funcd@es fisioldgicas, tais como transporte de nutrientes, ions e
agua, manutencdo da homeostase e respiracado (McKenzie, Brady e Lew, 2004; Mayer
e Dalpke, 2007).

Um ser humano adulto possui em torno de 400m? de area de superficie de
mucosas e estima-se que 80% do total da populacdo das células imunes estao
associadas a estas superficies. Adicionalmente, a maioria da superficie das mucosas
contem tecido linfoide especializado associado (MALT, do inglés Mucosa-Associated
Lymphoid Tissues). O NALT consiste no tecido linfoide associado ao tecido
gastrointestinal, bronquial e nasal (NALT, do inglés, Nose Associated Lymphoid Tissue)
como também conjuntiva e o tecido urogenital. Todos eles sdo necessarios para a

inducao da resposta imune (Lugton, 1999).
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2.1.8.1 Imunidade Associada aos Tecidos Nasais e Faringeos (NALT)

O Tecido Linféide Associado aos Tecidos Nasais e Faringeos (NALT)
compreende uma estrutura organizada de células que participam na inducdo da
resposta imunoldgica. Dentre essas células destacam-se macrofagos alveolares,
células dendriticas (DC), linfocitos T e linfocitos B, as quais sdo cobertas por uma
camada epitelial contendo células diferenciadas intercaladas dentre elas, denominadas
de células M (do inglés, Microfold Cells) (Li et al., 1997, Davis, 2001). As células M séo
o portal de entrada para os antigenos ao NALT, facilitando o transporte dos patégenos
através da mucosa e no tecido linfoide organizado, e consequentemente séo a via para
a inducédo da imunidade das mucosas (Fujimura 2000).

A protecdo nesta superficie das mucosas correlaciona-se principalmente com a
producdo de IgA secretoria, SIgA, que junto a outros mecanismos inatos de defesa,
como a secrecdo de mucinas, defensinas, lisozimas, oxido nitrico, dentre outros,
fornecem protecao adicional contra os patdgeno (Whaley e Zeitlin, 2005).

A IgA das secrecfes externas difere da IgA da circulacdo sistémica por possuir
um determinante antigénico extra, chamado de componente ou peca secretora (PS). A
PS facilita o transporte de IgA para a superficie epitelial através de um receptor, RIg
localizado nas células epiteliais, através de um transporte ativo, por vesiculas até o
[mem (Pillai et al., 2012). Portanto a imunidade das mucosas é mediada
principalmente por imunoglobulina A secretora, considerado este o principal isotipo de
imunoglobulinas nas secregdes, sendo de grande importancia na imunidade local
(Lycke, 2012). O fato da slgA possuir um alto grau de glicosilacdo e ser dimérica a
torna resistente a degradacdo no ambiente externo rico em proteases presentes nas
superficies mucosas (Mestecky et al., 2005).

S&o vérias as funcdes que a slgA apresenta na superficie das mucosas, dentre
as quais podem ser citadas a retencdo dos microorganismos no muco, sendo capaz de
impedir o contato do patégeno com o epitélio e o bloqueio de moléculas especificas da
superficie celular de patégenos que medeiam a invasdo das células epiteliais
(Hutchings et al., 2004), impedindo assim o ingresso dos mesmos. As IgAs localizadas

subjacentes ao epitélio possuem a capacidade de direcionar novamente ao lumen,
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patdgenos que atravessaram a barreira epitelial, como também mediar a destruicéo
dos microorganismos através das ceélulas citotoxicas dependentes de anticorpos
(ADCC, do inglés Antibory-dependent cell-mediated citotoxity,) (Black, Cummins e
Jackson, 1996; van Egmond et al., 2001). Cabe salientar que as células B produtoras
de IgA surgem a partir de células B naive localizadas no tecido linfoide associado a
mucosas, MALT. Estas células B que inicialmente eram produtoras de IgM, pela
estimulacdo antigénica, quando na presenca de TGF-3, IL10 e fator de ativacéo de
células B (BAFF, do inglés B cell-activating factor), sofrem uma mudanca no isotipo de
imunoglobulina de IgM para IgA (Lycke, 2012).

Os antigenos solaveis, de menor tamanho, sdo capazes de atravessar o epitélio
nasal, enquanto que o0s antigenos particulados penetram - ou sdo capturados -
principalmente através das células M (Davis, 2001). Os antigenos transportados
ativamente pelas células M sdo entdo capazes de atingir as células dendriticas,
macrofagos e células B. Posteriormente ocorre 0 processamento e apresentacao
destes antigenos ao sistema imune (Ogasawara et al., 2011). Em consequéncia as
células T helper CD4" serdo ativadas e a interacdo entre estas células, e com as
células B, promoverdo a producao de IgA por linfécitos B. Assim diferentes células B
irdo se deslocar para os sitios efetores onde serdo diferenciadas em células

plasmaticas, capazes de produzir anticorpos (Johansen e Kaetzel, 2011).

2.1.8.2 Estruturas Linféides das Vias Aéreas Superiores em Animais e Seres
Humanos

A existéncia de agregados linféides na parede bronquial (similar as placas de
Peyer do intestino) tem sido descrito em varias espécies de animais, tais como ratos,
coelhos, camundongos e porquinhos da india. Estes agregados encontram-se
localizados ao redor da principal bifurcagcdo bronquial, sitio este atingido pelas
particulas inaladas. Ja em espécies como gatos, porcos e no homem existem poucos
agregados organizados. Embora existam diferencas na organizacdo de tecido linfoide

bronquial entre as diferentes espécies, acredita-se que os antigenos administrados

28



sejam processados da mesma forma na mucosa respiratoria das diferentes espécies
(Bienenstock, McDermott e Clancy, 1999).

A presenca de tecido linfoide nas faringes foi descrito em 1884 pelo pesquisador
Welhim vom Waldeyer, que descreve um tecido em forma de anel comportando as
tonsilas nasofaringeas ou adenoides (NT), um par de tonsilas palatinas (PT), um par de
tonsilas tubais (TT), e as tonsilas linguais (LT), sendo as tonsilas, aglomerados de
nodulos linféticos revestidos apenas de epitélio com importantes fungées imunoldgicas
(Perry e Whyte,1998) (Figura 3). Sua localizacao na regido orofaringea permite estreito
contato do sistema imune com 0s antigenos tanto ingeridos quanto inalados. Os
antigenos que atingem as criptas das tonsilas sdo capturados pelas células M e células
de Langerhans, comprometendo macréfagos da regido. Assim, 0s antigenos serao
apresentados e transportados na regido extrafolicular, onde encontram-se as células T.
Os centros tonsilares germinais suportam significativa proliferacdo de células B de
memoria (Davis, 2001, Orga et al., 2001)

Adenoid

" Tubal

\~.

..\‘ " tonsil

~ Palatine
tonsil

Lingual
tonsil

Figure 3:Tecido linféide faringeo e anéis de Waldeyer. Fonte: Davis, 2001.
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2.1.8.3. Respostaimune associada a superficie das mucosas

Tem sido demostrado que a vacinacao intranasal além de gerar resposta imune
no NALT, também tem sido eficaz na inducdo de imunidade sistémica, como também
das mucosas gastrica, respiratoria (Brandtzaeg, 2011; Jabbal, 2010) e do trato genital,
fato este que torna esta via muito promissora, inclusive no desenvolvimento de vacinas
contra doencas de transmissdo sexual (Mestecky et al., 2011).

Uma caracteristica comum de todos os sitios das mucosas indutivos é que
incluem uma superficie epitelial comportando as células M, as que recobrem os
foliculos linfoides ndo encapsulados (FAE, do inglés Follicle-Associated Epithelium).
Além destes componentes, também podem ser encontradas células glandulares
produtoras de mucinas, linfocitos, células plasmaticas, células dendriticas e
macréfagos (Orga et al., 2001).

Os antigenos que ingressam ao organismo, tanto pela vias aéreas quanto pela
via alimentar, sdo capturados pelas células M e transportados para os FAE, onde
células dendriticas, apresentadoras de antigenos, irdo estimular células T naive CD4"
ou CD8". As células T CD4" ativadas irdo diferenciar em Thi, Th2, e Th17, células T
regulatérias, células T helper foliculares (Try). As células T helper (CD4" ativadas)
receberam os antigenos estranhos processados pelas células dendriticas no contexto
de moléculas MHC classe Il. Desta forma as células B ativadas serdo capazes de
capturar antigenos, que posteriormente serdo apresentados as células T
proporcionando assim a ativacdo do sistema imune (Brandtzaeg, 2011). Células T e B
migram para os linfonodos de drenantes e para os tecidos linfoides efetores como o
pulmao e trato genital (Lucky, 2012). (Lycke, 2012).

Como foi mencionado anteriormente a sIgA é o principal anticorpo das
superficies das mucosas. No entanto um outro isotipo de grande relevancia foi
encontrado na superficie de mucosas, IgG, apés a invasdo de antigenos, ou
administracao de vacinas a superficie de mucosas (Mestecky et al., 2005, Brandtzaeg,

2011). A 1gG presente nas mucosas, em conjunto com a IgM pentamérica secretada, e
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a slgA, podem neutralizar patégenos, prevenindo sua entrada nas mucosas como
também na circulacao sistémica (Neutra e Kozlowski, 2006).

A via T dependente conduz a producao de IgA. Tem sido considerado que esta
via é essencial a construcdo de uma resposta imune as vacinas. A protecdo contra
muitas infeccdes bacterianas e virais baseia-se na estimulacao eficaz de células T
helper efetoras Thl. As células Thl séo linfécitos capazes de produzir interferon-gama
(INF-y), fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e interleucina 2 (IL-2), participando da
defesa contra patdgenos intracelulares, como também para alguns patdégenos
extracelulares. Por outro lado os linfocitos Th2 possuem um papel indireto, apoiando a
producdo de anticorpos uma vez que sao capazes de produzir as citocinas: 1L-10, IL-
13, IL-5 e IL-4. Por sua vez, células Th1l7 séo consideradas efetoras, definidas por sua
producdo de IL17, sendo estas células capazes de produzir IL-21 e IL-22 também. A
populacdo de Th17 encontra-se na lamina prépria das mucosas e participa na protecéo
contra varias doencas bacterianas. A populacdo Th1l7 é particularmente frequente na
mucosa gastrointestinal, como consequéncia da colonizacdo bacteriana. As respostas
influenciadas pela IL17 é essencial para a manutencao da barreira de mucosas através
do recrutamento de neutrofilos, liberacdo de peptideos antimicrobianos e defensinas.
(Blaschitz e Raffatellu 2010; McAleer e Kolls, 2011; Mattsson et al., 2011).

As pesquisas desenvolvidas em vacinas de mucosas tem mostrado que a
protecdo contra a infec¢do pode durar por um grande periodo de tempo, inclusive por
anos, embora a IgA de mucosas nao seja observada de 6 a 9 meses ap0s a vacinacao
(Brandtzaeg, 2007; Czerkinsky e Holmgren, 2009). Essa duracdo da resposta imune é
atribuida a presenca das células B de memoria produtoras de IgA capazes de gerar
uma rapida resposta a uma segunda exposicdo do patdégeno, com a consequente
melhora na capacidade da prevencdo contra a infeccdo (Brandtzaeg, 2007; Plotkin,
2010).

Dentro do contexto da imunizacdo por via de mucosas, a utilizacdo de bactérias
geneticamente modificadas representa uma alternativa promissora para a entrega dos
plasmideos vacinais (Bermudez-Humaran et al., 2003a).

O uso de bactérias como veiculos para a vacinacdo genética € uma ideia

atraente e simples, que deriva de um numero de propriedades intrinsecas oferecidas
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por este sistema. As bactérias oferecem varias vantagens em relacdo aos sistemas
virais, uma vez que os virus codificam proteinas virais com epitopos imunodominantes,
0S quais podem competir com 0s epitopos da proteina recombinante na inducéo de
células T do sistema imune. Além disso, a quantidade de material genético que pode
ser clonado em plasmideos bacterianos é muito maior do que aquela que as particulas
virais podem acomodar. Por fim, com relacdo ao perfil de seguranca, as bactérias, ao
contrario dos virus, sado controlaveis através da administracdo de antibiéticos comuns
(Darji et al., 2000).

2.1.9 Bactérias na Entrega de Vacinas de DNA

Estudos realizados por Walter Schaffner em 1980 demonstraram que as
bactérias sdo potenciais vetores para a transferéncia de plasmideos vacinais as células
de mamiferos, in vitro. A partir desta pesquisa, varias outras foram realizadas a fim de
propor as bactérias como novos vetores a serem utilizados para transferéncia de
vacinas génicas (Schaffner, 1980; Courvalin, Goussard e Grillot-Courvalin, 1995;
Sizemore, Branstrom e Sadoff, 1995; Vassaux et al., 2006). Essa transferéncia ocorre
guando a bactéria entra na célula eucarioética em uma vesicula priméria, que logo apos
€ fundida a um compartimento lisossdmico, ocorrendo a lise bacteriana.
Subsequentemente, o DNA plasmideano deve escapar da vesicula para o citoplasma
e, em seguida, ser translocado para o nucleo da célula, para que ocorra a expressao
da ORF de interesse e consequentemente apresentacdo do antigeno ao sistema imune
(Figura 4) (Schoen et al., 2004; Pontes et al., 2011).
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Figure 4:Representacdo esquemaética da transferéncia de um plasmideo vacinal de
uma bactéria invasiva atenuada para uma célula eucariética. (1) Célula eucaridtica e
bactéria contendo o plasmideo vacinal; (2 e 3) Entrada da bactéria, em uma vesicula
primaria, na célula hospedeira; (4) Fusdo da vesicula primaria com o compartimento
lisossdmico e lise bacteriana; (5) Escape do plasmideo de DNA da vesicula para o
citoplasma; (6) a vacina de DNA alcanca o nucleo da célula; (7 e 8) Transcrigdo e traducao
do antigeno de interesse e apresentacdo deste ao sistema imune. Fonte: Pontes et al.,
2011.

Em relacédo a entrega de DNA nu por via intramuscular, citada anteriormente, o
sistema de entrega de vacinas de DNA por bactérias é mais vantajoso, devido ao fato
de que estas atravessam a membrana plasmatica da célula alvo, entregando o
plasmideo vacinal diretamente no interior da mesma. O fato de as bactérias abrigarem
o DNA plasmideano faz com que este plasmideo vacinal fique protegido contra
degradacdo por nucleases. Outra consideracdo a ser ressaltada € que as bactérias
carreadoras séo capazes de acomodar plasmideos de grande massa molecular, o que
possibilita a insercdo de multiplas ORFs de interesse (Hoebe, Janssen e Beutler,
2004). Ademais, as bactérias podem atuar como adjuvantes naturais apos a invasao da
célula hospedeira, devido a presenca de moléculas em sua estrutura, denominadas
Padrbes Moleculares Associados aos Patogenos (PAMPs, do inglés Pathogen-
Associated Molecular Patterns), capazes de modular a resposta imune inata, e assim

promover uma resposta adaptativa eficiente e duradoura. Por fim, este sistema € tido
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como pouco dispendioso, devido a facilidade de cultivo das bactérias, sendo a
manutencdo do plasmideo vacinal garantida pelo crescimento da cultura bacteriana e
desta forma, etapas de purificagdo do plasmideo tornam-se desnecessérias (Hoebe,
Janssen e Beutler, 2004). Cabe ainda salientar que a maioria das bactérias
transportadoras de vacinas génicas permite a imunizacdo de mucosas através da via
oral, intranasal ou retal, além de mostrarem um tropismo natural pela inducdo do
sistema imunoldgico, o que leva a uma ativagdo mais eficiente das respostas imunes

pelo referido sistema em relacdo a imunizacdo com DNA nu (Schoen et al., 2004).

2.1.9.1 Bactérias Patogénicas Utilizadas Para a Entreqga de Vacinas de DNA

Bactérias patogénicas intracelulares atenuadas tém sido amplamente estudadas
para a entrega de vetores de expressdo eucaridtica as células mamiferas (Daudel,
Weidinger e Spreng, 2007), dentre as quais pode-se citar, Shigella flexneri (Kaminski et
al., 2009), Yersinia enterocolitica (Autenrieth e Autenrieth, 2008) E.coli invasiva (Brun et
al, 2008) Salmonella typhi (Osorio et al., 2009) e Listeria monocytogenes (Schoen et
al., 2008). Estas ultimas duas bactérias tém sido recentemente estudadas como
vetores de entrega de vacinas de DNA terapéuticas para tratamento do cancer, sendo
esta uma estratégia interessante ja que estes microorganismos sédo capazes de ativar
diferentes componentes do sistema imune (Shahabi et al., 2010).

S&o vérias as estratégias de atenuacao disponiveis, sendo que a maioria dos
vetores utilizados para imunizacdo génica apresentam delecdo de um gene essencial
para o metabolismo (mutantes auxotroficos), o que limita seu crescimento in vivo.
Outras bactérias sdo atenuadas de maneira a produzir uma fago lisina apds sua
entrada em células eucaridticas (Pilgrim et al., 2003; Loessner et al., 2008), o que as
torna incapazes de perpetuar dentro do hospedeiro e, consequentemente, de causar
infeccdes. No entanto, h4 sempre a inseguranca de que o vetor atenuado possa
readquirir a habilidade de se replicar e causar doencas no hospedeiro, fato que deve
ser levado ainda mais em consideracdo quando se trata de sua administragdo em
criancas bem como em pacientes imunocomprometidos (Dunham, 2002). Sendo assim,

alguns grupos de pesquisa, visando estratégias mais seguras para a entrega das
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vacinas de DNA, tém explorado o potencial de bactérias ndo patogénicas para esta
finalidade, contexto no qual a utilizacdo das Bactérias Lacticas representa uma

alternativa promissora (Stahl et al., 1997; Lee, 2003, Glenting e Wessels, 2005).

2.2 Bactérias Lacticas

2.2.1 Caracteristicas das Bactérias Lacticas

As Bactérias Lacticas (BL) constituem um grupo de microrganismos Gram-
positivos, microaerofilos, ndo formadores de esporos e ndo moveis, capazes de
converterem acucares (hexoses) em acido latico (Makarova e Koonin, 2007).
Atualmente, trinta e dois géneros bacterianos com porcentagem de G+C no genoma
inferior a 55%, compdem o grupo das BL (Koénig e Frohlich, 2009), dentre os quais
estdo incluidos os géneros Lactococcus, Streptococcus, Leuconostoc, Enterococcus, e
Lactobacillus, sendo este ultimo o maior representante do grupo, contendo cerca de 80
espécies (Carr, Chill e Maida, 2002).

Desde os tempos remotos, o ser humano utiliza essas bactérias para a
fabricacdo e conservacdo de varios géneros alimenticios, como queijos, vinhos,
iogurtes, leites fermentados, picles, dentre outros. Hoje em dia sabe-se que a
conservacao de alimentos se deve a acidificacdo do meio (pH 3.5 a 4.5) e a producéo
de agentes bacterianos, como bacteriocinas e compostos organicos. Por serem
utilizadas hé séculos em processos de fermentacdo e preservacao de alimentos, elas
sdo consideradas seguras (GRAS, do inglés Generally Recognized As Safe) para
consumo humano de acordo com o Food and Drug Administration (FDA), érgao
americano que fiscaliza medicamentos e alimentos (Van de Gauchte et al., 2006).

Uma importante propriedade atribuida a muitos destes microrganismos € a
manutencdo da saude e prevencao de infec¢des (Reid et al., 2003; Klaenhammer et al.,
2005), referidos, assim, como probidticos, ou seja, "microrganismos vivos que, quando
administrados em quantidades adequadas, conferem um beneficio a saude do

hospedeiro” (Sanders, 2003). Parte dos efeitos benéficos dos probidticos estado
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relacionados ao fato destas bactérias serem capazes de modular a microflora intestinal,
regulando o equilibrio entre as bactérias benéficas e as potencialmente prejudiciais
(Dogi et al., 2012). Os probidticos sado capazes de agir diretamente sobre o sistema
imune do hospedeiro, aumentando tanto a resposta inespecifica (fagocitoses e
atividade das células NK) (Perdigon, Fuller e Raya, 2001) quanto a resposta especifica,
como producgdo de anticorpos, citocinas e proliferacao de linfécitos (Vintifi et al., 2000;
Perdigdn, Fuller e Raya, 2001). As propriedades imunoestimulatorias das BL foram
demonstradas através do aumento da producéo de IgA, da producado de citocinas, tais
como INFy, IL-12 e IL-10, além do aumento da atividade fagocitica (Perdigon et al.,
2002; Christensen, Frgkiaer e Pestka, 2002).

As BL, no intestino, estimulam os enterdcitos a produzirem citocinas e
quimiocinas, as quais podem ter efeitos sobre outras células epiteliais, sobre linfocitos
intra-epiteliais e sobre outras células do sistema imune, localizadas na lamina propria
adjacente ao epitélio intestinal. Cabe ressaltar que ndo ha um perfil de citocinas
produzido pelas células imunes que caracterize uma BL como probidtica. As BL
consideradas probitticas estimulam a producdo de diferentes citocinas em nivel
intestinal permitindo ao sistema imune estar em “estado de alerta’, mas mantendo a
homeostase e 0 balanco entre citocianas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias
(Galdeano et al., 2007).

O potencial para novas aplicagdes das BL, tais como vacinas orais, producao de
proteinas heterélogas e metabdlitos vém sendo explorado por varios grupos de
pesquisa. Estas bactérias tém sido utilizadas como “usinas celulares” para a produgao
de moléculas de interesse médico e biotecnolégico, como citocinas, enzimas,
alérgenos e antigenos (Nouaille et al., 2003; Bermudez-Humaran, Corthier e Langella,
2004) e também utilizadas como veiculo para a apresentacdo de antigenos exégenos
as superficies de mucosas (Mercenier, Muller-Alouf e Grangette, 2000). Recentemente,
muitos dos estudos envolvendo as BL tém se concentrado em sua utiilizagdo como
veiculo para entrega de vacinas de DNA (Guimaraes et al., 2006; Chatel et al., 2008,
Innocentin et al.,, 2009; Tao et al.,, 2011); utilizando principalmente a bactéria lactica

modelo Lactococcus lactis.
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2.2.2 Lactococcus lactis: a Bactéria Lactica Modelo

Dentre todas as BL, Lactococcus lactis € a espécie mais bem caracterizada e
figura como microrganismo modelo no estudo das mesmas, ndo sé por sua importancia
econbmica, mas também devido ao fato de: (i) ser um microrganismo de facil
manipulacéo; (ii) possuir o status “GRAS?”; (iii) ter sido a primeira BL cujo genoma foi
sequenciado (Bolotin et al.,, 2001) e (iv) possuir um grande numero de ferramentas
genéticas ja desenvolvidas (Duwat et al., 2000; Noualille et al, 2003; Mills et al, 2006).

Existem duas subespécies de L. lactis, L. lactis ssp. lactis e L. lactis ssp.
cremoris, (Schleifer et al.,, 1985). Estas duas subespécies tém sido intensamente
estudadas, principalmente devido ao interesse industrial e por serem excelentes
modelos para o estudo do metabolismo, fisiologia, genética e biologia molecular das BL
(Bolotin et al., 2001). Além disto, durante as duas Uultimas décadas, avancgos
significativos na éarea da genética e sistemas de expressdo de proteinas em
Lactococcus (Nouaille et al, 2003; Mills et al, 2006) possibilitaram o aparecimento de
novas areas de aplicacao de L. lactis, como a entrega de proteinas, vacinas e drogas
terapéuticas por via de mucosas (Braat et al, 2006; Hanniffy et al, 2007; Bahey-EI-Din,
Gahan e Griffin, 2010b).

2.2.3 Utilizacdes Biotecnoldgicas de Lactococccus lactis

Dentre as aplicacdes extra-alimentares vislumbradas para L. lactis, podem ser
citadas: (i) a producdo de proteinas heter6logas de interesse biotecnolégico em
fermentadores ou diretamente nos alimentos e (ii) a construcdo de vacinas vivas de
mucosas, seja como produtor de proteinas diretamente no hospedeiro ou como um

carreador para entrega de vacinas génicas.

2.2.3.1 Producao de Proteinas em Lactococcus lactis

A expressdo de proteinas heterélogas em L. lactis tornou-se mais acessivel

devido aos avangos no conhecimento genético desta bactéria como também devido ao
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desenvolvimento de novas técnicas na area da biologia molecular. Através deste dueto
e a fim de obter niveis elevados e controlados de producéo, varios vetores contendo
promotores constitutivos ou indutivos foram desenvolvidos e hoje constituem a base de
todos os sistemas de expressao para L. lactis e outras BL (Nouaille et al., 2003; Pontes
et al., 2011). Dentre estes sistemas, se destacam o sistema NICE (do inglés Nisin
Controlled Expression System) (Kuipers et al., 1998) e o sistema XIES (do inglés
Xylose-Inducible Expression System) (Miyoshi et al., 2004). O sistema NICE, baseado
em genes que participam da biossintese e regulacdo da nisina (de Ruyter et al., 1996;
Kuipers et al., 1998), emprega o promotor PnisA e 0s genes regulatorios nisRK. Tal
sistema é muito bem caracterizado, sendo o mais utilizado em BL (de Vos & Gasson,
1989; Wells et al., 1993a; de Ruyter et al., 1996; de Vos, 1999; Mierau e Kleerebezem,
2005). Por sua vez, o sistema XIES faz uso do promotor PxylT, induzido por xilose, e
dos elementos genéticos (sitio de ligacdo do ribossomo e sequéncia codificadora do
peptideo sinal) da proteina Usp45 de L. lactis (Miyoshi et al., 2004)

O fato de L. lactis ndo produzir endotoxinas, LPS ou qualquer outro produto
metabdlico toxico (Bolotin et al., 2001) o torna interessante para a producdo de
moléculas heterélogas em relacdo ao uso de modelos tradicionais como E. coli. Além
disso, este microorganismo apresenta poucas proteinas secretadas, sendo que apenas
uma, a Usp45 (Unknown secreted protein of 45 kDa) que é secretada em quantidades
suficientes para ser detectada em gel de poliacrilamida desnaturante (SDS-PAGE do
inglés- Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis) corado pela
técnica “azul de Commassie” (van Asseldonk et al., 1990), caracteristica que facilita a
purificacdo e andlise das proteinas de interesse. Por fim, as linhagens utilizadas s&o
desprovidas de plasmideos selvagens (linhagens 1L1403 e MG1363) (Gasson, 1983b;
Chopin et al., 1984). Aliando tais caracteristicas positivas ao desenvolvimento dos
varios sistemas de expressao e enderegcamento protéico, inUmeras proteinas de origem
eucariotica, bacteriana e viral ja foram produzidas utilizando L. lactis como sistema de

expressao (Nouaille et al., 2003; Le Loir et al., 2005).
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2.2.3.2 Lactococcus lactis Como Vacinas Vivas de Mucosas

A microbiota do intestino humano € extraordinariamente complexa e importante
para a digestdo, protecdo contra agentes patogénicos e principalmente para
manutencdo da imunidade de mucosas. As mucosas, como a gastrointestinal, sdo os
locais onde o corpo entra em contato com a maioria dos antigenos e agentes
infecciosos, representando, portanto, a primeira linha de defesa contra o0s
microorganismos que utilizam esse meio de entrada (Kagnoff e Eckmann, 1997
lzadpanah et al., 2001). A superficie da mucosa intestinal € a Unica dentre os tecidos
gue se encontra em contato permanente com uma vasta, diversa e dinamica
comunidade microbiana. A mucosa intestinal € composta por varias células diferentes,
cada uma das quais contribuindo de maneira Unica em limitar a penetracdo bacteriana
através da barreira epitelial e manter assim, ignorancia imunoldgica para os simbiontes
intestinais (Mcperson, et al., 2001).

Recentemente, as BL, destacando-se L. lactis, vém sendo utilizadas como
veiculo para a apresentacdo de antigenos exdgenos na superficie de mucosas,
sobretudo na mucosa intestinal. Além de possuirem o status GRAS, elas também séo
consideradas pouco imunogénicas, ao contrario dos microrganismos patogénicos, e
podem ser continuamente utilizadas em programas de imunizacdo, além de né&o
possuirem LPS em sua parede celular, caracteristica que elimina os riscos de choque
por endotoxina (Mercenier, Muller-Alouf e Grangette, 2000).

O desenvolvimento dos varios sistemas de expressdo, utilizando promotores
constitutivos ou indutivos, de proteinas heterdlogas em L. lactis permitiu a construcéo
de diversas linhagens recombinantes que vém sendo estudadas como possiveis
vacinas profilaticas e terapéuticas em modelos animais (Norton et al., 1995; Dieye et
al., 2001). Um exemplo interessante é a linhagem de L. lactis capaz de expressar o
antigeno PAc de Streptococcus mutans que, apés ter sido administrada em
camundongos, foi capaz de suscitar nos mesmos a producao de IgG e IgA PAc-
especificos (lwaki et al., 1990).

Outro grande exemplo é a linhagem de L. lactis que expressa TTFC (fragmento

C da toxina tetanica), um antigeno altamente imunogénico. Norton e colaboradores
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(1995) observaram um aumento significativo nos niveis de IgA ap6s imunizacao oral de
camundongos com as linhagens recombinantes produtoras de TTFC. Outros trabalhos
mostraram que 0s animais vacinados com L. lactis produtora da forma intracelular
deste antigeno desenvolveram altos niveis de 1gG e IgA especificos. Posteriormente,
esses animais tornaram-se resistentes ao desafio com a toxina tetanica (Wells et al.,
1993b; Robinson et al., 1997).

ApoOs o0 sucesso dos primeiros experimentos de imunizacgéo, L. lactis foi utilizada
para expressar varios antigenos derivados de bactérias e virus e as linhagens
recombinantes foram testadas como veiculos vacinais contra diversas doencas
infecciosas (Giomarelli et al., 2002; Bermudez-Humaran, Corthier e Langella, 2004)
bem como contra doencgas inflamatdrias do intestino (Wells e Mercenier, 2008). O
primeiro ensaio clinico utilizando L. lactis recombinante expressando IL-10, uma
citocina anti-inflamatéria, foi conduzido em pacientes com a Doenca de Crohn, no inicio
de 2006. O ensaio foi aparentemente bem sucedido e demonstrou ser uma estratégia
viavel para o tratamento dessa doenca em seres humanos (Braat et al., 2006;
Huibregtse, 2011).

Todavia, apesar dos resultados interessantes que vém sendo obtidos, um
grande desafio a esta abordagem se relaciona principalmente com a expressao de
genes eucaridticos em L. lactis. O processamento poés-traducional nesta bactéria
algumas vezes nao é certo, pois modificacdes tais como glicosilacdes e formacao de
pontes dissulfureto sédo limitadas devido a falta da enzima dissulfeto isomerase, o que
resulta em uma quantidade muito baixa da forma ativa da proteina de interesse, como
observado com a IL-12 (Bermudez-Humaran et al., 2003a) e interferon omega ovino
(Bermudez-Humaran, et al., 2003b).

Uma estratégia para contornar este problema seria a utilizacdo destas bactérias
nao s6 como produtoras do antigeno de interesse, mas também como veiculos de
entrega de plasmideos vacinais com cassetes de expressdo eucariotica ao individuo,
de forma que as modificacbes poés-traducionais da proteina de interesse fossem
realizadas pelas células deste hospedeiro. Dentro deste contexto, varias pesquisas tém

explorado o potencial de L. lactis como carreador de vacinas de DNA (Guimaraes et al.,
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2006; Chatel et al., 2008; Innocentin et al., 2009; Bahey-EL-Din, Ganhan e Giriffin,
2010b; Tao et al., 2011).

2.2.3.3 Lactococcus lactis Como Carreador Para Vacinas Génicas

Em 2006, Guimaraes e colaboradores demonstraram que células epiteliais da
linhagem Caco-2 co-cultivadas com linhagens de L. Lactis nativas, contendo um
cassete de expressdo eucaridtica da proteina B-lactoglobulina bovina (BLG), 0 maior
alérgeno do leite de vaca, foram capazes de expressar e secretar esta proteina
(Guimarées et al., 2006). Mais tarde, camundongos foram imunizados com essa
mesma linhagem e a proteina BLG foi detectada na membrana epitelial do intestino
delgado de 53% destes animais (Chatel et al., 2008). Uma resposta imunolégica BLG
especifica, baixa e transitéria do tipo Thl foi obtida e os camundongos tornaram-se
protegidos apés sensibilizacdes com o referido alérgeno. Entretanto, apesar de
interessante, observou-se baixa taxa de transferéncia de DNA in vivo. Esse fato muito
provavelmente deve-se ao status ndo patogénico de L. lactis, o que impede sua
persisténcia no trato gastrointestinal, dificultando sua interagdo com células epiteliais
do hospedeiro (Chatel et al., 2008).

Assim, uma estratégia adotada para aumentar a eficiéncia de entrega destes
vetores foi o desenvolvimento de linhagens de L. lactis invasivas, uma das quais a
linhagem de L. Lactis expressando o gene da internalina A (InlA) de Listeria
monocytogenes (Guimardes et al., 2005). InlA € uma proteina de 84 kDa que fica
ancorada a parede celular da bactéria, mediando sua entrada em células epiteliais
mamiferas por se ligar a E-caderinas presentes nas mesmas (Gaillard et al., 1991;
Lebrun et al., 1996). Foi demonstrado que esta linhagem foi internalizada por células
humanas epiteliais in vitro mais eficientemente que a linhagem néo invasiva. O mesmo
resultado foi observado in vivo apds sua administracdo oral em porcos-da-india. Além
disso, essa internalizacdo promoveu a entrega de plasmideos contendo a ORF da
proteina verde fluorescente (GFP, do inglés Green Fluorescent Protein), levando a

producdo da mesma nos animais (Guimaraes et al., 2005).
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Estes resultados foram obtidos a partir da utilizacdo de um plasmideo de grande
peso molecular chamado pLIG (10 kb), fruto da cointegracdo de dois replicons, um de
E. coli e outro de L. lactis (Guimaraes et al., 2005). Entretanto, apés diversas tentativas
de se clonar ORFs codificadoras de antigenos de interesse neste plasmideo, foi
verificado que sua estrutura (grande peso molecular) tornavam os procedimentos de
clonagem muito dificeis. Dessa maneira, um novo plasmideo chamado pValac (do
inglés Vaccination using Lactic acid bacteria), de peso molecular (3742 pb), foi
construido. O pValac foi formado pela fusédo do (i) promotor do citomegalovirus (pCMV),
gue permite a expressdo do antigeno em células eucarioticas, (ii) sitio de clonagem
multipla (MCS, do inglés-Multiple Cloning Site ), (iii) sequéncia sinal de poliadenilacao
do Hormonio Bovino de Crescimento (BGH poli-A), para estabilizar o transcrito de RNA
mensageiro, (iii) origens de replicacdo, que permitem a propagacao do plasmideo tanto
em E. coli quanto em L. lactis, e (iv) um gene de resisténcia ao antibiético cloranfenicol,
para a selegdo das linhagens recombinantes (Guimarées et al., 2009). Devido a seu
pequenho tamanho, o pValac proporciona procedimentos de clonagem e transformacao
mais acessiveis (Guimaraes et al., 2005, Pontes et al., 2011), representando, dessa
maneira, uma potencial ferramenta promissora para a imunizagéo génica (Pontes et al.,
2011).

Embora atraente, a utilizacdo experimental de L. lactis expressando InlA em
camundongos possui uma grande limitacdo: InlA n&o interage com a E-caderina
murina. Assim, a estratégia de se utilizar L. lactis InlJA+ como um veiculo para a entrega
de DNA sé pode ser testada em cobaias que expressem a E-caderina humana, como
porcos da india, ou em camundongos transgénicos (Lecuit et al., 2001), o que dificulta
em muito os testes in vivo.

Assim, uma nova linhagem recombinante de L. lactis, expressando a proteina de
ligacdo Fibronectina A (FNBPA) de Staphyloccocus aureus (Que et al., 2001), foi
testada com o objetivo de melhorar e facilitar a entrega do DNA a células de mamiferos
(Innocentin et al., 2009). A proteina FnBPA medeia a adesédo de S. aureus ao tecido
hospedeiro e sua entrada em células nao fagociticas (Sinha et al., 2000), portanto, sua
utilizagdo poderia facilitar a entrega dos plasmideos vacinais. Resultados in vitro

revelaram que esta linhagem invasiva transformada com o plasmideo pValac:gfp foi
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capaz de invadir células Caco-2 de maneira comparavel a observada em L. lactis
expressando InlA e mais eficiente que a linhagem néo invasiva, bem como de entregar
o0 DNA plasmideano as células mamiferas (Innocentin et al., 2009).

Deste modo L. lactis apresenta grande potencial como veiculo carreador de
vacinas de DNA e a medida que mais provas de conceito vao sendo estabelecidas,
vislumbra-se, em um futuro proximo, a real utilizacdo deste microrganismo em
protocolos de imunizacdo génica (Pontes et al., 2011).

Assim, a utilizacdo de linhagens de L. lactis invasivas para a entrega de um
plasmideo de expressdo eucaridtica expressando um determinado antigeno de
interesse, poderia representar uma nova estratégia para o desenvolvimento de vacinas
de DNA, mais seguras, eficazes e economicamente viaveis, visando o controle de

diversas doencas infecciosas, como, por exemplo, a tuberculose.

2.3 Tuberculose

2.3.1 Generalidades

Desde a antiguidade, a Tuberculose (TB) é uma doenca que aflige a
humanidade. O agente causador desta doenca, conhecido como Mycobacterium
tuberculosis, foi isolado pela primeira vez em 1882, pelo médico aleméo Robert Koch
(1843-1910). Cento e trinta anos apods esta descoberta, um terco da populacdo mundial
(aproximadamente 2 bilhdes de pessoas) ainda se encontra infectada com M.
tuberculosis em estado latente, sendo que 10% destas desenvolvem a TB ativa durante
a vida (Pieters, 2008), fato que torna esta doenca um dos principais problemas sociais,
econOmicos e de saude publica no mundo (Lugo e Bewley, 2008).

A TB € uma doenca infecto-contagiosa que esta intimamente associada a
pobreza, ocorrendo principalmente nos paises em desenvolvimento, e que tem sido
exacerbada, desde os anos 80, pela crescimento do HIV (McShane, 2005).

A bactéria M. tuberculosis pertence a familia Mycobacteriaceae e é considerada

o principal agente etioldgico da TB humana (Pfyffer et al., 1998; Barrera, 2007).
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Desde o seu isolamento em 1905, a linhagem M. tuberculosis H37Rv tem sido
aplicada mundialmente em pesquisas pelo fato de manter plena viruléncia em modelos
animais de TB, ao contrério de alguns isolados clinicos e por ser suscetivel as drogas e
ser propicia a manipulacéo genética. A sequéncia completa do genoma desta linhagem
foi publicada em 1998 (Cole et al., 1998), sendo este re-anotado em 2002 (Camus et
al., 2002).

Pacientes com TB pulmonar ativa sofrem de doenca debilitante grave,
apresentando sintomas tais como suores noturnos, febre, tosse e expectoragdo com
sangue, podendo transmitir o bacilo através de goticulas durante a expectoracao, tosse
e até mesmo durante uma simples conversa. Apos a infeccdo e antes da doenca se
instalar, o patdgeno induz a formacdo de granulomas, que sao compostos de fagdcitos
mononucleares, células dendriticas (DCs), células B e células T (Ulrichs e Kaufmann,
2006).

A quimioterapia padrdo contra a referida doenca € bem extensa, com duracao
de seis meses de tratamento (WHO, 2005). O longo periodo de tratamento exigido
acaba resultando no abandono do mesmo, tendo reflexos importantes no controle da
doenca e na selecdo de bacilos resistentes (Silva, 1999; Zhang, 2005), sendo
observada a ocorréncia de linhagens de M. tuberculosis multidrogas resistentes (MDR-
TB) e extensivamente droga-resistentes (XDR-TB) (Gandhi et al., 2006), situacdo que

se vé agravada devido a co-infec¢do TB-HIV (Espinal et al., 2001; Corbett et al., 2003).

2.3.2 Patologia e Imunidade

Patologia

Atualmente a TB atinge cerca de 9 milhGes de pessoas resultando na morte de
1,5 milhdes de pacientes por ano (Who, 2011). Trata-se de uma doenga contagiosa
propagada através do ar por meio de goticulas de secrecdo comportando os bacilos;
estes sao eliminados através da tosse, espirro ou mesmo da fala de pessoas com

doenca ativa.
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Os sitios priméarios de infeccdo na TB sdo os pulmdes, podendo também
acometer outras regides do corpo como rins, 0Ss0s, trato geniturinario, sistema nervoso
central, articulagbes, pele, ganglios linfaticos e trato gastrointestinal (Gurski e Baker,
2008; Vilasar¢ et al., 2008; Yoshida et al., 2009).

Os fatores que irdo influenciar o desenvolvimento da infeccdo sédo as condi¢des
imunologicas e genéticas do individuo exposto, bem como a viruléncia da linhagem
infectante (Dannenberg, 1989). Apdés a infeccdo e antes da doenca, os bacilos
multiplicam-se nos alvéolos e um pequeno numero entra na circulagdo sanguinea
disseminando-se por todo o corpo. A propagacao da infeccdo pela via sanguinea a
diversas partes do organismo gera a TB miliar. Este tipo de TB pode atingir as

meninges gerando assim, a meningite tuberculosa (Palomino et al., 2007).

Imunidade

Ap6s a infeccdo com as goticulas contendo o bacilo, os macréfagos alveolares e
células dendriticas intersticiais fagocitam o patdgeno a fim de transporta-lo para os
linfonodos drenantes (Reece e Kaufmann, 2012). Uma pequena quantidade de
bactérias consegue atingir o paréngquima pulmonar e se replicar. Nos linfonodos
drenantes, os linfécitos T sdo estimulados pelas células dendriticas que apresentam os
antigenos de M. tuberculosis (Dorhoi e Kaufmann, 2009; Dorhoi, Reece e Kaufmann,
2012). Durante a recirculacdo, as células T ativadas interagem com fagocitos
mononucleares no pulméo, onde séo capazes de atrair e ativar mais mondcitos e mais
células T, granuloma sdlido, local onde o agente patogénico sera contido (Co, et al.,
2004; Kaufmann, 2013) (Figura 5).
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Figure 5:Fluxo da infeccdo por micobactérias. Na parte superior da figura, esta representado um gréfico de carga bacteriana e
um esquema da formacao de um granuloma. Na parte inferior do gréfico as fases da infec¢éo por M. tb, resposta do hospedeiro e as
diferentes fungbes das células T. A linha pontilhada e a seta no topo do grafico indicam o escape da microbactérias dos granulomas,
e a fagocitose por macréfagos e polimorfonucleares para a reinicagéo do ciclo de formagéao de granulomas. Fonte: Co et al., 2004.
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Os polimorfonucleares infectados como também as células dendriticas apos um
periodo de tempo entram em apoptose, 0 que leva a formacéo de vesiculas apoptoéticas
carregadas de bacilos ou antigenos do mesmo; estas vesiculas serdo fagocitadas por
outras DC da regido assim, os peptideos serdo expostos na glicoproteina MHC classe
I. (Schaible, et al.,, 2003; Winau et al., 2006). Este processo conhecido como
crosspriming, pode estimular tanto células CD4 como células CD8 que serdo capazes
de patrticipar da imunidade contra o M. tuberculosis (Winau et al., 2006; van der Wel et
al., 2007).

As células T CD4" (helper) ativas migram para o local da infec¢éo e, de acordo
com as citocinas presentes no ambiente, serdo capazes de se diferenciar em efetoras
do tipo Thl, Th2 ou Thl7. Assim, as DC que fagocitaram os bacilos s&o as
responsaveis pela producéo de IL12, citocina esta responsavel pela ativacdo de células
NK e diferenciacéo de células CD4" em células efetoras do tipo Thi.

As células Thl secretam IFN-y, e TNF-a, responsaveis pela ativacdo das
funcBes microbicidas dos macrofagos e polimorfonucleares, os quais sdo capazes de
controlar o patdégeno no seu estagio intracelular (Kaufmann, 2004; Flynn, 2004;
Salgame, 2005, Kaufmann 2013) (Figura 6).

Os linfécitos Thl7 também participam ativamente no desenvolvimento da
imunidade contra TB. Estas células produtores da citocina IL17, tem como funcéo atrair
e ativar neutréfilos para o sitio da infec¢do. Existe relatos de que esta citocina participa
nos primeiros estadios da infeccao (Khader et al., 2007).

Outra populacdo de linfécitos T que contribuem para o controle da resposta
imune celular na TB s&o as células CD8". As células T CD8" produzem moléculas
citoliticas como perforinas, granulosinas e granzimas que, além de lisar as células do
hospedeiro, sdo capazes de matar diretamente o bacilo (Stenger, et al., 1998; Nicod,
2007). Estas células reconhecem peptideos antigénicos no contexto de MHC classe |
das células apresentadoras de antigenos (Dorhoi, Reece e Kaufmann, 2012).

Existe um grupo de células T, denominadas T reguladoras (Treg) que, ao

contrario das células efetoras (CD4 e CD8), sdo células capazes de controlar e/ou
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suprimir a resposta imune. Sua principal funcdo baseia-se na desaceleracdo da
resposta imune apdés o patégeno ter sido eliminado (Joosten et al.,, 2008; Urdahl,
Shafiani e Ernst, 2011).

As citocinas do padrdo Th2, como IL-4, IL-5 e IL-10, também estéo presentes na
resposta imunologica contra M. tuberculosis. Estas citocinas sdo capazes de estimular
linfocitos B a se diferenciarem em plasmécitos com consequente producdo de
anticorpos, os que irdo ajudar no controle da infeccdo (Mosmann e Coffman, 1989;

Romagnani, 2005).
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Figure 6:Representacdo esquematica de um alvéolo adjacente a um granuloma sélido.
Os bacilos estdo contidos em células epiteliais e em macrofagos dentro do granuloma. A
camada exterior € constituida por diferentes subpopulacdes de linfécitos T cercados por uma
parede fibrosa. No granuloma os linfécitos T interagem com os macréfagos e as células
dendriticas. Fonte: Kaufamnn, 2013.
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O patégeno também € capaz de induz a formacdo de granulomas, que séo
compostos de células fagéciticas mononucleares (MPs), células dendriticas (DCs),
linfécitos B e linfocitos T (Ulrich e Kaufmann 2006). Estes granulomas podem conter o
agente patolégico em estado latente gerando infecgcéo latente, ou seja, infecgcdo sem

doenca clinica (Kaufmann, 2013).

2.3.2. 1 Infeccao Latente e Doenca Ativa.

Estima-se que 90% das pessoas infectadas com M. tuberculosis possuam
infeccdes assintomaticas por tuberculose latente (TL) (Who, 2011). Somente o0 5% dos
casos de TL evoluem para infeccdo primaria dentro do primeiro més de infec¢cdo, com
uma proporcao significativamente alta em criancas e em pacientes imunodeprimidos,
pois estes apresentam uma resposta falha na contencédo do patégeno (Lawn e Zumla,
2011).

Existe um equilibrio entre o patégeno e as células que fazem parte do
granuloma. Perturbacdes desse equilibrio providenciam aos bacilos vantagens sobre o
hospedeiro, 0 que resulta em uma morte massiva de células imunes (Ulrichs e
Kaufmann, 2006; Reece e Kaufmann, 2012), formando o granuloma caseoso. Desta
maneira a bactéria pode multiplicar rapidamente e ser disseminada para outros 6rgaos
pela via sanguinea e linfatica e, por fim para o ambiente, seja via respiracdo ou

expectoracao, podendo infectar outros individuos. (Figura 7).
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Figure 7:Representacdo esquematica de transmissado e difusdo de M. tuberculosis em
granuloma caseoso. Os bacilos estdo contidos em células epiteliais e em macréfagos dentro
do granuloma. A camada exterior é constituida por diferentes subpopulagfes de linfocitos T
cercados por uma parede fibrosa. No granuloma os linfécitos T interagem com os macréfagos e
as células dendriticas. Fonte: Kaufamnn, 2013.

A manutencdo de granulomas torna-se essencial para a prevengdo da
reativacdo da infeccdo por microbactérias em estado latente. A formacdo de
granulomas envolve a contribuicdo de muitos subgrupos de células, principalmente
linfécitos T, como também macréfagos. Torna-se evidente que a formacdo de
granulomas envolve ndo somente a interagdo entre muitos tipos diferentes de células
mas também das complexas interagdes entre hospedeiro e as micobactérias (Co et al.,
2004).
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2.3.3. Diagnostico, tratamento e prevencao.

O diagnostico de TB € realizado por técnicas de coloracdo de Ziehl Neelsen,
como também de culturas positivas de M. Tuberculosis, contiguamente com a
avaliacdo de sintomas clinicos e a avaliacao radiografica do térax do paciente. (Bock et
al., 1996; Murphy et al., 1995; Tattevin et al., 1999).

A quimioterapia padrdo contra a TB consiste em dois meses de tratamento com
a administracdo das drogas anti-TB de primeira geracédo (isoniazida, rifampicina,
pirazinamida e etambutol), seguida por outra fase, com a administracéo de isoniazida e
rifampicina por mais quatro meses, totalizando seis meses de tratamento (Who, 2005).

Devido ao longo periodo do tratamento (6 meses), a grande maioria das
pessoas acaba por abandona-lo, gerando a selecao de bacilos resistentes. Este fato,
em conjunto com o surgimento de linhagens resistentes a multiples drogas (MDR-TB),
caracterizadas por serem resistentes a isoniazida e rifampina, e de linhagens
extensivamente droga-resistentes (XDR-TB), resistentes ainda a fluoroquinolona e a
pelo menos um antibiético de segunda linha (amicacina, canamicina e capreomicina),
acabam dificultando ainda mais o controle da doenca (Gandhi et al., 2006).

A prevencdo da TB torna-se importantissima, sendo a BCG a Unica vacina
disponivel para uso clinico. A primeira vacinacao utilizando BCG foi realizada em 1921,
em Paris, e no Brasil os programas de imunizagdo com esta vacina iniciaram-se em
1927 (Hijjar et al., 2007). Estima-se hoje que cerca de 3 bilhdes de pessoas ja tenham
sido vacinadas com a BCG, o que torna esta a vacina mais amplamente utilizada no
mundo (Martin, 2005; Dietrich, Weldingh e Andersen, 2006).

2.3.4 Origem da BCG

Com a intencdo de desenvolver uma vacina terapéutica, Robert Koch semi-
purificou componentes do M. tuberculosis, mostrando que a injecdo deste material na
pele dos individuos gerava uma resposta imune local, a qual poderia ser revelada como
inchaco e vermelhiddo. Esta pesquisa deu origem ao teste tuberculinico (TST, do

inglés, Tuberculin Skin Test), utilizando-se o derivado protéico purificado (PPD). O PPD
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€ um teste baseado em uma mistura de antigenos de M. tuberculosis, muitos dos quais
sdo compartilhados com as proteinas da vacina Mycobacterium bovis BCG e de outras
micobactérias ambientais ndo patogénicas (Harboe e Quayle, 1991; Huebner et al.,
1993). Hoje em dia é utilizado para fins de controle epidemiologico e profilaxia;
permitindo a identificacdo de individuos que tiveram contato prévio com 0 agente
etioldgico causador da TB (Kaufmann, 2010).

Utilizando abordagens diferentes, dois cientistas franceses, Albert Calmette
(1863-1933) e Camille Guerin (1872-1961), tiveram maior sucesso nas suas pesquisas
ao tentar desenvolver uma vacina contra a TB, entre 0os anos 1906 e 1920. Seguindo a
filosofia de Louis Pasteur, com o propésito de obter mutantes que tivessem sua
viruléncia diminuida, estes pesquisadores produziram grande quantidade de cultura de
Mycobacterium bovis (agente causador de TB em gado) e apds 230 passagens, foram
capazes de identificar um mutante atenuado, que néo era capaz de causar doencas
nos animais testados, porém conservava propriedades imunogénicas. Desta forma, em
1920 o primeiro ser humano foi vacinado contra a TB com a BCG (BCG, Bacilo
Calmette Guerin), como foi chamada esta vacina.

A partir de 1921, varias linhagens derivaram da vacina BCG original e estas
foram denominadas pelo pais ou laboratério de onde foram propagadas. Mais de 50
sub-cepas de BCG sé&o conhecidas, contudo somente seis estdo atualmente em uso,
sendo elas BCG Connaught, BCG Glaxo, BCG Moreau, BCG Pasteur, BCG Tokyo e
BCG Danish (Minnikin et al., 1984; Milstien e Gibson, 1990; Lagranderie et al., 1996).

Atualmente a BCG é administrada como parte de um programa expandido de
imunizacao, financiado pela Organizacdo Mundial de Saude, pelo Fundo das Nacfes
Unidas para a Infancia (UNICEF) e também pela Alianca para Vacinacdo e Imunizagéo
(GAVI, do inglés-Global Alliance for Vaccines and Immunisation) (Kaufmann, 2010).
Apb6s a administragdo de quatro bilhdes de doses, esta vacina apresenta um excelente
histérico de seguranca, embora este ndo seja completo (Kaufmann 2010; WHO, 2011).
Verificou-se que a BCG é capaz de proteger criancas, com uma eficacia >80% contra
as formas mais severas de TB, incluindo a meningite tuberculosa e a TB miliar (Trunz,
Fine e Dye, 2006; Liu et al., 2009). Em contraste, a eficacia desta vacina contra a TB

pulmonar em pacientes adolescentes e adultos varia de 0 a 80%, dependendo da
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populacdo estudada (Brewer, 2000; Britton e Palendira, 2003; Liu et al., 2009). Apesar
de controverso, tem sido estimado que o efeito da vacinacdo com BCG néo € mais
significativo, passados 10 anos da imunizacéo, fato que leva a necessidade de doses
reforco (Sterne, Rodrigues e Guedes, 1998).

Diante dos motivos expostos, faz-se necessaria pesquisa e desenvolvimento de
novas vacinas contra a TB, mais seguras e eficazes, especialmente para individuos
imunocomprometidos. Além disso, a criacdo de uma nova vacina que possa aumentar
a imunidade de individuos ja vacinados com a BCG certamente é uma das
intervencdes que poderiam ter um grande impacto sobre a reducdo do namero de
novos casos de TB na populacdo adulta mundial (Dietrich et al., 2006; Kaufmann,
2010).

2.3.5 Possiveis Sucessores ou Potenciadores da BCG Como Futuros Candidatos
Vacinais

Embora a geragdo de novas vacinas para combater a TB seja alvo de intensa
investigagdo, nenhuma das vacinas desenvolvidas até o momento tem conseguido
erradicar esta doenca, considerada um importante problema de saude global.

Existem varios grupos candidatos a vacina, que se encontram em diferentes
fases clinicas. O primeiro grupo consiste de constru¢cdes de BCG recombinantes,
(NBCG, que se destinam a substituir a BCG original. O segundo grupo de candidatos
compreende vetores virais, 0S quais expressam um ou mais antigenos
imunodominantes do patégeno M. tuberculosis. J4 o terceiro grupo aborda proteinas
recombinantes com adjuvantes em sua formulacdo. Ambos, vetores virais e
formulacbes de proteinas com adjuvantes tém sido considerados para uma estratégia
de vacinacgao priming-boost. Finalmente, um quarto grupo refere-se a administracéo de
fracdes inativadas de micobactérias como também de semi-purificados das mesmas
(Tabela 3) (Kaufmann, 2010).
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Tabela 3: Principais candidatos vacinais em ensaios clinicos

Tipo Nome do Candidato Descricao
Recombinantes  VPM1002 rBCG expressando listerolisina e delecao de
vivos urease.
rBCG30 rBCG expressando o antigeno Ag85B
Vetores Virais Oxford MVAB6A/AERAS-485 Virus Ankara modificado  expressando
antigeno Ag85A.
Crucell Ad35/AERAS 402 Replicacédo deficiente do adenovirus 35
expressando os antigenos Ag85A, Ag85B e
TB10.4
Ad85A Replicacdo deficiente do adenovirus 5

expressando o antigeno Ag85A.

Proteinas Hydrid-1+IC-31 Fusdo dos antigenos Ag85B e ESAT-6, em
Recombinantes adjuvante IC-31 (IC-31, adjuvante formado
pelo oligonucleotideo e peptideo policatiénicos

(Lingnau et al., 2007)).

Hydrid-1+CAF01 Fusdo dos antigenos Ag85B e ESAT-6, em
adjuvante CAF01 (CAFO01, adjuvante formado
por compostos do nitrogénio alifaticos e
componentes da parede celular
micobacteriana (Davidsen et al., 2005)).

M72 Fusdo dos antigenos RV1196 e Rv0125, em
adjuvante AS01 ou AS02 (ASO01, formulado na
forma de lipossomos; AS02, consiste em uma
emulséo 6leo-4gua (Orme, 2006)).

HyVac4/AERAS-404 Fusdo dos antigenos Ag85B e TB10.4, em
adjuvante IC-3.
Vacinas Mortas  RUTI Fragmentos de M. tuberculosis
Mycobacterium vaccae M. vaccae inativado.

Fonte: Adaptado de Kaufmann, 2010.

A disponibilidade da sequéncia genémica de M. tuberculosis (Cole et al., 1998)
deu um impulso importante na investigacdo de antigenos imunogénicos e/ou
imunodominantes como promissores candidatos ao desenvolvimento de vacinas mais
eficazes que a BCG. Além disso, pesquisas feitas por Andersen e colaboradores
reportaram que o0 sobrenadante da fase inicial de crescimento da cultura de M.
tuberculosis apresentava diversos antigenos secretados com grande potencial

imunogénico (Andersen et al., 1991). Essas proteinas, presentes no filtrado de cultura
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(CFP, do inglés Culture Filtrate Protein) de M. tuberculosis, tém sido foco de varios
estudos pelo fato de serem consideradas imunodominates, jA que sdo capazes de
produzir forte resposta imune celular e humoral (Andersen et al., 1995). Dentre alguns
desses antigenos, estdo o ESAT-6 (Lalvani et al., 1998), PstAl, ThyA, RpoB (Cho et
al., 2000; Bivas-Benita et al., 2004) e também aqueles pertencentes ao complexo Ag85
(Wiker et al., 1992).

2.3.6 O Complexo Antigénico Ag85

O complexo Antigénico 85 (Ag85) consiste de trés proteinas: Ag85A (Rv3804c),
Ag85B (Rv1886¢c) e Ag85C (Rvol29c), com peso molecular entre 30-32kDa,
codificadas por trés genes (fbpA, fbpB, fbpC2, respectivamente) que estdo localizados
em diferentes regides do genoma da micobactéria (Content et al., 1991). Juntas, essas
proteinas constituem a maior por¢ao das proteinas secretadas por M. tuberculosis e M.
bovis (Wiker et al., 1990; Wiker et al.,, 1992) e, embora presentes em grande
guantidade nos filtrados da cultura, elas também podem ser encontradas em
associacao com a superficie da bactéria (Schou et al., 1985).

As proteinas do complexo Ag85 possuem atividade micolil-transferase,
participando da sintese do acido micdélico, que constitui a parede celular bacteriana.
Este acido, por sua vez, contribui para a manutencdo da integridade e patogénese
destas bactérias (Belisle et al.,1997; Harth et al., 2002). Em adicdo a sua importancia
na biosintese da parede celular, este complexo também pode estimular a captura da
micobactéria por macrofagos humanos através da interacdo dessas proteinas com a
fibronectina, presente na matriz extracelular. Esta interagédo resulta em um aumento da
fagocitose do bacilo, mediada pelos receptores do complemento presentes nos
macrofagos do hospedeiro (Abou-Zeid et al., 1988).

Além disso, as proteinas Ag85 sao fortemente imunogénicas devido a sua
capacidade de estimular tanto a resposta imune celular quanto humoral. Este complexo
€ capaz de induzir forte proliferacao de células T, producéo de interferon gama (IFN-y)
e linfécitos T citotoxicos (CTL) em individuos infectados com M. tuberculosis ou

Mycobacterium leprae, como também em ratos e humanos vacinados com a BCG
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(Huygen et al., 1992; Launois et al., 1994; Munk et al., 1994, Silver et al., 1996). Desta
forma as proteinas deste complexo sdo considerandas candidatas promissoras ao
desenvolvimento de vacinas contra TB (Denis et al.,1998).

As proteinas secretadas sdo consideradas moléculas mais acessiveis para o
sitema imune. Um indice que avalia a concentracdo relativa dos antigenos
micobacterianos localizados extra ou intracelulares € o indice de localizacdo. Este
indice relaciona a quantidade do antigeno no fluido cultural e a quantidade do mesmo
antigeno no sonicado bacteriano. Assim, valores altos deste indice indicam alta
eficiéncia de secrecdo, sendo o indice de localizacdo do Ag85A o maior deste
complexo estudado (Wiker et al., 1990; Wiker et al., 1991; Wiker et al., 1992).

2.3.6.1 Ag85A como um antigeno vacinal

Em 1996, Sato e colaboradores e Huygen e colaboradores foram os primeiros a
reportar a vacinacdo com DNA nu contra TB, através da utilizacdo de DNA codificando
a proteina de shock térmico de 65-kDa e a mycolyltransferase de 32-kDa ou antigeno
85A de M. tuberculosis, respectivamente (Huygen et al., 1996, Sato et al.,1996). A
partir destes dados uma ampla variedade de antigenos contra a TB, a serem utilizados
em vacinas génicas, com diferentes graus de immunogenicidade e profilaxia, vém
sendo estudados (Huygen, 2003).

A identificacdo de Ag85A como um antigeno imunodominante para células T nos
primeiros estagios da infeccéo levou a uma investigacdo mais detalhada do seu papel
na imunidade da TB.

Pesquisas realizadas por Denis e colaboradores avaliaram a imunogenicidade
de uma vacina de DNA carregando a ORF Ag85A em comparacdo com a
imunogenicidade gerada pela infecgdo intravenosa com M.tuberculosis, em modelo
murino. Estes pesquisadores observaram que a vacinagdo com DNA foi capaz de gerar
uma forte resposta imune celular, de padrédo Thl, e ativacdo de linfcitos citotoxicos
(CTL), ao contrario do que foi observado em ratos infectados com M. tuberculosis, onde
ndo foi possivel observar a detecgdo da atividade citolitica nestes animais e nem

naqueles vacinados com a BCG. Estes autores atribuem o resultado da pesquisa ao
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fato das micobactérias residirem no fagossoma, o que dificulta 0 acesso dos antigenos
protéicos ao sistema imune do hospedeiro (Denis et al., 1998). Outra abordagem em
gue o antigeno Ag85A foi utilizado foi a vacina MVA-85A, a qual utiliza como vetor o
virus vaccinia Ankara recombinante, modificado pela adicdo da ORF Ag85A. O objetivo
da construcao desta vacina foi aumentar o nivel de resposta de células T induzida pela
BCG, através da expansdo de células T Ag85 especificas (McShane et al.,, 2004;
McShane et al., 2005). Varias pesquisas demonstraram que MVA-85A induziu a
producdo de INF-y, com picos de producdo da referida citocina entre uma e duas
semanas apos a vacinacdo (Brookes et al., 2008; Sander et al., 2009). Dois estudos
recentes reportaram que a MVA-85A se mostrou segura e imunogénica gquando
administrada em individuos adultos com HIV e também em individuos que
apresentavam TB e HIV (Minassian et al., 2011; Scriba et al., 2012). Utilizando essa
vacina como reforco da primeira imunizacdo com BCG, observou-se inducdo de
protecdo contra TB em camundongos, além de niveis significativos de células CD4+ e
CD8+ antigeno-especificas em relacdo aos animais imunizados somente com a MVA-
85A (Goonetilleke et al., 2003).

Outra tentativa com o intuito de incrementar a eficacia da BCG foi o estudo do
potencial de uma vacina de DNA codificando a proteina imunodominante mycoyl-
transferase Ag85A, administrada seja como priming ou como boosting a BCG. O
estimulo prévio com a referida vacina de DNA incrementou significativamente a eficacia
protetora da BCG, indicado pela reducdo de caquexia e pelo prolongado tempo de
sobrevivéncia dos animais, como também pelo significativo aumento de IL-17 e INF-y
(Romano et. al., 2006).

Dou e colaboradores estudaram o efeito imunogénico de uma vacina génica
codificando o fator estimulante de colonias de granulocitos e macréfagos de ratos
MGM-CSF (do inglés mouse Granulocyte Macrophage-Colony Stimulating Factor) e
Ag85A, em modelo murino. Estes pesquisadores concluiram que essa nova construcao
de vacinas génicas foi capaz de induzir ratos a gerarem potentes respostas imunes
contra o antigeno Ag85A (Dou et al.,, 2005). Quatro anos mais tarde estes mesmos
autores realizaram a estratégia priming-boosting utilizando a vacina BCG como

estimulo, e a construgcdo Ag85A-mGM-CSF como reforco, a fim de aumentar o efeito
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imune e protetor frente ao desafio com M. tuberculosis. Resultados satisfatérios foram
obtidos no que concerne a imunidade mediada por células como também a imunidade
humoral contra o patégeno (Dou et al., 2009).

Assim, todos estes trabalhos realizados com a proteina secretada Ag85A de M.
tuberculosis apresentaram um modelo promissor de inducdo de imunidade contra a TB,
conduzindo a extensos programas para 0 desenvolvimento de novas vacinas, mais

eficazes.
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3.

OBJETIVOS
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3.1

Objetivo Geral

Neste contexto, e baseado nas informacdes anteriores, o objetivo geral deste

trabalho foi utilizar uma linhagem invasiva de L. lactis (L. lactis FnBPA") como veiculo

para a entrega, via mucosas, do plasmideo vacinal pValac codificando o antigeno

Ag85A de M. tuberculosis a camundongos C57BL/6 e a avaliacdo do perfil de resposta

imunoldgica gerada.

3.2

Objetivos Especificos

Isolamento e clonagem da sequéncia codificadora do antigeno Ag85A de M.
tuberculosis no vetor pValac;

Avaliacao da funcionalidade do plasmideo pValac:Ag85A in vitro;

Construcado da linhagem vacinal L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A);

Imunizacdo intranasal de camundongos C57BL/6 com a linhagem vacinal L.
lactis FnBPA™ (pValac:Ag85A);

Caracterizacao do perfil de resposta imunoldégica humoral por meio da deteccéo,
no soro dos animais, dos anticorpos IgA, IgG e seu isotipo IgG1 anti Ag85A e, no

lavado broncoalveolar, de IgA especificos para Ag85A.

Caracterizacdo do perfil de resposta imunoldgica celular, a partir do perfil de
citocinas, padréo de resposta Thl, Th2 e Thl7.
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4.

MATERIAL E METODOS
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4.1 Linhagens Bacterianas, Plasmideos, Condi¢cdes de Cultivo e Estocagem

As linhagens bacterianas e plasmideos utilizados neste trabalho estédo listados

na Tabela 4.

Tabela 4: Linhagens bacterianas e plasmideos utilizados.

Linhagem Caracteristicas Fonte
Escherichia coli [(supE, hsd, A5, thi, Alac-proAB), .
TG1 F'(traD36proAB-lacZA M15)] Gibson 1984
(hsdR; mcrA; lacZAM15; endA1; recA1) Invitrogen

Escherichia coli TOP10

Escherichia coli (TG1)
pValac:gfp

Lactococcus lactis (MG1363)
FnBPA"

Lactococcus lactis MG1363

Lactococcus lactis FnBPA®
pValac:Ag85A

Lactococcus lactis FnBPA"
pValac:gfp

Plasmideo

Zero Blunt® TOPO®

pUC19

pOri23-fnbpA

pValac:gfp

pValac:Ag85A

(E. Coli TG1 portando o plasmideo
pValac:gfp,Cm")?

(L. lactis MG1363 Eortando o plasmideo
pOri23:fnbpA, Ery")° expressando FnBPA
de S. aureus]®

Linhagem selvagem

(L. lactis MG1363 portando os plasmideos
pOri23:fnbpA, Ery" e pValac:Ag85A, Cm')

(L. lactis MG1363 portando os plasmideos
pOri23:fnbpA, Ery" e pValac:gfp, Cm")

Caracteristicas

Vetor de clonagem:
(Piac; lacZa; ccdB; Km'; Zeo" ; pUC ori;)®

(ori ColIE1/AmpR)°

(fnbpA/ori ColE1/P23/EryF)°

(pPCMV/CmF/RepA/RepC/ gfp)°

(pPCMV/ Cm*/ RepA/RepC/ Ag85A)*

Guimaraes et al.,
2009

Que et al., 2001

Este trabalho

Este trabalho

Fonte

Invitrogen

Invitrogen

Que et al., 2001

Guimaraes et al.,
2009

Este trabalho

a

Linhagem de E. coli pertencente ao Laboratério de Genética Celular e Molecular (LGCM) da
Universidade Federal de Minas Gerais em colaboragcédo com o grupo do Dr. Philippe Langella, do Instituto
Nacional de Pesquisas Agronémicas (INRA, Franca).

% Pc: promotor do operon lac; Km'": gene que confere resisténcia & canamicina; pUc ori: origem de
rePIicagao; ccdB: gene letal; Zeo®: gene de resisténcia a zeomicina;.

bicld pValac: Vaccination using Lactic acid bactéria; pCMV: promotor do citomegalovirus; RepA e RepC:
origens de replicacdo procaridtica; Cm": gene de resisténcia ao cloranfenicol; gfp: ORF do gene
codificador da proteina verde fluorescente; Ag85A: ORF do gene codificador da proteina Ag85A de M.
tuberculosis.
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As linhagens de E. coli foram cultivadas em meio LB (Luria-Bertani) (vide anexo
Secdao |- Meios e Solucdes ao final do manuscrito) e quando necessario, 0 meio foi
suplementado com 10 pg/mL do antibiético clorafenicol (Cm) (vide anexo Secao |-
Meios e Solucdes ao final do manuscrito; E. coli pValac), ou 100 pg/mL do antibiotico
ampicilina (Amp) (vide anexo Secéo I- Meios e Solugdes ao final do manuscrito; E. coli
pUC19). As linhagens foram crescidas a 37°C, sob agitacdo, durante 18 horas. Para
culturas em meio sélido, 1,5% de agar bacteriologico (Difco) foi adicionado aos meios
citados.

Para fins de estocagem, as linhagens de E. coli foram cultivadas em meio liquido
por um periodo de 18 horas e, em seguida, as culturas foram diluidas (1:1) em solucdo
estéril de glicerol 80% (vide anexo Secéo |- Meios e Solugdes ao final do manuscrito) e
acondicionadas em ultrafreezer a -80°C.

As linhagens de L. lactis, por sua vez, foram cultivadas em meio M17 Glicose
(M17-Gli) (vide anexo Secao I- Meios e Solugdes ao final do manuscrito) a 30°C, sem
agitacdo, por um periodo de 20 horas, e quando necessario, o0 meio foi suplementado
tanto com 5 pg/mL de eritromicina (Ery) (vide anexo Secéo I- Meios e Solugdes ao final
do manuscrito) quanto com 5 pg/mL de Cm e/ou 2,5 pg/mL de Ery. Para culturas em
meio sélido, 1,5% de agar bacteriologico foi adicionado aos meios acima citados. Para
fins de estocagem, as linhagens de L. lactis foram cultivadas em meio liquido a 30°C
por 20 horas, e em seguida, as culturas foram diluidas (1:4) em uma solucao estéril de

glicerol 80% e acondicionadas em um ultrafreezer a -80°C.

4.2 Manipulacdo do DNA

Todos os procedimentos de biologia molecular empregados na manipulacéo dos
DNAs plasmideanos foram realizados de acordo com métodos pré-estabelecidos
(Sambrook, Fritsch e Maniatis, 1989), com algumas modificacdes (especificadas junto
aos métodos) e/ou segundo a recomendacdo do fabricante dos kits. A qualidade do
material obtido foi estimada através de resolucdo eletroforética em gel de agarose a
1%, utilizando como referéncia o marcador de peso molecular Gene Ruler™ 1 kb DNA

Ladder (Fermentas). A pureza do DNA também foi avaliada através da relacdo das
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leituras espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm. As reacfes de
restricdo enzimatica, quando utilizadas, seguiram as recomendacfes dos fabricantes.
As sequéncias nucleotidicas dos insertos foram confirmadas através de
sequenciamento (Sanger, Nicklen e Coulson, 1977). Os pares de oligonucleotideos
iniciadores (primers) utilizados neste trabalho estéo listados na Tabela 5.

4.3 Resolucéao Eletroforética

Todas as amostras de DNA foram resolvidas em gel de agarose a 1% da
seguinte maneira: as amostras de DNA, acrescidas de 1:5 do volume de tampéao de
amostra (vide anexo Secdo |- Meios e Solucdes ao final do manuscrito) foram
fracionadas em gel de agarose a 1% em tampé&o TBE 0,5X, contendo 3,5% de brometo
de etideo (vide anexo Secdo |- Meios e Solugcdes ao final do manuscrito). As
resolucdes eletroforéticas foram realizadas a 100 Volts durante aproximadamente 1
hora. O DNA foi visualizado em fotodocumentador, MultiDoc-It Digital Imaging System
(UVP) e o gel foi fotografado sobre um transluminador de luz ultravioleta a 320 nm. O
peso molecular dos fragmentos foi estimado comparando-se ao marcador de DNA de
peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

4.4  Isolamento da ORF Ag85A

O isolamento da ORF Ag85A se deu por amplificacdo, através da técnica de
PCR (do inglés Polymerase Chain Reaction), utilizando como molde o DNA gendmico
de M. tuberculosis, linhagem H37Rv (Genbank accession number AL123456). Para
tanto, dois oligonucleotideos iniciadores (primers) foram desenhados de forma
complementar a sequéncia codificadora da ORF Ag85A, contendo ainda um sitio
artificial de restricdo em cada extremidade (BamHI e EcoRI) e a sequéncia de Kozak
precedendo a ORF Ag85A no primer Foward (Tabela 5).

As reagbes de PCR foram realizadas em um volume total de 50 pL contendo 5
pL tampao de amplificagdo Pfx 10X (Invitrogen), 1,5 pL de dNTP 10 mM (Invitrogen), 1
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pL de MgSO,4 50 mM (Invitrogen), 1 puL do primer foward (100 mM) e 1 uL do primer
reverse (100 mM) (Ag85AF e AQ85AR, tabela 5), 0,5 pL do DNA total de M.
tuberculosis (100 ng/pL), 1 pL da enzima DNA polimerase Pfx Platinum® 2,5 U/uL
(Invitrogen) e 39 pL de agua miliQ estéril. Essas reac¢des ocorreram no aparelho
termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK, Inc.). As sequéncias dos iniciadores,
dos sitios de restricdo e o peso molecular do fragmento amplificado encontram-se na
Tabela 5. A amplificacdo por PCR foi realizada sob as condi¢bes apresentadas na
Tabela 6.

O volume total da reacdo de PCR, acima descrita, foi entdo depositado e
resolvido em gel de agarose a 1%. Ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA
correspondentes ao amplicon Ag85A (1017 pb) foram purificados com o kit illustra™
GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), de acordo com as
especificacdes do fabricante. A concentracdo e a pureza do DNA purificado foram
estimadas através de resolucéo eletroforética em gel de agarose a 1% assim como
descrito no item 4.3. A pureza do DNA também foi avaliada através da relacdo das

leituras espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm.
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Tabela 5: Sequencias dos Iniciadores utilizados nas diferentes reagcdes de PCR reslizadas

neste trabalho.

Peso
Identificacdo Sequéncia nucleotidica molggular
fragmento
Iniciador forward de Ag85A.
Sitio de restri¢do para BamHl g, o /1 CACCATEGAGCTTGTTGACAGGGTTCG — 3
sublinhado e sequéncia de
Kozak marcada (Ag85AF)
1017
Iniciador reverse de Ag85A.
Sitio de restricdo para EcoRl 5 — GAATTCCTAGGCGCCCTGGGGCGC - 3
sublinhado (Ag85AR)
Iniciador forward de FnBPA
(FNBPAF) 5 TCAGCTATTGATATCGATTA 3
Iniciador reverse de FnBPA 807
(FNBPAR) 5 CAACACTATTGTGTCCACCG 3
Iniciador forward do vetor
pValac: ValF 5 GCTTATCGAAATTAATACGACTCACTATAGGG 3
1174

Iniciador reverse do vetor
pValac: ValR

Iniciador forward interno da
ORF Ag85A (Ag85AFi)

Iniciador reverse interno da
ORF Ag85A (Ag85ARI)

5 GGCTGATCAGCGGGTTTAAACG 3’

5'CAGGCCAACAGGCACGTC 3

5 GACGTGCCTGTTGGCCTG 3’
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Tabela 6: Condi¢cdes das reagdes de PCR utilizadas para amplificar a ORF Ag85A de M.
tuberculosis.

Passos Temperatura Ciclos Tempo
1 94°C 00:05:00
2 94°C 29 X 00:00:30
3 60°C 29 X 00:00:30
4 72°C 29 X 00:01:30
5 72°C 00:05:00
6 4°C Hold

45 Clonagem da ORF Ag85A no Sistema Zero Blunt® TOPO®.

4.5.1 Confeccao de Escherichia coli Eletrocompetente

Para confeccdo de células de E. coli eletrocompetentes, 100 uL de uma cultura
de E. coli TG1 ou E.coli Topl0 (Tabela 4) foram inoculados em 5 mL de meio LB sem
antibidtico e este inéculo foi incubado a 37°C, durante 18 horas, sob agitacédo.
Decorrido esse tempo, uma aliquota de 3 mL desta cultura foi inoculada em 300 mL de
LB e incubada a 37°C sob agitacdo até atingir uma densidade O6ptica a 600 nm
(DOgoonm) entre 0,2 e 0,3.

Uma vez alcangado o crescimento desejado, a cultura foi resfriada, em gelo, por
30 minutos, redistribuida em seis tubos tipo falcon, contendo 50 mL de cultura em cada
tubo, e estes foram centrifugados a 2019 g durante 20 minutos, a 4°C. O sobrenadante
foi entdo descartado e se seguiu a lavagem e ressuspensao do sedimento celular
adicionando a cada tubo 40 mL de uma solucao estéril e gelada de glicerol 10% (vide
anexo Secdo |- Meios e Solugbes ao final do manuscrito). Este processo de
centrifugacéo e lavagem foi repetido por mais trés vezes. Apos a ultima lavagem, o
precipitado celular unificado foi ressuspenso em 1 mL da solucdo de glicerol 10% e
aliquotas de 100 pL foram estocadas a -70°C.

Para analise da eficiéncia de transformacdo, a uma aliquota de células
eletrocompetentes, descongelada em gelo durante 5 minutos, foram adicionados até
100 ng do plasmideo pUC19 (Amp', Tabela 4) e a mistura de células eletrocompetentes
e DNA foi transferida para cubetas de eletroporacao (0,2 cm; BIO-RAD), previamente

resfriadas. As amostras foram submetidas a um pulso de 2.500V, capacitancia de 25
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UF e resisténcia de 200 Q, utilizando-se o eletroporador GenePulser XCell™

Electroporation System Quick Guide (BIO-RAD). Imediatamente apdés o pulso,
adicionou-se as células 1 mL de meio LB a 37°C e estas foram incubadas a 37°C, sem
agitagéo, por duas horas. Transcorrido esse tempo, foram realizadas diluicdes seriadas
(10" a 10®), sendo as diluicdes 10, 10° e 10° semeadas em placas contendo meio
LB agar suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37°C durante 18
horas. A eficiéncia de transfeccdo das células electrocompetentes foi calculada com a

seguinte formula:

Numero de colénias x Fator de diluicdo x 10 = UFC/ ml

4.5.2 Transformacao de Escherichia coli Top10 com pTP:Ag85A

O amplicon purificado, correspondente a ORF Ag85A, foi submetido a uma
reacao de ligacdo ao vetor Zero Blunt® TOPO® (Invitrogen; Figura 8) com o intuito de
se obter o plasmideo intermediario pTP:Ag85A. A ligacdo foi realizada conforme
instrucdes do fabricante. Para tanto, foram utilizados 1 pL do vetor Zero Blunt®
TOPO®, 1 pL de solucao salina (diluida 1:4 em agua estéril) e 4 pL do produto de PCR
(200 ng/pL), totalizando um volume de 6 pL. A reacdo foi mantida a temperatura
ambiente durante uma hora. Transcorrido este tempo, o produto de ligacdo (pCR®-
Blunt-TOPO® e inserto Ag85A) foi utilizado para transformar células eletrocompetentes
de E. coli Topl0, preparadas de acordo com o protocolo descrito no item 5.5.1, com
eficiéncia de 1 x 10° unidades formadoras de col6nia (UFC) por micrograma de DNA.

O volume total do produto de ligacdo foi misturado com 100 pyL de células
eletrocompetentes da linhagem E. coli Topl10 (invitrogen) e esta mistura foi incubada
em gelo por 10 minutos, sendo a transformacdo conduzida por eletroporacao,
seguindo-se 0os mesmos parametros descritos no item 5.5.1. Para controle negativo,

100 pL de células eletrocompetentes foram eletroporadas sem adigédo de DNA.
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M3 Reverss priming s'te

pCR*-Blunt Il

TOPO®

Figure 8:Representacdo esquematica do vetor Zero Blunt® TOPO®. Se destaca o sitio de
clonagem multipla. Os sitios das respectivas endonucleases de restricdo estdo indicados no
local da clivagem. Fonte: Manual do usuario da Invitrogen.

O processo de selecdo dos transformantes consistiu em semear aliquotas de
100 pL, 200 pL e o restante (700 pL centrifugados), da suspensdo de células
eletroporadas, em placas de Petri contendo meio LB &gar suplementado com 50 pg/mL
de canamicina (Km) (vide anexo Secéao |- Meios e Solucdes ao final do manuscrito). As
culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente 18 horas. ApOs este periodo, as
placas foram avaliadas quanto a presenca de colonias resistentes ao referido
antibiotico.

A etapa seguinte consistiu na selecao de clones de cada uma das placas para
proceder com a extracdo plasmideana e com a confirmacdo da clonagem da ORF
Ag85A no vetor Zero Blunt® TOPO®.
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4.5.3 Extracdo do DNA plasmideano pTP:Ag85A de Escherichia coli Top10

A extracdo do plasmideo pTP:Ag85A foi realizada a partir de colbénias de E. coli
Top 10 pTP:Ag85A inoculadas em 5 mL de meio LB, suplementado com 50 uL/mL de
canamicina (Km).

Os in6culos foram incubados a 37°C, sob agitacdo, durante 18 horas. Apds esse
periodo, procedeu-se a extracdo plasmideana em pequena escala (miniprep), pelo
método de lise alcalina, descrito por Sambrook e colaboradores (Sambrook, Fritsch e
Maniatis, 1989), com as modificacdes que se seguem: 4 mL de cada indculo foram
centrifugados por 7 minutos a 13.793 g e os precipitados celulares, ressuspensos em
200 pL de Solucao | (vide anexo Secéo I- Meios e Solugdes ao final do manuscrito),
acrescidos de 1 pL de RNase A (100 pg/mL). ApOs cinco minutos de incubacgéo a
temperatura ambiente, 400 uL de Solucao Il (vide anexo Secao |- Meios e Solugdes ao
final do manuscrito) foram acrescentados a mistura anterior e esta foi homogeneizada
gentilmente por inversdo dos tubos. Em seguida, 100 puL de cloroférmio foram
adicionados e, por fim, 300 pL de Solucéo Il (vide anexo Secao I- Meios e Solugdes ao
final do manuscrito). A mistura foi homogeneizada em vortex e centrifugada a 13.793 g
por 15 minutos. O sobrenadante, aproximadamente 500 L, foi coletado em novos
tubos onde foi realizada a precipitacdo do DNA plasmideano com 2,5 volumes de
etanol absoluto, 10% de acetato de sédio (3 M) e 1% de glicogénio (20 mg/mL). (vide
anexo Secao |- Meios e Solucdes ao final do manuscrito) Os tubos foram entéo
incubados por aproximadamente 2 horas a -20°C e apés esse periodo, foram
centrifugados por 15 minutos a 13.793 g e o sobrenadante foi descartado. Apds
lavagem com 1 mL de etanol 70% (vide anexo Secéo |- Meios e Solu¢bes ao final do
manuscrito), o precipitado foi seco a temperatura ambiente e ressuspenso em 25 pL de
agua ultrapura estéril. A presenca e a qualidade dos plasmideos foram verificadas
atraveés de eletroforese seguindo os mesmos parametros ja descritos no item 4.3. A
pureza do DNA também foi avaliada através da relacdo das leituras

espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm.
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454 Confirmagdo da Presenca e do Peso Molecular do Inserto Ag85A no
Plasmideo Zero Blunt® TOPO®

Uma vez realizada a extragdo plasmideana, procedeu-se a verificacdo da
presenca do inserto e do peso molecular do fragmento de DNA clonado no vetor Zero
Blunt® TOPO®. O inserto foi amplificado por PCR, utilizando-se iniciadores (Ag85AF e
Ag85AR) descritos na tabela 5. As reagdes de PCR foram realizadas em um volume de
25 pL contendo 2,5 pL 10X PCR Buffer (Invitrogen), 0,75 pL de dNTP 10mM
(Invitrogen), 0,3 puL de MgCl, 50 mM (Invitrogen), 0,5 pL do primer foward (100mM) e
0,5 pL do primer reverse (100mM), ambos a 100 pmol/pL, 0,5 pL de DNA proveniente
da miniprep (100 ng/uL), 0,5 pL da enzima Tag DNA Polymerase Recombinant 5 U/uL
(Invitrogen) e 19,65 pL de agua miliQ estéril. A amplificagdo por PCR foi realizada sob
as condicfes descritas na Tabela 6, em um aparelho termociclador modelo ATC 401
(NYX TECHNIK, Inc.). Depois de finalizada a PCR, a presenga dos amplicons foi
verificada através de eletroforese seguindo os mesmos parametros ja descritos no item
4.3.

Além da confirmacéo, por PCR, da presenca do inserto Ag85A no vetor Topo,
buscou-se também verifica-la através de digestdo enziméatica. Os plasmideos extraidos
conforme item 4.5.3, foram digeridos com as endonucleases de restricdo BamHI e
EcoRI. A reacdo de digestao foi realizada em um volume total de 20 pL, sendo 10 pL
de DNA (miniprep, 100 ng/uL), 2 pL de tampédo REact3 (BioLabs), 1 pL da enzima
BamHI (BioLabs), 1 uL da enzima EcoRI (BioLabs), 0,2 uL BSA e 5,8 uL de agua Milli-
Q estéril. A reacdo foi mantida a 37°C por 18 horas e apds este periodo, 5 pL da
mesma foram depositados e resolvidos em gel de agarose a 1%, sob as mesmas

condi¢cBes descritas no item 4.3.
4.6 Subclonagem da ORF Ag85a no Plasmideo pValac
4.6.1 Extracdo do Plasmideo pValac:gfp

Uma aliquota de 4 mL de uma cultura de E. coli pValac:gfp foi transferida para
tubos de microcentrifuga e procedeu-se a extracdo plasmideana com o kit Wizard® Plus
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SV Minipreps DNA Purification System (Promega), conforme recomendacdes do
fabricante ou pelo método de lise alcalina (miniprep) descrito por Sambrook e
colaboradores (Sambrook, Fritsch e Maniatis, 1989), conforme item 4.5.3. A presenca e
a qualidade dos plasmideos foram verificadas através de eletroforese, seguindo-se 0s

mesmos parametros ja descritos no item 4.3.

4.6.2 Digestdo Enzimatica do Plasmideo pValac:gfp

Para a subclonagem da ORF Ag85A no plasmideo pValac:gfp (Figura 9), os
plasmideos extraidos (item 5.6.1) foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHI
e EcoRl em duas etapas. A primeira reacdo de digestdo enzimatica foi realizada
apenas com a enzima EcoRI para a verificacdo da linearizacdo do plasmideo,
consistindo em 1,7 pg do plasmideo pValac:gfp, 2 pL do tampdo REact®3 10X
(Invitrogen) e 1 pL de EcoRI (10 U/puL), o que totalizou um volume final de 20 pL de
reacdo. Esta foi mantida a 37°C durante 6 horas. Para verificar a qualidade da
digestdo, 1 pL desta reacdo foi depositado e resolvido em gel de agarose a 1%,
conforme item 4.3. Apés a visualizacdo da linearizacdo do plasmideo pValac, 1uL da
enzima BamHI (10 U/pL) foi adicionado a mesma reagéo para assim obter a liberagédo
da ORF gfp. A reacgéao foi mantida a 37°C por mais 6 horas. Novamente, para verificar a
gualidade da digestdo, 2 pL da reacdo foram depositados e resolvidos em gel de

agarose a 1%, conforme item 4.3.
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Figure 9:Representacdo esquematica do vetor de expressdo eucaridtica pValac:gfp.
pCMV: promotor do citomegalovirus; MCS: sitio de clonagem mudltipla; BGH priming site e T7
priming site: primer para amplificacdo e/ou sequenciamento do inserto; polyA site: sequéncia
sinal de poliadenilagdo do Horménio Bovino de Crescimento; RepA e RepC: origens de
replicacdo procariética; Cm: gene que confere resisténcia ao antibiotico cloranfenicol. GFP:
sequéncia codificadora da proteina verde fluorescente; EcoRI e BamHI: sitios de enzimas de
restricdo utilizados.

4.6.3 Purificacdo do fragmento referente ao vetor pValac digerido

O volume total da reacdo de digestdo descrita no item 5.6.2 foi depositado e
resolvido em gel de agarose a 1% e, ao término da eletroforese, os fragmentos de DNA
correspondentes ao vetor pValac (3.750 pb), desprovidos da sequéncia codificadora da
proteina verde fluorescente (gfp, 696 pb), foram purificados com o Kit illustra™ GFX™
PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), de acordo com as especificacfes
do fabricante. A concentracdo e a pureza dos produtos purificados foram estimadas
através de resolucdo eletroforética em gel de agarose a 1% e também em

espectrofotometro, assim como descrito no item 4.3.

4.6.4 Digestdo Enzimética do Plasmideo pTP:Ag85A e Purificacdo do Fragmento
de DNA Referente a ORF Ag85A

Para clonagem da ORF Ag85A no vetor pValac, o plasmideo pTP:Ag85A foi
extraido a partir de um dos clones positivos de E. coli Top10 (itens 5.5.2 e 5.5.3). Em

seguida, foi realizada uma reacao de digestdo enzimatica, que consistiu em 40 pL de
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DNA plasmideano (pTP:Ag85A) (350 ng/pL), 5 pL de tampdo REact®3 10X (Invitrogen),
1 pL de BamHI (10 U/uL); 1 pL de EcoRI (10 U/uL) e 3 pL de agua milli-Q estéril. A
reacdo foi mantida a 37°C por 6 horas, e apds este periodo, o volume total da reacao
de digestdo foi depositado e resolvido em gel de agarose a 1%. Ao término da
eletroforese, os fragmentos de DNA correspondentes a ORF Ag85A (aproximadamente
1017pb), provida das extremidades coesivas BamHI e EcoRI, foram entdo purificados
com o Kit illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification (GE Healthcare), de
acordo com as especificacdes do fabricante. A concentracdo e a pureza do produto
foram estimadas através de resolucdo eletroforética em gel de agarose a 1% como
descrito no item 4.3. A pureza do DNA foi avaliada também através da relacdo das

leituras espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm.

4.6.5 Ligacdo da ORF Ag85A no Vetor pValac

Os produtos digeridos e purificados correspondentes ao inserto Ag85A (item
4.6.4) e ao vetor pValac (item 4.6.3) foram submetidos a uma reacéo de ligacdo, que
conteve 1 puL de DNA Ag85A purificado (50 ng/uL) e 3,33 uL de pValac purificado (15
ng/uL), resultando em uma proporcédo equimolar (3:1) de inserto/vetor; 4 uL de tampéo
Ligase 5X (Promega); 1uL da enzima T4 DNA ligase 3U/uL (Promega) e 10,67 uL de
agua ultrapura estéril, totalizando um volume de 20 pL. A reacdo foi mantida a 4°C
durante 18 horas. Apés este periodo, a ligacéo foi dialisada utilizando-se um filtro de

0,025 um (Millipore), sob agua ultra pura, durante 30 minutos.

4.6.6 Transformacao de Escherichia coli TG1 com o plasmideo pValac:Ag85A

O produto de ligacdo entre o vetor pValac e o inserto Ag85A foi utilizado para
transformar células eletrocompetentes de E. coli TG1, preparadas de acordo com o
protocolo descrito no item 4.5.1.

A transformacédo foi conduzida por eletroporacdo, seguindo-se 0S mesmos

parametros descritos no item 4.5.1. Para tanto, uma aliquota (10 pL) do produto de
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ligacado, dialisada, foi misturada a 100 pL de células eletrocompetentes e a mistura foi
incubada no gelo por 10 minutos. A eletroporagéao foi realizada no aparelho GenePulser
XCell™ (BIO-RAD), seguindo-se os mesmos parametros descritos no item 4.5.1. Para o
controle negativo, 100 puL de células eletrocompetentes foram eletroporadas sem
adicdo de DNA.

O processo de selecdo dos transformantes consistiu em semear aliquotas de
100 pL, 200 pL e o restante, cerca de 700 pL centrifugados, da suspenséo de células
eletroporadas em placas de Petri contendo meio LB agar suplementado com 10 pg/mL
de clorafenicol (Cm). As culturas foram mantidas a 37°C por aproximadamente 18
horas. ApoOs este periodo, as placas foram avaliadas quanto a presenca de colbnias
resistentes ao referido antibiético. A etapa seguinte consistiu na selecédo de clones de
cada uma das placas para proceder com a estocagem dos mesmos, com a extracao

plasmideana e com a confirmacao da clonagem do inserto Ag85A no vetor pValac.

4.6.7 Confirmacdo da Presenca e Peso Molecular do Inserto Ag85A no Vetor
pValac

Cada colbnia selecionada foi inoculada em 5 mL de meio LB contendo Cm na
concentracdo de 10 puL/mL e os inéculos foram mantidos a 37°C sob agitacdo, por
cerca de 18 horas. Uma aliquota (1 mL) de cada cultura foi estocada em freezer a -
80°C, utilizando-se glicerol 80% na proporcdo de 1:1. O restante da cultura foi
transferido para microtubos e procedeu-se com a extracdo plasmideana pelo método
de lise alcalina, conforme item 4.5.3.

Para verificar a presenca do inserto Ag85A e o peso molecular do mesmo,
clonado no vetor pValac, o inserto do DNA plasmideano foi amplificado por PCR
utilizando os iniciadores Ag85AR e Ag85AF, descritos na tabela 5, e os plasmideos
foram também digeridos com as endonucleases de restricdo BamHI e EcoRI.

As reacdes de PCR foram realizadas com a enzima AccuPrime™ Taq DNA
Polymerase (Invitrogen) em um volume de 25 pL, contendo 2,5 puL 10X Accuprime™
PCR Buffer, 0,5 pL do primer foward e 0,5 puL do primer reverse, ambos a 5 pmol/uL,
0,5 pL de DNA da miniprep (100 ng/pL), 0,5 pL da enzima Accuprime™ Taq DNA
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Polymerase 5 U/uL e 20,5 pL de agua milli-Q estéril. A amplificacéo foi realizada de
acordo com as especificacbes da Tabela 6. Ao final, 2 pL destas reacdes foram
depositados e resolvidos em gel de agarose a 1% sob as mesmas condi¢cfes descritas
no item 4.3.

A reacdo de digestdo enzimatica foi realizada em um volume de 10 pL, que
consistiu em 5uL do DNA (miniprep a 100 ng/pL), 1 uL de tampdo REact®3 10X
(Invitrogen), 1 pL da enzima BamHI (Invitrogen), 1 uL da enzima EcoRI (Invitrogen) e 2
pL de &gua ultrapura estéril. A reagdo foi mantida a 37°C por 4 horas e ap0s esse
periodo, 2 uL da mesma foram depositados e resolvidos em gel de agarose a 1% sob

as mesmas condicfes descritas no item 4.3.

4.6.8 Reacdo de Sequenciamento e Andlises in Silico

A sequéncia nucleotidica correspondente ao inserto Ag85A, clonada no vetor
pValac, foi confirmada através de sequenciamento (Sanger, Nicklen e Coulson, 1977),
utilizando-se os primers forward e reverse (ValF, ValR, tabela 5) do vetor pValac, como
também os primers internos da ORF Ag85A, forward e reverse (Ag85AFi, Ag85ARI,
tabela 5). Para isto, foi escolhido o clone pValac:Ag85A cuja presenca do inserto foi
confirmada por reacfes de PCR e digestdo enzimatica, conforme o item 5.6.7, sendo
realizadas quatro repeticbes da reacdo de sequenciamento com o primer forward e
guatro repeticdes com o primer reverse. Cada amostra foi amplificada, utilizando-se o
kit DYEnamic™ ET Dye Terminator (GE Healthcare), como se segue: 4,0 pL do mix “ET
dye terminator”, 1 pL do primer ValF ou ValR (ou utilizando primers Ag85AFi, Ag85Ari,
tabela 5) (10 pmol/uL) e 5 uL de DNA plasmideano (50 ng/uL) (miniprep item 4.6.7 e
4.5.3). A reacdo ocorreu em termociclador sob as seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial a 95°C por 1 minuto, seguida por 30 ciclos de de desnaturacdo a 95°C por 20
segundos, anelamento do primer a 60°C por 15 segundos e extensdo a 60°C por 1
minuto e 20 segundos. Cabe salientar que foi utilizada a mesma temperatura de
anelamento para ambos os pares de primers utilizados.

Logo apos, os produtos da reacédo foram precipitados e lavados, com o objetivo

de remover os nucleotideos marcados ndo incorporados ao DNA amplificado. Para isto,
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a cada amostra foi adicionado 1 pL acetato de amoénio 7,5 M (fornecido pelo kit) e 30
pUL de etanol 96% (vide anexo Secao |- Meios e Solucdes ao final do manuscrito). A
mistura foi homogeneizada e incubada por 20 minutos, a temperatura ambiente,
protegida da luz. Posteriormente as amostras foram centrifugadas a 2019 g durante 45
minutos, a 4°C e o sobrenadante foi descartado. Em seguida, adicionaram-se 100 uL
de etanol 70% as amostras e as mesmas foram centrifugadas novamente a 2019 g
durante 10 minutos, e o sobrenadante novamente descartado. Por fim, as amostras,
precipitadas e secas, foram ressuspensas em 10 pL de “loading buffer” e armazenadas
a 4°C até o momento de sua aplicacdo no sequenciador MegaBACE™ 1000 (GE
Healthcare).

As sequéncias foram comparadas utilizando-se o programa CAP3 Sequence
Assembly Program (http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php), onde foi obtido um contig Unico
da sequéncia de cada clone, eliminando-se assim provaveis erros do sequenciamento.
O contig final foi entdo analisado utilizando-se o algoritmo BLAST (do inglés, Basic
Local Alignment Search Tool) disponivel no NCBI (do inglés, National Center for
Biotechnology Information; http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Para a comparacao
entre sequéncias de acidos nucléicos utilizou-se o programa “BLASTn” e para a
comparacao entre a sequéncia de aminoacidos correspondente utilizou-se o programa
o “BLASTX".

4.7  Verificacdo da Funcionalidade do Plasmideo pValac:Ag85A em Cultura de
Células Mamiferas

4.7.1 Cultura de Células CHO (Chinese Hamster Ovary)

Células da linhagem Flp-InN™-CHO zeocina resistentes (Invitrogen),
armazenadas a -196°C em nitrogénio liquido e contendo meio completo com 5% de
dimetilsulféxido (DMSO) (vide anexo Secdo |- Meios e Solugbes ao final do
manuscrito), foram descongeladas e colocadas em tubo tipo falcon com 3 mL do meio
de cultura F12 Ham suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de L-

glutamina, zeocina (100 ng/mL) e 2,5% do agente tamponante HEPES ou bicarbonato
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de sodio (NaHCO;3; - Sigma) (vide anexo Secao |- Meios e Solucbes ao final do
manuscrito) (meio referido a seguir como “F12 completo”). Posteriormente as células
foram centrifugadas a 81 g, durante 5 minutos, a 25°C e o sobrenadante foi descartado.
Essa etapa de “lavagem” é necessaria para eliminacdo do DMSO, substancia toxica
para as células. Em seguida, foram acrescentados 10 mL de meio F12 completo (vide
anexo Secéo |- Meios e Solucdes ao final do manuscrito) ao sedimento celular e essa
mistura foi transferida para uma garrafa de 75 cm?. Por fim, as células foram incubadas
em estufa a 37°C (Thermo Electron Corporation) contendo 5% de CO,, até formacéo de
uma monocamada (tempo estimado de 48 horas).

A fim de avaliar a monocamada celular, as células foram visualizadas em
microscoépio invertido (Nikon Diaphot). Apés formacgéo da referida monocamada celular,
o meio foi retirado e as células foram repicadas. Para tanto, a garrafa foi brevemente
lavada com 2 mL de tripsina, sendo este conteudo subsequentemente descartado e
adicionado mais 1,5 mL de tripsina as células. A garrafa foi deixada em repouso por 3
minutos a 37°C, periodo apdés o qual lhe foram aplicadas batidas vigorosas para que as
células desaderissem. As células desaderidas foram descartadas ou utilizadas para
montagem de uma nova garrafa ou de placas. No dia posterior a tripsinizacdo, o meio
de cultura foi trocado para eliminacao de células mortas e/ou ndo aderidas. Todas as

manipulagdes foram realizadas em capela exclusiva para cultivo celular.

4.7.2 Transfeccao de Células CHO com o Plasmideo pValac:Ag85A

4.7.2.1 Obtencdo do DNA para Transfeccdo

Os DNAs plasmideanos (pValac:Ag85A e pValac:gfp) utilizados para transfeccao
das células CHO foram obtidos a partir da linhagen E. coli pValac:Ag85A e E. coli
pValac:gfp, respectivamente, utilizando-se o Kit Wizard® Plus Maxipreps DNA
Purification System (Promega), conforme recomendacdes do fabricante. Apds a
extracdo plasmideana, a concentracdo e pureza do DNA obtido foram estimadas
através de resolucdo eletroforética em gel de agarose a 1%, conforme item 5.3. A

pureza dos DNAs também foi avaliada atraves da relacdo das leituras
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espectrofotométricas, nos comprimentos de onda 260/280 nm. No momento da

transfeccao, os respectivos DNAs foram esterilizados, utilizando-se filtros de 0,22 um.

4.7.2.2 Padronizacdo da Transfeccdo de Células CHO com o Plasmideo
pValac:gfp, Utilizando o Reagente Lipofectamine 2000™ (Invitrogen)

As células CHO, crescidas até formacdo da monocamada (item 4.7.1), foram
tripsinizadas, transferidas para um tubo tipo falcon e centrifugadas a 81 g durante 5
minutos, a 25°C. O precipitado celular foi ressuspendido em 2 mL de meio F12
completo para contagem das células em camara de Neubauer ou em contador
automatico Contador de Células e Particulas Beckman Coulter Z1, conforme
recomendacdes do fabricante. Placas de 6 pocos foram utilizadas para transfeccao,
sendo que a cada poco foram adicionadas cerca de 200.000 células e 2 mL de meio
completo. As células foram mantidas por 48 horas a 37°C em estufa de CO, a fim de
obter uma confluéncia de 90-95% necessaria para a transfeccao.

Uma vez atingida a confluéncia desejada, o meio de cultura das placas foi
substituido por 1,5 mL de meio F12 completo, adicionados a cada poco. Foram
utilizados 4 pg de DNA (pValac:gfp) diluidos em 250 pL de meio Opti-MEM® | Reduced
Serum Media (Invitrogen) e o reagente Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) nas
propor¢cdes “DNA(pg):Lipofectamine(uL)” de 1:2, 1:2,5 e 1:3, também diluidas em 250
uL de Opti-MEM®. As diluigdes “DNA — Opti-MEM” e “Lipofectamine — Opti-MEM” foram
incubadas, separadamente, durante 5 minutos a temperatura ambiente. Em seguida, o
DNA e o reagente Lipofectamine foram misturados para vesicularizacdo do DNA nos
lipossomos, sendo mantidos 20 minutos em repouso a temperatura ambiente. Cada
poco recebeu a mistura DNA:Lipofectamine (cerca de 520 pL por poco) e as placas
foram incubadas a 37°C por 24, 48 e 72 horas para verificagdo da expressao da
proteina GFP. O controle negativo do experimento consistiu em submeter as células ao
tratamento com Lipofectamine e Optimem, mas ndo a transfeccdo com DNA. Como o
meio de cultura pode ser trocado apos 4 horas da transfeccéo, duas condi¢cdes foram

também testadas: manutencdo do meio de cultura inicial ou sua troca por meio F12
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completo fresco, contendo 1% de uma suspensdo de antibidtico e antimicotico
estabilizada (Sigma).

Assim, ap0s a transfeccdo celular com o plasmideo pValac:gfp, a fluorescéncia
da proteina GFP pdde ser visualizada em microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss
Axiovert 200, utilizando-se o filtro azul (objetiva de 20X), e a imagem capturada em

camera AxioCam HRc (ZEISS), utilizando-se o programa AxioVision 4.8.1.

4.7.2.3 Transfeccao de Células CHO com o Plasmideo pValac:Ag85A

A partir da padronizacdo da transfeccdo celular com o plasmideo pValac:gfp,
todos os experimentos de transfec¢cédo que se seguiram foram realizados nas melhores
condicBes obtidas, utilizando-se, entdo o plasmideo pValac:Ag85A. Em todas as
transfeccbes seguintes, sempre foi feito por placa um controle positivo utilizando o

plasmideo pValac:gfp.

4.7.3 Verificacdo da Funcionalidade do Plasmideo pValac:Ag85A em Cultura de
Células Mamiferas

Com o objetivo de avaliar a funcionalidade do plasmideo pValac:Ag85A, as
culturas de células transfectadas com o referido plasmideo foram analisadas quanto a
expressado da proteina Ag85A através da técnica de Imunocitoquimica, com posteriores

analises em Microscopia Confocal e também por Citometria de Fluxo.

4.7.3.1 Visualizacdo da Proteina Ag85A por Reacdo de Imunofluorescéncia para
Analise em Microscopia Confocal.

Para a realizacdo da técnica de Imunocitoquimica e posterior analise por
Microscopia Confocal, as células CHO foram transfectadas conforme o item 4.7.2. A
placa foi montada depositando-se primeiramente uma laminula no fundo de cada poco,
para se obter crescimento celular na superficie da mesma. Apdés 48 horas da

transfec¢cdo com o pValac:Ag85A, realizou-se a confec¢do de laminas para deteccao
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da proteina Ag85A. Laminas de células ndo transfectadas (controle negativo das
células), de células transfectadas e tratadas somente com anticorpo secundario
(controle negativo do anticorpo secundario) e de células transfectadas com o
plasmideo pValac:gfp (controle positivo), também foram confeccionadas.

O meio da cultura celular foi retirado dos pocos, estes foram lavados duas vezes com
1 mL de PBS 1X (do inglés- Phosphate Buffered Saline) (vide anexo Secao I- Meios e
Solugbes ao final do manuscrito) e, em seguida, as células foram fixadas com 700 pL
de paraformaldeido 4% (vide anexo Sec¢éo |- Meios e Solugdes ao final do manuscrito),
durante 15 minutos sem agitacdo. Transcorrido esse tempo, as células foram lavadas
novamente com 1 mL de PBS. Para permeabilizacédo das células, foram acrescentados
700 pL de Triton X-100 (0,1% em PBS) (vide anexo Secéo I- Meios e Solugdes ao final
do manuscrito) e a mistura foi incubada por 10 minutos. Posteriormente, procedeu-se a
incubacdo com o anticorpo primario monoclonal DT-17 (mouse monoclonal Ag85A,
gentiimente doado pela professora K. Huygens do Operational Directorate
Communicable and Infectious Diseases - Bruxelas), na diluicdo 1:20 em PBS/BSA 1% (
BSA do inglés- Bovine Serum Albumin) vide anexo Secéo I- Meios e Solucdes ao final
do manuscrito). Para cada laminula, 100 pL do anticorpo primério diluido foram
depositados sobre elas e assim, foram incubadas em camera Umida por duas horas a
temperatura ambiente. Decorrido esse tempo, as laminulas foram lavadas 5 vezes com
1 mL de PBS, com agitacdo suave durante 3 minutos para cada lavagem.
Posteriormente, elas foram incubadas com 100 pL do anticorpo secundario IgG anti-
mouse marcado com Alexa-Fluor 488 (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L)
Invitrogen), na diluicdo 1:500 em PBS/BSA 1%, em camera Umida durante uma hora a
temperatura ambiente.

Logo apds, as laminulas com as células transfectadas foram tratadas com o
anticorpo primario e secundério, como descrito anteriormente (positivo da rea¢éo), ou
somente com anticorpo secundario (controle negativo do anticorpo secundario). A
marcacao nuclear foi feita pela incubacdo com o fluorocromo DAPI (4,6'-diamidino-2-
phenilindol — Invitrogen), fluorocomo este, que tem afinidade pelas regides ricas em A-T
do DNA, na concentracao final de 2 pg/mL. Apos vérias lavagens com 1 mL de PBS, as

laminulas foram dispostas sobre laminas com meio Hydramount (Merck) ou glicerina
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tamponada (vide anexo Secao I- Meios e Solucdes ao final do manuscrito) e seladas
para posterior observacdo microscopica.

As laminas montadas foram visualizadas em Microscopio de Varredura a Laser
Confocal, modelo LSM 510 Meta Zeiss, utilizando-se a objetiva de 40X e também de
63X, com Oleo de imersdo. Para deteccdo da fluorescéncia do Alexa fluor 488, foi
utilizado o laser de argbnio e o filtro azul, com emissdo maxima a 520 nm. Para
deteccdo do DAPI, foi utilizado a epifluorescéncia do mesmo microscopio, utilizando-se
o filtro para DAPI, com emissé&o na faixa de 461 nm. A co-localizag&do das imagens com
dupla marcacao foi realizada pela sobreposicdo das imagens digitais separadas de
cada fluorocromo, imagens estas visualizadas e editadas no programa Zeiss LSM

Image Browser.

4.7.3.2 Verificacdo da Producdo da Proteina Ag85A por Reacdo de
Imunofluorescéncia para Anélise por Citometria de Fluxo.

A citometria de fluxo € uma técnica que permite a analise de propriedades fisicas
e bioldgicas de populacdes e sub-populacdes celulares (Bacal e Faulhaber, 2003). Esta
metodologia tem a capacidade de mensurar propriedades de células individuais,
atravées do emprego de radiacdo laser, fluxo hidrodindmico, Optica, substancias
fluorescentes e recursos de informatica (Bertho, 2007). Quando uma amostra em
solucdo é injetada no citbmetro de fluxo, as células sdo ordenadas de tal forma que
uma Unica célula por vez seja interceptada pelo laser; assim a dispercdo de luz
(scatter) e a emissdo de fluorescéncia por células que foram marcadas com
fluorocromos ou que expressam proteinas naturalmente fluorescentes fornecem
informacdes sobre as propriedades destas células (Rahman, 2006). O parametro
Forward Scatter (FSC) se relaciona com o tamanho celular e o Side Scatter (SSC), com
a complexidade citoplasmatica. A fluorescéncia emitida pelas células € detectada por
fotodetectores de fluorescéncia (FL-1, o FL-2 e o FL-3, os quais sdo capazes de
detectar diferentes comprimentos de onda emitidos pelos fluorocromos FITC (verde),
PE (laranja) e Cy5 (vermelho), respectivamente). Medi¢cdes da fluorescéncia emitida

pelas células analisadas podem fornecer dados quantitativos e qualitativos sobre a
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presenca de receptores de membrana e mesmo de componentes intracitoplasmaticos
ou nucleares (Rahman, 2006). Assim sendo, esta técnica apresenta um grande
espectro de aplicacbes nas areas meédica e biotecnolégica, incluindo estudos de
subpopulacdes linfociticas, andlises de expressao génica, diagndsticos de doencgas,
analises de ciclo celular e pesquisas que envolvam vacinas de DNA (Bertho, 2007,
Badger et al., 2011).

Assim, outra metodologia adotada neste trabalho visando verificar a
funcionalidade do plasmideo pValac:Ag85A, no que concerne a presenca da proteina
Ag85A nas células eucaridticas transfectadas com o referido plasmideo, foi a
realizacdo de reacdes de imunofluorescéncia para posteriores andlises através da
técnica de citometria de fluxo. Para tanto, células eucarioticas da linhagem CHO foram
transfectadas conforme o item 5.7.2. Apés 48 horas da transfec¢cado com os plasmideos
pValac:Ag85A e pValac:gfp (controle positivo), as células foram tripsinizadas, com 1 mL
de tripsina, e centrifugadas para posterior contagem das mesmas em camara de
Neubauer. A marcacéo celular foi realizada em placas de cultura de células de 96
pocos com fundo em U (Sarsted EEUU). A reacdo de marcacao foi feita com kit FoxP3
Staining Buffer set BD Biosciences®, segundo as recomendacdes do fabricante. Para
tanto, a cada poco foi adicionado uma suspensao celular ajustada na concentracao de
1x10° células por mL. Logo apds, a placa foi centrifugada a 182 g, 4°C, durante 8
minutos. O sobrenadante foi descartado e o sedimento homogeneizado. Apés
ressuspender o sedimento em 200 pL de tampao de fixagdo BD, previamente diluido 20
vezes em PBS, a placa foi incubada por 30 minutos, 4°C, ao abrigo da luz. Finalizada
essa incubacdo, a placa foi novamente centrifugada nas condi¢cdes citadas e o
sobrenadante foi desprezado. As células foram lavadas com 150 pL de tampao de
permeabilizacdo fornecido pelo kit (tamp&do mantido a 37°C) e posteriormente a placa
foi novamente centrifugada nas condicfes ja citadas. Mais uma lavagem foi realizada,
com 200 pL da solucdo PBS-Wash, e, posteriormente, uma centrifugacao a 182 g por
10 minutos a 4°C. Apés o descarte do sobrenadante e homogeneizado do sedimento
celular, foram adicionados a cada po¢o 10 pL do anticorpo primario monoclonal DT-17
(mouse monoclonal anti-Ag85A) na diluicdo 1:20 e a placa foi incubada a temperatura

ambiente, durante 30 minutos ao abrigo da luz. Transcorrido esse tempo as ceélulas
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foram lavadas novamente com 200 uL da solucdo PBS-Wash e centrifugadas a 182 g a
4°C, por 10 minutos, procedimento este realizado duas vezes. Ao pellet de células
foram acrescentados 10 pL de anticorpo secundario anti-lgG marcado com Alexa fluor
488 (Alexa Fluor® 488 Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Invitrogen) em uma diluicdo de
1:500, e, novamente, a placa foi incubada por 30 minutos a temperatura ambiente ao
abrigo da luz. ApoOs esse tempo, as células foram lavadas e centrifugadas, por duas
vezes, nas mesmas condicbes ja citadas. O sobrenadante foi desprezado e o
sedimento final foi fixado em 200 pL de paraformaldeido 3% (vide anexo Secéo I-
Meios e Solugdes ao final do manuscrito), e transferido para tubos apropriados de 5 mL
para estocagem a 4°C ao abrigo da luz até 0 momento da leitura no citbmetro de fluxo.
Como controles negativos do ensaio, células ndo transfectadas e células transfectadas
e tratadas somente com anticorpo secundario (controle negativo do anticorpo
secundario), foram utilizadas. O controle positivo do experimento consistiu de células

transfectadas com o plasmideo pValac:gfp.

4.8 Obtencao de Lactococcus lactis FnBPA™ Carreando o Vetor pValac:Ag85A.

4.8.1 Confeccao de Células Eletrocompetentes de L. lactis FnBPA"

Para a confeccdo das células electrocompetentes L. lactis FnBPA,
primeiramente foi realizado um in6culo com 10 pL do estoque da referida linhagem em
5 mL de meio M17 suplementado com Sacarose (0,5 M) e Glicose (0,5%; M17-Sac-Gli)
tamponada (vide anexo Secéo |- Meios e Solugdes ao final do manuscrito), acrescido
com 5 pg/mL do antibidtico eritromicina (Ery). Este in6culo foi mantido a 30°C, sem
agitacdo, por aproximadamente 20 horas. Transcorrido esse periodo, foi realizado um
segundo in6culo utilizando-se 100 pL dessa primeira cultura em 5 mL de meio M17-
Sac-Gli acrescido de 5 pg/mL de eritromicina, e posterior incubacdo a 30°C, sem
agitacdo, durante 8 horas. Apos esse tempo, 1 pL desta cultura foi inoculado em 200
mL de meio M17-Sac-Gli acrescido de 1% de glicina até atingir uma densidade 6ptica a

600 nm (DOgoonm) €M torno de 0,4 - 0,6. Uma vez alcangado o crescimento desejado, a
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cultura foi centrifugada a 2021 g, durante 15 minutos, a 4°C. O sobrenadante foi
descartado e o precipitado celular foi ressuspenso em 200 mL de uma solucédo gelada
e estéril de sacarose 0,5M tamponada (vide anexo Secéo I- Meios e Solu¢des ao final
do manuscrito) e glicerol 10%. O processo de centrifugacéo e lavagem foi repetido por
mais quatro vezes e, apd0s a Ultima lavagem, o precipitado celular unificado foi
ressuspenso em 1 mL da solucéo estéril de PEG3000 30% (Polyethylene glycol 3000)
tamponada (vide anexo Secéo I- Meios e Solugbes ao final do manuscrito) e glicerol
10%. Aliquotas de 100 pL dessas células foram estocadas a -70°C até o momento do

uso.

4.8.2 Transformacéao de L. lactis FnBPA+ com o Plasmideo pValac:Ag85A

Um volume do plasmideo pValac:Ag85A correspondente a 100 ng/uL foi
misturado a uma aliquota de 100 pL de células eletrocompetentes de L. lactis FnBpA*
preparadas conforme item 4.8.1. A mistura foi incubada no gelo durante 5 minutos e
posteriormente, transferida para cubetas de electroporacdo de 2mm. A transformacéao
se deu por eletroporacdo, utilizando-se o aparelho GenePulser XCell™ (BIO-RAD), sob
as seguintes condicdes: 2.400 V, capacitdncia de 25 uF e resisténcia de 200 Q.
Imediatamente apos o pulso, 1mL de M17-Sac-Gli foi adicionado as células e a mistura
foi entdo mantida a 30°C por 4 horas, sem agitacdo. Para o controle negativo, 100 pL
de células eletrocompetentes foram eletroporadas sem adi¢&o de qualquer plasmideo.

O processo de selecdo dos transformantes consistiu em semear aliquotas da
suspensdao de células eletroporadas em placas contendo M17-Sac-Gli Agar, acrescidas
de Cm (5 pg/mL) e Ery (2,5 pg/mL). As placas foram mantidas a 30°C por
aproximadamente 24 horas, e ap0s este periodo, foi avaliada a presenca de colénias
resistentes tanto a Cm quanto a Ery.

A préxima etapa consistiu na selecdo de clones presentes nas placas para
proceder com a extracdo de plasmideos e assim, confirmar a presenca do plasmideo
pValac:Ag85A, como também a presenca do plasmideo pOri23:fnbpA, presente na

linhagem invasiva L. lactis FNBPA".
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4.8.3 Extracdo do DNA Plasmideano de L. lactis FnBPA+ (pValac:Ag85A)

As colonias resultantes da transformacéo de L. lactis FnBPA" com o plasmideo
pValac:Ag85A foram inoculadas em 5 mL de meio M17-Gli suplementado com Ery (2,5
pHg/mL) e Cm (5 pg/mL) e a cultura foi mantida a 30°C por aproximadamente 18 horas,
sem agitacdo. Uma aliquota de 1 mL de cada cultura foi estocada a -80°C, utilizando-se
glicerol 80% na proporcéo de 1:4. Para a extracdo plasmideana, foi utilizado o método
de lise alcalina assim como descrito no item 4.5.3, com a seguinte modificacao: apos a
primeira centrifugacao, foram adicionados ao precipitado celular 250 pL de TE-Lisozima
(TE-LYS) tamponada (vide anexo Secédo |- Meios e Solucbes ao final do manuscrito) e
a mistura foi incubada a 37°C por meia hora. ApOs este periodo, seguiu-se
normalmente o protocolo descrito por Sambrook, Fritsch e Maniatis (1989), conforme o
item 4.5.3.

A presenca e a qualidade dos plasmideos foram verificadas através de
eletroforese, seguindo 0os mesmos parametros ja descritos no item 4.3, e também
através da relacdo das leituras espectrofotométricas nos comprimentos de onda
260/280 nm.

4.8.4 Confirmacdo dos Clones L. lactis FnBPA+ Carreadores do Plasmideo
pValac:Ag85

No intuito de se confirmar a obtencdo de clones da linhagem de L. lactis FnBPA"
portadores dos plasmideos pOri23:fnbpa e pValac:Ag85A, os plasmideos extraidos
(item 5.8.3) foram submetidos a reacdo de PCR. Estas foram preparadas com 5 L de
tampao 5X Green Go Taq® Flexi (Promega), 2 uL de MgCl, 25 mM (Promega), 1 pL de
dNTP 10 mM, 0,5 pL do primers Ag85AF e Ag85AR (tabela 4), ambos a 100 pmol/uL,
0,3 pL da enzima DNA polimerase Go Taq® 5 U/uL (Promega), 14,7 pL de &gua
ultrapura estéril e 1,0 pL (100 ng/pL) do DNA plasmideano. Além da confirmagéo da
presenca do plasmideo pValac:Ag85A nos clones por meio da utilizacdo de primers
especificos para a ORF Ag85A, foi realizada também uma reacéo de PCR utilizando-se
primers especificos para a fibronectina (FNBPAF e FNBPAR; Tabela 5), para também
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confirmar a presenca do plasmideo pOri23:fnbpA nos mesmos (0 que caracteriza a
linhagem L. lactis FnBPA™). Ao controle negativo, nenhum DNA foi acrescentado. As
reacoes ocorreram em um aparelho termociclador modelo ATC 401 (NYX TECHNIK,
Inc.) sob as condi¢cbes apresentadas na tabela 6 para a ORF Ag85A e tabela 7 para a
ORF FnBPA.

Tabela 7: Condi¢cdes da PCR utilizadas para amplificar a ORF FnBPA do plasmideo
pOri23 pertencente a linhagem L.lactis invasiva.

Pasos Temperatura Ciclos Tempo
1 94°C 00:05:00
2 94°C 29 X 00:01:00
3 50°C 29 X 00:00:30
4 72°C 29 X 00:02:00
5 72°C 00:07:00
6 4°C Hold

4.9 Padronizagcdo das Curvas de Crescimento Bacteriano Para os
Experimentos de Imunizacgao

A fim de estabelecer a relacdo entre a densidade Optica (crescimento
bacteriano) e o numero de colénias (UFC) das linhagens bacterianas a serem
administradas nos animais, foram realizadas curvas de crescimento. Primeiramente,
foram realizados in6culos de cada uma das linhagens citadas a seguir: L. lactis FnBPA"
e L. lactis FNnBPA" (pValac:Ag85A). Para tanto, 10 puL do estoque de cada linhagem
foram inoculados em 5 mL de meio M17 suplementado com Sacarose (0,5 M) (vide
anexo Secao |- Meios e Solugdes ao final do manuscrito) e Glicose (0,5%; M17-Gli),
acrescido dos antibitticos correspondentes (Cm 10 pg/mL e Ery 5 pg/mL), quando
necessario e entdo foram mantidos a 30°C, sem agitacdo por aproximadamente 20
horas. Para a linhagem L. lactis FnBPA pValac, os dois antibidticos foram necessarios,
assim, utilizou-se Cm 5 pg/mL e Ery 2,5 pg/mL.

Transcorrido esse periodo, foi realizado um segundo inéculo, de cada linhagem
em duplicata bioldgica, utilizando-se 150 pL dessa primeira cultura em 15 mL de meio

M17-Gli acrescido com o antibidtico correspondente quando necessario (inéculo a 1%)
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e posterior incubacdo a 30°C, sem agitacdo. As culturas foram crescidas durante um
periodo de 10 horas, sendo que, durante esse periodo, a densidade Optica a 600 nm foi
medida de hora em hora, para cada linhagem em questdo. No tempo de 4, 6 e 8 horas,
além da medicdo da DOgoonm, foram realizadas também diluicdes seriadas (10 a 10)
a partir de 100 pL da cultura celular. As diluicdes 10, 10° e 10® foram plaqueadas em
meio solido M17 acrescido do antibidtico correspondente para cada linhagem, quando
necessario. As placas foram entdo mantidas em estufa, a 30°C, durante 18 horas,
periodo ap6s o qual foi realizada a contagem das coldnias e, em seguida, o célculo

para verificacdo da UFC.

4.10 Ensaios de Imunizacdo com a Linhagem L. lactis FnBPA (pValac:Ag85A) e
avaliacdo da Resposta Imune Gerada

4.10.1 Animais Utilizados Para os Experimentos de Imunizacao

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas, com 4-5 semanas de idade
provenientes do Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas Gerais (Cebio
— UFMG). Os animais receberam agua filtrada e racado sem restrices durante todo o
experimento.

Todos os animais utilizados neste experimento foram mantidos em grupos de
cinco camundongos por gaiola de plastico prépria, com dimensdes de 30x20x13 cm. O
biotério utilizado tem instalacbes proprias, com uma sala para acomodacdo dos
animais, contando com temperatura controlada, controle de luz de 12 horas e exaustor
tanto para reducéo do odor como para circulacéo do ar.

Os animais foram recebidos com 4-5 semanas, apds isso, iniciou-se a
vermifugacao. O vermifugo Ivermectina a 1% (Agener Unido) foi dissolvido na agua de
beber dos camundongos, sendo utilizados 500 pL do vermifugo para cada 500 mL de
agua filtrada (concentracéo final de 0,001%). Os animais tomaram o vermifugo por 7
dias consecutivos na mamadeira, em seguida o tratamento foi interrompido por 7 dias

(pausa) e assim foi iniciado o experimento de imunizacdo duas semanas apos O

88



recebimento dos animais, e assim, os camundongos ja apresentavam 6-7 semanas de
idade.

Cabe salientar que todos os procedimentos aqui descritos com animais foram
submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica no uso de Animais (CEUA/UFMG,

protocolo numero 66/2011).

4.10.2 Imunizagao dos Camundongos C57BL/6

A via intranasal, foi a via de imunizacdo empregada nos cmundongos. Para
imobilizagdo dos mesmos foi utilizada a contencdo manual. Os grupos experimentais
utilizado foram os seguintes: Solugcdo NaCL 0,9% como controle negativo do
experimento; L. lactis FnBPA" (bactéria invasiva); L. lactis FnBPA™ (pValac:Ag85A); 100
uL de BCG (vacina- 5 x 10° UFC) (Fan, Gao e Fu 2009) como controle funcional do
experimento. Cabe salientar que a BCG foi administrada via subcutanea, seguindo o
mesmo esquema de imunizacdo que o utilizado para a linhagem L. lactis
FnBPA"(pValac:Ag85A), porém, com a diferenca que foi administrada somente uma

doses s6 a cada 15 dias, en lugar de trés dias consecutivos.

As doses vacinais foram preparadas através do congelamento da cultura
bacteriana em glicerol 20% uma vez que atingiram D.O correspondente ao ultimo ponto
da fase exponencial da curva de crescimento descrita no item 4.9 para cada bactéria
correspondente. Para isto, foi realizado um inoculo overnigth de cada linhagem em
meio M17 suplementado com Glicose 0,5% e seus respectivos antibiéticos, a 30°C e
sem agitacao. No dia seguinte, um novo inéculo foi feito, ajustando-se DO para 0,3 a
partir do primer in6culo em volume final de 100 mL. Ao chegar na D.O correspondente,
cada linhagem foi centrifugada e concentrada em 1 mL de cultura, e posteriormente

estocada em glicerol 80%, para serem mantidas a -80°C até o momento da imunizagao.

Para contagem das UFC uma aliquota de 100 yL da dose vacinal ja congelada
por alguns dias em glicerol 80% foi plaqueada nas diluicdes: 107, 108, 10°, 10", em
duplicata, sendo assim possivel a determinacdo das UFC/mL, como também da
viabilidade das diferentes linhagens bacterianas ap0s congelamento.
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Assim, uma vez avaliadas e confirmadas tanto a UFC como a viabilidade das
bactérias, procedeu-se a imunizacdo dos animais. Para isso, 0s camundongos
receberam por via intranasal 2 x 10° UFC (10 pL da suspencdo bacteriana em cada
narina) de cada linhagem de L. lactis citadas no referido trabalho. As imunizacdes
aconteceram nos dias 1, 15 e 30, sendo que cada um destes pontos foram realizados

por trés dias consecutivos, como apresentado no esquema da figura 10.

4.10.3 Coleta do Soro dos Animais Imunizados

A coleta de sangue foi realizada durante o experimento nos dias 0, 15 e 30
(Figura 10) para separacédo do soro e avaliagdo da resposta imune humoral (IgG e seu
isotipo 1gG1, como tamném IgA). A sangria foi realizada pelo plexo retro orbital dos
animais. O volume extraido foi de aproximadamente 400 pL, coletado em micro tubos,
gue foram colocados em estufa a 37°C por aproximadamente 1 hora, logo colocados a
4°C por 30 minutos e finalizado este tempo foram centrifugados a 8.491 g durante 7
minutos. O soro foi separado do coagulado sanguineo e armazenado no freezer a -
20°C até o momento dos ensaios imunoenzimaticos (ELISA, do inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay).

A eutanasia dos animais foi realizada no dia 45, para isso 0s animais foram
devidamente anestesiados, utilizando-se ketamina (60,0mg/Kg) e xilazina (8,0mg/Kg)
administrada intraperitonialmente. O sangue foi novamente coletado (aproximadamente
1,5mL), pela artéria aorta abdominal. Foi realizada também o lavado broncoalveolar

(BAL) dos animais, como também a separacao do baco em condi¢des de esterilidade.
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Figure 10: Esquematizacdo das imunizacdes e coletas do sangue dos camundongos com
as linhagens vacinais de L. lactis. As imunizagbes ocorreram durante trés dias consecutivos
a cada 15 dias (dias 1, 2 e 3; dias 15, 16 e 17; dias 29, 30 e 31), sendo que para cada
imunizacéo foi utilizado 2 x 10® UFC bacteriana. O sangue foi coletado antes dos animais
serem imunizados (dias zero, 15, 29 e 45, correspondente ao dia da eutanasia).

4.10.3.1 Extracdo do Lavado Broncoalveolar

A lavagem broncoalveolar foi realizada com fins da obtencdo de amostras das
vias aéreas superiores. O referido material biol6gico foi coletado injetando-se com
micro canula 200 pL de PBS 1X na traqueia dos animais ja eutanasiados. O material
colhido foi armazenado no freezer a -80°C até o momento de sua utilizacdo, com o
intuito de avaliar a resposta imune das mucosas, especificamente IgA secretoria, como

também o perfil de citocinas representante da resposta imune celular.

4.10.4 Processamento do Baco para Cultura de Células e Dosagem de Citocinas

Apbs o sacrificio, o baco dos animais foi coletado em 1 mL de meio RPMI e
mantido em gelo. Em camara de fluxo laminar o extrato celular do baco foi obtido
utilizando-se macerador autoclavado, sendo o extrato centrifugado 10 minutos 182 g a
4°C, e o pellet ressuspendido em 9 mL de agua destilada estéril para lise das
hemacias, sendo que em seguida 1 mL de PBS 10x foi adicionado. A mistura foi

novamente centrifugada e o pellet ressuspendido em 1 mL de RPMI completo.
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As células do baco foram contadas em camara de Neubauer, sendo que para
isto 5 pL da suspenséao celular foi diluida em 495 pL de RPMI completo (diluicdo de
200x) e em seguida 50 pL desta solucdo foi diluida em 50 pL de eritrocina (diluicdo de
2X) para contagem celular em microscépio. Foi utilizado 1 x 10° células de baco por
poco em placa de 96 wells (NUNC).

As culturas foram entdo estimuladas com 5 pg/mL da proteina recombinante
rAg85A A proteina recombinante foi adqurida da epressa ABCAM (ABCAM-P0A4V2).
Esta proteina ndo possue LPS devido a que e proveniente de células de Baculovirus
infectado. O comerciante revela um 90%de pureza por SDS-PAGE. A referida proteina
possuia a concentracdo de 0,5 pg/ml. Uma amostra de cada grupo experimental foi
estimulada com Concavalina A na concentracédo de 16 pg/ml. Em seguida, o volume de
cada poco foi completado para 200 pL com RPMI completo.

As placas foram mantidas a 37°C em estufa de CO, por 48 horas. Apds este
periodo, o sobrenadante foi coletado e estocado a -80°C até o momento da realizacao
da técnica de CBA (CBA - cytometric beads array).

As carcagas dos camundongos foram devidamente descartadas em sacos
plasticos para lixo biolégico (lixo contaminado) e mantidas em freezer até o
recolhimento para descarte adequado realizado no Instituto de Ciéncias Bioldgicas
(ICB).

4.10.5 Caracterizacado do Perfil da Resposta Imune Humoral

4.10.5.1 Ensaio Imunoenziméatico (ELISA) para Dosagem de Anticorpos

A resposta imune humoral foi avaliada através da producdo de anticorpos
especificos anti-Ag85A das Imunoglobulinas IgA, 1gG e seu isotipo IgG1, no soro dos
animais imunizados.

Para dosagem de IgA e IgG especifica para Ag85A, a placa foi sensibilizada com
a proteina rAg85A (0,25 pg/pocgo)-proteina diluida em tampdo carbonato, coatting
buffer-(vide anexo Sec¢éo I- Meios e Soluc¢des ao final do manuscrito). Apdés 18 horas
de incubacdo em camara Umida a 4°C, a placa foi lavada 3 vezes com Salina-Tween
(vide anexo Secéo I- Meios e Solugdes ao final do manuscrito) e bloqueada com PBS-

caseina (vide anexo Secao I- Meios e Solugdes ao final do manuscrito) durante 1 hora
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a temperatura ambiente. Posteriormente, a placa foi lavada 3 vezes com Salina-Tween
e as amostras foram adicionadas. As amostras do BAL ndo foram diluidas, ja as
amostras de soro foram diluidas a 1:25, para todas as subclasses de Imunogloblinas.
As amostras foram diluidas em PBS-Tween 20, (vide anexo Secéo |- Meios e Solugdes
ao final do manuscrito) e assim, as placas foram incubadas por mais uma hora a 37°C.

Apos esse periodo, a placa foi lavada novamente com Salina-Tween (5 vezes) e
incubada com o anticorpo anti-mouse IgA ou IgG conjugados com biotina (Southern
Biotechnology). As diluicdes aplicadas aos anticorpos foram realizadas com PBS
caseina -(vide anexo Secéao I- Meios e Solugbes ao final do manuscrito), assim sendo,
1:8.000 para IgA, 1:2.500 para IgG, 1:1.000 IgG1 respectivamente. Apés 1 hora de
incubacdo a 37°C, a placa foi novamente lavada (5 vezes) e incubada, com
Estreptavidina conjugada a peroxidase (Estreptavidina-HPR, Southern Biotechnology)
diluida 1:10.000 em PBS-caseina, por 1 hora a 37°C.

Finalmente, ap0s 5 lavagens com Salina-Tween, a revelacéo foi feita através da
incubacg&o com a solucéo reveladora de OPD (ortofenilenodiamino) em tampéao citrato e
H,O, (-vide anexo Secéo |- Meios e Solucbes ao final do manuscrito). A placa foi
incubada ao abrigo da luz até o desenvolvimento da cor (30 minutos
aproximadamente). A reacao foi interrompida com uma solucdo de &cido sulfarico 2N
(vide anexo Secdao |- Meios e Solugdes ao final do manuscrito) e a leitura foi realizada
em leitor de ELISA (Expert Plus Microplate Reader) no comprimento de onda de 492

nm.

4.10.6 Caracterizacao do Perfil da Resposta Imune Celular

4.10.6.1 Citometria de Fluxo (CBA-cytometric beads array) para Dosagem de

Citocinas

A resposta imune celular foi avaliada através da producgéo das citocinas IL-4, IL-
10, IL-2, TNF-a, IFN-y, IL6 e IL17. Para tanto foi utilizando o kit BD Cytometric Bead
Array (CBA) Mouse Th1/Th2/Th17, Cytokine Kit, no sobrenadante da cultura e no BAL
dos animais imunizados.

Primeiramente foi ressuspendido o padréo, providenciado pelo Kit, e segundo

recomendacdes do fabricante, foram realizadas as seguintes diluicbes 1:2, 1:4, 1:8,
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1:16, 1:32, 1:64, 1:128, e 1:256, com a finalidade de realizar a curva padrédo que foi
utilizada nas analises. Posteriormente foi realizado a mistura das beads a serem
analizadas, segundo recomendacgdes do fabricante. Logo, foram colocadas 25 ul dessa
mistura com 25 pl de cada amostra em um micro tubo. Finalmente foram
acrescentados 25 pl do reagente de deteccao PE (ficoeritrina) Th1/Th2/Thl7 e as
amostras foram incubadas por duas horas a temperatura ambiente e ao abrigo da luz.
Transcorrido esse tempo, foram acrescentados 500 pL de Buffer de lavagem, fornecido
pelo kit, e as amostras foram centrifugadas 284 g por 5 minutos. Apos finalizada essa
etapa o sobrenadante foi cuidadosamente descartado. Por fim, foram acrescentados
150 uL de Buffer de lavagem as amostras e o pellet foi ressuspendido. Apds esta Ultima
etapa as amostras foram levadas no citometro Sampler accuri C6 para realizacdo da

leitura das beads. As leituras foram analisadas com o programa FCAP Array software.

4.11 Anélises Estatisticas

A andlise de variancia foi realizada utilizando o teste de variancia One-Way
ANOVA, seguido do poOs teste ndo paramétrico Kruskal-Wallis: Dunn’s multiple
comparisons test. Os valores com intervalo de confianga menores que 0,05 (p<0,05)
foram considerados estatisticamente significativos. Todas as comparagfes foram
realizadas utilizando-se o programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software, San
Diego California, USA).

Os resultados estatisticos obtidos para resposta imune celular e humoral foram
obtidos das leituras dos 5 animais de forma independente uns dos outros. Foram

realizados trés experimentos independentes.
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5.

RESULTADOS E DISCUSSAO
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5.1 Clonagem da ORF Ag85A no vetor pValac

O primeiro passo deste trabalho consistiu no isolamento, por PCR, da ORF
Ag85A de M. tuberculosis, a partir do DNA gendémico da linhagem H37Rv. Aos pares de
iniciadores utilizados (Tabela 5), foram inseridos sitios artificiais de restricdo (BamHI e
EcoRl) para que a ORF Ag85A pudesse ser clonada de forma direcionada e na fase de

leitura correta no vetor pValac.

5.1.1 Amplificacdo da ORF Ag85A

Para a reacdo de amplificacdo foi utilizada a enzima DNA polimerase Pfx
Platinum® (Invitrogen), cuja atividade é altamente estavel e de alta especificidade e
precisdo, sendo ideal para amplificagbes por PCR que requerem taxas minimas de
mutacdes (insercdes, delecdes, ou trocas) durante a incorporacdo de nucleotideos.

Neste contexto, foi verificada a amplificacdo de um fragmento de DNA de
aproximadamente 1.017 pb, assim como esperado para a ORF Ag85A de M.
tuberculosis. O fragmento amplificado foi visualizado em gel de agarose a 1%. Como
esperado, ndo foi observado nenhum produto de amplificacdo no controle negativo
(Figura 11).
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Figure 11: Analise do produto de amplificacdo por PCR da ORF Ag85A de M.
tuberculosis. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. Analise do
produto de amplificacdo: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen); Canaleta 2: Produtos da amplificagéo da ORF Ag85A de M. tuberculosis; Canaleta
3: Controle negativo da reacao.

5.1.2 Clonagem da ORF Ag85A no sistema Zero Blunt® TOPO®

O fragmento amplificado (item 5.1.1) correspondente a sequéncia codificadora
do gene Ag85A de M. tuberculosis, foi clonado no vetor Zero Blunt® TOPO®, um vetor
linear que possui a topoisomerase | do virus Vaccinia ligada covalentemente a
extremidade 3' fosfato de cada fita de DNA. A ligacdo entre a topoisomerase | e 0 DNA
do vetor é capaz de catalisar a reacdo de ligacdo do inserto neste, liberando assim,
enzima inativa. Desta forma, obteve-se o plasmideo pTP:Ag85A. A geracdo deste
“‘plasmideo intermediario” foi necessaria para que, num momento posterior, a digestéo
enzimatica deste permitisse a liberacdo do inserto (Ag85A) com extremidades
coesivas, de modo a permitir a clonagem da referida ORF, de forma direcionada e em

fase de leitura correta, no vetor pValac.
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O plasmideo pTP:Ag85A foi entdo utilizado para transformar células de E. coli
Top10 eletrocompetentes. A selecdo de colbnias de E. coli recombinantes foi realizada
em meio LB &gar contendo canamicina. Aproximadamente 18 horas apds a
transformacdo, foi possivel a visualizacdo de colénias recombinantes. Nenhuma
colénia foi visualizada nas placas do controle negativo, onde nenhum DNA foi
adicionado as células durante o processo de transformacéo.

Dez colbnias transformadas foram escolhidas de forma aleatoria, inoculadas em
meio liquido seletivo e incubadas a 37°C por 18 horas sob agitacdo constante. Essas
culturas foram individualmente estocadas em glicerol 80% (1:1) para posterior
confirmacédo da presenca do plasmideo pTP:Ag85A.

A fim de se confirmar a clonagem, os DNAs plasmideanos extraidos foram
utilizados como molde para uma reacdo de PCR, utilizando os iniciadores especificos
para a ORF Ag85A de M. tuberculosis. Os referidos plasmideos extraidos da linhagem
E. coli Top 10 também foram submetidos a uma reacao de digestdo enzimatica com as
enzimas BamHI e EcoRIl, o que resultou em dois fragmentos visiveis: um de
aproximadamente 1.017 pb, correspondente a ORF Ag85A e outro de 3.470 pb,
correspondente ao vetor Zero Blunt® TOPO®

Embora varios clones tenham sido confirmados como portadores da ORF de
interesse (Ag85A) apenas um deles foi utilizado para dar continuidade aos

experimentos (Figura 12).
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Figure 12: Amplificacdo por PCR da ORF Ag85A de M. tuberculosis e digestéo
enzimatica a partir do DNA plasmideano extraido de células de E. coli
transformadas com o plasmideo pTP:Ag85A. . Eletroforese em gel de agarose a 1%
corado com brometo de etidio. A) Amplificacdo da ORF Ag85A. Canaleta 1: Marcador de
peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo da
reacdo de PCR; Canaleta 3: Controle positivo da PCR utilizando-se o0 DNA genémico de
M. tuberculosis; Canaleta 4: Inserto Ag85A amplificado por PCR a partir do DNA
plasmideano do clone de E. coli top10. B) Digestdo enzimatica com as enzimas BamHI e
EcoRIl. Canaleta 1. Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen);
Canaleta 2: Produto da digestdo enzimatica, resultando nos fragmentos visiveis de
1.017pb e 3.470pb, correspondentes & ORF Ag85A e ao vetor Zero Blunt® TOPO®,
respectivamente.

5.1.3 Clonagem da ORF Ag85A no vetor pValac

O plasmideo de expresséo eucaridtica pValac:gfp (Guimarées et al., 2009) foi
extraido de E. coli e submetido a uma reacdo de digestdo enzimatica com as enzimas
BamHI e EcoRlI para a liberacdo da ORF gfp (696 pb) (Figura 13).
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Figure 13: Analise do produto da extragdo plasmideana, digestdo do pValac:gfp e
purificacdo do vetor pValac. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com
brometo de etidio. A) Analise do produto da extracdo plasmideana e Digestdo com
EcoRI: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen);
Canaleta 2: Produto linear pValac:gfp (4.446 pb) gerado a partir da digestdo com a
enzima EcoRI; Canaleta 3: Produto pValac:gfp (4.446 pb) gerado a partir da extracdo
plasmideana de E. coli. B) Analise do produto de Digestdo enzimatica: Canaleta 1:
Marcador de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto
da reacdo de digestdo enzimética do pValac:gfp, utilizando-se as endonucleases EcoRl
e BamHI, resultando em um fragmento de 3.719 pb (pValac) e 696 pb (gfp); Canaleta 3:
Produto pValac:gfp (4.446 pb) gerado a partir da extracdo plasmideana de E. coli. C)
Andlise do produto pValac purificado: Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb
Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Produto da purificacdo do pValac (3.719 pb)
a partir do gel de agarose apresentado em B.

Simultaneamente, a ORF Ag85A, também com extremidades coesivas BamHI e
EcoRlI, foi obtida a partir do plasmideo pTP:Ag85A para posterior ligacdo ao vetor
pValac purificado.

Os produtos de ligacdo foram utilizados para transformar células
eletrocompetentes de E. coli TG1. A sele¢do de coldnias de E. coli transformadas com
esses plasmideos foi realizada em meio LB agar contendo cloranfenicol. A visualizacao
das colbnias foi feita com aproximadamente 18 horas apos a transformagéo. Assim, as

colonias observadas foram inoculadas em meio liquido seletivo e incubadas a 37°C por
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aproximadamente 18 horas. Transcorrido esse periodo, apenas 1 colénia demonstrou
crescimento. Esta col6nia foi entdo estocada em glicerol 80% para posterior extracdo
dos plasmideos recombinantes. Nenhuma colénia foi visualizada nas placas do
controle negativo, onde nenhum DNA foi adicionado as células durante o processo de
eletroporacéo.

O DNA plasmideano extraido foi entdo utilizado como molde numa reacao de
PCR, usado os iniciadores especificos da ORF Ag85A de M. tuberculosis, para
confirmar a presenca do inserto no vetor pValac. Foi confirmado que o clone obtido era
portador do inserto correspondente a ORF Ag85A (1.017 pb). A figura 14 mostra o
produto de amplificacdo da ORF Ag85A. O controle negativo da reacdo, ao qual foi
adicionado apenas agua milli-Q estéril ao invés de DNA, ndo demonstrou nenhum sinal
de amplificacdo. O DNA gendmico de M. tuberculosis foi utilizado para o controle
positivo da reacéo.

Concomitantemente, o vetor pValac:Ag85A foi submetido a uma reacdo de
digestdo com as enzimas BamHI e EcoRlI, o que resultou em dois fragmentos visiveis:
1.017 pb e 3.719 pb, correspondentes a ORF Ag85A e ao vetor pValac,

respectivamente (Figura 14).
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Figure 14: Analise do produto de amplificacdo por PCR da ORF Ag85A de M.
tuberculosis e confirmacdo da presenca da ORF Ag85A no vetor pValac por digestao
enzimatica. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado com brometo de etidio. A)
Confirmacéo da presenca da ORF Ag85A no vetor pValac por PCR do clone pValac:Ag85A,
Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen); Canaletas 2 e 3:
Controles Negativos da reacdo de PCR, Canaleta 4: Controle positivo utilizando o DNA
gendmico de M. tuberculosis H37Rv; Canaleta 5: Inserto Ag85A amplificado por PCR a partir
do DNA plasmideano do clone de E. coli TG1. B) Digestdo enzimatica com as enzimas BamHI
e EcoRI. B) Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1kb Plus DNA Ladder (Invitrogen);

Canaleta 2: Digestdo enzimatica evidenciando a ORF Ag85A com aproximadamente 1.017pb.
Canaleta 3: Plasmideo pValac:Ag85A sem digerir.

5.1.4 Reacdao de sequenciamento e analises in silico

O plasmideo pValac:Ag85A foi extraido do clone de E. coli, previamente
confirmado, tanto por PCR quanto por digestdo enzimatica, e submetido a reacédo de
sequenciamento do inserto, utilizando-se os primers do vetor pValac e primers internos
da ORF (ValF, ValR, Ag85AFi, Ag85ARI, tabela 5). Posteriormente, um contig Unico da
sequéncia do clone foi obtido com o programa CAP3 Sequence Assembly
(http://pbil.univ-lyonl.fr/cap3.php), eliminando-se assim provaveis erros do

sequenciamento. A partir desta sequéncia consenso, foi possivel confirmar a presenca
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do inserto correspondente a sequéncia codificadora do gene Ag85A no plasmideo
pValac:Ag85A, através de alinhamento (BLASTn,) utilizando-se o banco de dados do
NCBI. Além disso, através do sequenciamento, também foi possivel verificar a
presenca do plasmideo pValac, através de parte da regido promotora do referido
plasmideo e da sequéncia sinal de poliadenilacdo (Poli-A), além da sequéncia de

Kozak e dos sitios de restricdo BamHI e EcoRI no inserto clonado (Figura 15).

CGGG

Poli-A
CTAATARAAAT

Figure 15: Sequéncia nucleotidica obtida através do sequenciamento do inserto contido
no vetor pValac. Sequéncia em verde: Sequencias nucleotidicas do vetor pValac; Sequéncia
em azul: ORF Ag85A; Sequencia em amarelo: Sequéncia de Kozak; Sequencias em cinza:
Sitios BamHI e EcoRI. Cddons sublinhados: cédons de iniciacao e término, respectivamente;
Sequéncia em azul Turquesa: Sequéncia de poliadenilacao (Poli-A).

Assim, com a obtencdo e confirmacdo do plasmideo pValac contendo a ORF
Ag85A de M. tuberculosis, partiu-se entdo para a avaliagdo da funcionalidade deste

plasmideo.
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5.2  Verificacdo da Funcionalidade do Plasmideo pValac:Ag85A em Cultura de
Células Mamiferas

Uma vez obtida e confirmada a construcdo pValac:Ag85A, 0 passo seguinte
deste trabalho consistiu na verificacdo da funcionalidade do referido plasmideo. Para
isto, foram realizados experimentos para deteccdo da presenca da proteina Ag85A,

através da técnica de Imunocitoquimica.

5.2.1 Padronizacado da Transfeccao Celular com o plasmideo pValac:gfp

Foram testados algumas condi¢cdes para a padronizagcdo e otimizagdo da
transfeccdo celular empregando-se o plasmideo pValac:gfp. O reagente lipossémico
Lipofectamine™ 2000 (Invitrogen) foi testado nas proporcdes
‘DNA(pg):Lipofectamine(pL)” de: 1:2, 1:2,5 e 1:3, sendo verificado visualmente por
microscopia de fluorescéncia que a melhor condi¢do obtida foi a proporgéo 1:3 de DNA
(4 pg):Lipofectamine(12 uL). Além disso, a avaliagdo das células transfectadas foi
realizada nos tempos de 24, 48 e 72 horas ap0s a transfec¢éo, tendo sido observado
os melhores niveis de expressao da proteina GFP entre 48 e 72 horas (Figura 16 D e
E). A outra condicéo testada foi trocar ou ndo o meio de cultura, decorridas 4 horas da
transfeccdo. O resultado deste Ultimo teste ndo mostrou diferencas com relacdo a
expressédo da proteina GFP pelas células, onde entédo se decidiu pela ndo-substituicdo

do meio de cultura (Figura 16).
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Figure 16: Resultado da padronizagao transfecc¢éo das células Flp-InTM-CHO (Invitrogen)
com o plasmideo pValac:gfp. A) Campo claro de células da linhagem CHO; B) Células CHO
ndo transfectadas, com 48h; C) Células transfectadas com pValac:gfp na proporcao de DNA
(ug):Lipofectamine (uL) de 1:3, apds 24 horas da transfecgdo; D) Células transfectadas com
pValac:gfp na propor¢céo de DNA (ug):Lipofectamine (uL) de 1:3, apos 48 horas da transfeccao;
E) Células transfectadas com pValac:gfp na proporcao de DNA (ug):Lipofectamine (uL) de 1:3,
apos 72 horas da transfecgcdo. Todas as imagens foram obtidas em objetiva de 20X e filtro azul
(exceto campo claro) em microscopio de fluorescéncia invertido Zeiss Axiovert 200, capturadas
por camera AxioCam HRc (ZEISS), utilizando-se o programa AxioVision 4.8.1.

5.2.2 Verificacdo da Producdo, por Células Mamiferas da Linhagem CHO, da
Proteina Ag85A

5.2.2.1 Reacdo de Imunofluorescéncia para analises de Microscopia Confocal

Para verificacdo da expressdo da proteina Ag85A por células mamiferas da
linhagem CHO, umas das técnicas utilizadas neste trabalho foi a Microscopia Confocal.
Apoés 48 horas de transfeccdo com o plasmideo vacinal pValac:Ag85A, nas células
eucarioticas incubadas com anticorpo primario (MAb-DT17) e posteriormente com
anticorpo secundario, anti-lgG, marcado com o fluoréforo Alexa 488, (Alexa Fluor® 488
Goat Anti-Mouse IgG (H+L) Invitrogen) foi possivel a visualizacdo da expressédo da

proteina Ag85A. Através da sobreposicdo das imagens (Figura 17 D e E) gerando a
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figura 17 F, péde-se visualizar a marcacéo da proteina Ag85A com o fluoréforo Alexa
Flaor 488, em verde, e o nucleo celular, em azul, marcado com DAPI. Como controles
negativos do experimento, foram utilizadas i) células CHO néo transfectadas marcadas
com ambos os anticorpos, no intuito de evidenciar que as células eucaribticas
estudadas ndo apresentavam nenhuma proteina que reagisse com o anticorpo primario
utilizado (figura 17 A) e ii) células CHO transfectadas, marcadas apenas com o
anticorpo secundario (anti-lgG, marcado com o fluoréforo Alexa 488), no intuito de
constatar auséncia de ligacdo inespecifica por parte deste anticorpo. Nenhuma
fluorescéncia foi visualizada no comprimento de onda da cor verde, resultando na
imagem sobreposta onde apenas o ndcleo de todas as células estd marcado em azul
(Figura 17 B). O controle positivo do ensaio consistiu de células eucaritticas
transfectadas com plasmideo pValac:gfp (Figura 17 C).

Deste modo pode-se confirmar a expressdo da proteina Ag85A em células
transfectadas e, consequentemente, a funcionalidade do plasmideo em estudo,
pValac:Ag85A.
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Figure 17: Imunocitoquimica utilizando-se microscopia confocal para
confirmar a producédo da proteina Ag85A em células da linhagem CHO. A)
Células CHO néo transfectadas incubadas com anticorpo primério anti-Ag85A,
anticorpo secundario anti-lgG marcado com Alexa Fluor 488 e DAPI, sendo,
este Ultimo, para a marcagdo do nucleo. B) Células CHO transfectadas com
pValac:Ag85A incubadas somente com anticorpo secundario (A e B
representam os controles negativos do experimento). C) Células transfectadas
com pValac:gfp (Controle positivo). D) Células CHO transfectadas com
pValac:Ag85A e incubadas com anticorpo primario anti-Ag85A, anticorpo
secundario Alexa Flior 488 e DAPI (imagem capturada apenas DAPI). E)
Células CHO transfectadas com pValac:Ag85A e incubadas com anticorpo
primario anti-Ag85A, anticorpo secundario Alexa Fluor 488 e DAPI (imagem
capturada apenas Alexa 488). F) Sobreposicdo das imagens D e E
(visualizacdo da marcacdo da proteina Ag85A no citoplasma das células
transfectadas com Alexa Fluor 488 e do nucleo com DAPI). As imagens A, B e
C foram obtidas em objetiva de 40X e as imagens D, E e F em objetiva de 63X,
utilizando Microscépio de Varredura a Laser Confocal, modelo LSM 510 Meta
Zeiss.

5.2.2.2 Reacdo de Imunofluorescéncia para analises em Citobmetro de Fluxo

Neste trabalho, a Citometria de Fluxo foi outra técnica utilizada a fim de
constatar a expressdo da proteina de interesse pelas células eucaridticas. O
procedimento de transfecgcédo foi realizado com o reagente comercial Lipofectamine
2000 ™ (Invitrogen) e, decorridas 48 horas deste processo, realizou-se a técnica de
imunofluorescéncia. As analises citométricas foram conduzidas em citdbmetro de fluxo

FACScan (BD Biosience), sendo os resultados obtidos, analisados através do
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programa FlowJo 7.6.4 (TreeStar Inc.). Os graficos de disperséo de pontos, conhecidos
como dot plots (Figuras 18 e 19 A e B) ilustram a porcentagem dos eventos adquiridos
que foram selecionados para as analises, com base nos parametros tamanho e
granulosidade das células (FSC e SSC, respectivamente). Como controle positivo do
experimento, para verificar se a transfeccao celular foi eficiente, células CHO foram
transfectadas com o plasmideo pValac:gfp; como controle negativo foram utilizadas
células CHO néo transfectadas.

Como pode ser observado na figura 18, observa-se o resultado expresso em dot
plot [SSC (granulosidade)/FL1 (fluorescéncia especifica)], das células CHO néao
transfectadas que apresentaram uma parcela de eventos fluorescentes de apenas
2,59% (Figura 18A), enquanto a percentagem de células sem expressdo representou
97,41%, o qual é esperado para células ndo transfectadas. A continuacéo foi verificada
a eficiéncia de transfec¢cdo das células CHO com o plasmideo pValac:gfp e a
subsequente expressao do GFP pelas mesmas. Como mostra o dot plot representado
na figura 18B, a expressdo do GFP pelas células CHO foi de 95,54%, com uma
intensidade mediana de fluorescéncia de 96,93, o que significa que a transfeccao
celulas com o plasmideo pValac:gfp foi muito eficiente e que maioria das células CHO
expressaram quantidade alta da referida proteina. A combinacdo dos resultados
obtidos entre as células CHO néo transfectadas e as células CHO transfectadas com o
plasmideo pValac:gfp € apresentado na Figura 18C em um histograma (Count
(quantidade de eventos lidos)/FL1 (fluorescéncia especifica)). Observa-se
deslocamento a direita da curva representante das células expressando a proteina
GFP, o que demonstra uma diferenca de 93,67%, correspondente as células
eficientemente transfectadas com o plasmideo pValac:gfp que estdo produzindo a

referida proteina.
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Figure 18: Deteccdo da producdo da proteina verde fluorescente (GFP) por citometria de
fluxo (FACScan). Dot plot gerado pelo programa FlowJo. A) Células CHO néo transfectadas;
B) Células CHO expressando o GFP apds transfeccdo com o plasmideo pValac:gfp; C)
Histograma gerado pelo programa FlowJo. Histograma contendo a combinac¢do de resultados
obtidos entre as células CHO néo transfectadas e transfectadas com o plasmideo pValac:gfp.

Para as analises da proteina recombinante Ag85A expressa nas células CHO se
observa que as células ndo transfectadas submetidas ao mesmo processo de
marcagdo que as células transfectadas, revelaram que 99,11% das mesmas nao
apresentaram fluorescéncia alguma (Figura 19 A), o que permite tracar o ponto de
corte entre a nao expressao da proteina Ag85A e a expressao detectavel da mesma

(controle negativo do ensaio). No entanto, ao analisar as células transfectadas com o
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vetor pValac:Ag85A, submetidas ao processo de marcac¢do imunocitoquimica, pode-se
observar que 33,68% das células eucarioticas foram capazes de expressar a referida
proteina (Figura 19 B).

Os resultados obtidos apresentam-se também combinados na figura 19 C,
expressos em um histograma, [cont. (quantidade de eventos)/FL1 — espectro de
emissao do Alexa 488)]. Estes experimentos revelam a expressao da proteina Ag85A
pelas células CHO transfectadas com o plasmideo pValac:Ag85A, que condiz com o
ensaio de Microscopia Confocal, revelado no item 6.2.2.1.

Foi também avaliada a intensidade média de fluorescéncia (MFI) das células
submetidas as andlises no citbmetro de fluxo. A MFI € um parametro que permite
relacionar a quantidade de moléculas em estudo, expressas em cada célula analisada
no citbmetro de fluxo. Nas analises realizadas, a MFI para células néo transfectadas foi
de 3,52, enquanto que a MFI para células transfectadas com o plasmideo
pValac:Ag85A foi igual a 16,00; assim, a intensidade de fluorescéncia das células
transfectadas com pValac:Ag85A foi 3 vezes maior que a MFI das células néo
transfectadas (NT). A andlise deste parametro revelou que as células transfectadas
com o plasmideo pValac:Ag85A foram capazes de expressar a proteina recombinante

Ag85A em quantidades detectaveis.
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Figure 19: Verificagdo da producéo da proteina Ag85A em células CHO por citometria de
fluxo (FACScan). A) Dot Plot evidenciando células ndo transfectadas marcadas com anticorpo
primario e secundario;B) Dot Plot de células transfectadas com pValac:Ag85A marcadas com
anticorpo primario e secundario. Nos graficos dispde-se no eixo Y a contagem celular e no eixo
X o detetor FL1 (laser de argbnio, 488nm). Imagens obtidas utilizando-se programa FlowJo. C)
Histograma que mostra a expressado da proteina Ag85A revelada pela marca¢do com anticorpo
monoclonal primario (MAb) anti Ag85A, e anticorpo secundario, anti IgG de camundongo
marcado com Alexa 488.

5.3 Obtencdo da Linhagem Invasiva L. lactis FnBPA® Carreando o Vetor
pValac:Ag85A

5.3.1 Transformacdo da Linhagem Invasiva L. lactis FnBPA® com Vetor
pValac:Ag85A

Simultaneamente aos experimentos de confirmagcdo da funcionalidade da
construgdo pValac:Ag85A, in vitro, este plasmideo, extraido do clone de E. coli TG1 e

previamente confirmado por técnicas moleculares de PCR, digestdo e sequenciamento,
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foi utilizado para transformacdo de células eletrocompetentes de L. lactis FnBPA”,
gerando a linhagem L. lactis FnBPA™ (pValac:Ag85A).

A selegao de colonias recombinantes foi feita em placas com meio M17-Sac-Gli-
Agar, suplementado com Cm e Ery, para selecdo de clones que contivessem os dois
plasmideos, pValac:Ag85A e pOri23:fnbpa (Que et al.,, 2001), respectivamente.
Transcorridas 20 horas de incubacdo, foram observadas coldnias resistentes aos
antibidticos mencionados, sendo que trés delas foram selecionadas e todas
apresentaram crescimento apos indculo em meio liquido seletivo. Nenhuma colénia foi
visualizada nas placas do controle negativo, onde nenhum DNA foi adicionado as
células durante o processo de eletroporacéo.

Os possiveis clones foram entdo estocados em glicerol e submetidos a extracao
plasmideana. Posteriormente, os plasmideos extraidos foram utilizados como moldes
para reacdes de PCR, utilizando iniciadores do vetor pValac (ValF e ValR; Tabela 5)
para amplificagdo da ORF Ag85A, bem como iniciadores fibronectina (FNBPAF e
FnBPAR, Tabela 5) para a amplificacdo da ORF FnBPA. Os trés DNAs plasmideanos
extraidos apresentaram amplificacdo de ambas as sequéncias. Os controles negativos,
aos quais foi adicionada apenas agua ultrapura estéril no lugar de plasmideo, ndo
demonstraram quaisquer sinais de amplificacdo. Por conseguinte, ficou confirmada a
obtencdo da linhagem de L. lactis FnBPA" portadora do plasmideo pValac:Ag85A
(Figura 20).

Cabe salientar que a ORF Ag85A apresenta-se resolvida em gel como um
fragmento de 1.173 pb devido ao fato dos primers do vetor pValac utilizados
acrescentarem 156 pb a referida ORF.

5.3.2 Transformacdo da Linhagem Invasiva L. lactis FnBPA+ com o Vetor
pValac:gfp

Para ser utilizado como controle de experimentos futuros, o plasmideo
pValac:gfp (Guimaraes et al., 2009), extraido de E. coli TG1, também foi utilizado para
transformacédo de células eletrocompetentes de L. lactis FnBPA", gerando assim a
linhagem de L. lactis FNBPA™ (pValac:gfp).
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A selecédo das col6nias recombinantes foi feita em placas com meio M17-Sac-
Gli-Agar suplementado com Cm e Ery, devido a presenca de dois plasmideos, o
pValac.gfp e pOri23:fnbpa respectivamente. Transcorridas 20 horas de incubacéo,
foram observadas colbnias resistentes aos antibioticos mencionados, sendo que trés
delas foram selecionadas e todas apresentaram crescimento apés indculo em meio
liquido seletivo. Nenhuma col6nia foi visualizada nas placas do controle negativo, onde
nenhum DNA foi adicionado as células durante o processo de eletroporacao.

Os possiveis clones foram entdo estocados em glicerol 80% e submetidos a
extracdo plasmideana. Posteriormente, os plasmideos extraidos foram utilizados como
moldes para reac¢des de PCR, utilizando iniciadores forward e reverse do vetor pValac
(ValF e ValR, tabela 5) para amplificacdo da ORF gfp, bem como iniciadores para a
amplificacdo da ORF FnBPA (FnBPAF e FnBPAR, Tabela 5). Os trés DNAs
plasmideanos extraidos apresentaram amplificacdo de ambas as sequéncias. Os
controles negativos, aos quais foi adicionada apenas agua ultrapura estéril no lugar de
DNA plasmideano, ndo demonstraram quaisquer sinais de amplificacdo. Por
conseguinte, ficou confirmada a obtenc&o da linhagem de L. lactis FnBPA" portadora do
plasmideo pValac:gfp (Figura 20).

Do mesmo modo que para a ORF Ag85A, a ORF gfp apresenta-se resolvida em

gel com um acréscimo de 156 pb, resultando em um fragmento de 852 pb.
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Figure 20: Confirmacdo da obtencdo da Ilinhagem L. lactis
FnBPA+(pValac:Ag85A) e L. lactis FnBPA+(pValac:gfp). Eletroforese em gel de
agarose a 1% corado com brometo de etidio. A) Amplificagdo das Sequéncias GFP e
Ag85A. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb DNA Ladder (Invitrogen);
Canaleta 2: Controle negativo; Canaletas 3, 4 e 5: produto de PCR a partir do DNA
plasmideano da linhagem FnBPA (pValac:gfp) amplificado com primers ValF e ValR;
Canaleta 6: Controle negativo; Canaletas 7, 8 e 9: produto de PCR a partir do DNA
plasmideano da linhagem FnBPA" (pValac:Ag85A) amplificado com primers ValF e
ValR. B) Amplificagdo da ORF FnBPA. Canaleta 1: Marcador de peso molecular 1 Kb
DNA Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: Controle negativo; Canaleta 3 4 e 5: produto de
PCR a partir do DNA plasmideano da linhagem FnBPA" (pValac:gfp) amplificado com
primers FNBPAF e FnBPAR; Canaleta 6: Controle negativo; Canaletas 7, 8 e 9:
produto de PCR a partir do DNA plasmideano da linhagem FnBPA*(pValac:Ag85A)
amplificado com primers FNBPAF e FNnBPAR.

Desta forma foram confirmadas a obtencdo das linhagens L. lactis FnBPA"
portadora do plasmideo pValac:Ag85A e também da linhagem L. lactis FnBPA"

portadora do plasmideo pValac:gfp.

5.4 Padronizacdo das Curvas de Crescimento de Diferentes Linhagens de L.
lactis para Imunizagdo dos Animais

Com o intuito de estabelecer a relacdo entre a densidade Optica (crescimento
bacteriano) das linhagens em estudo com a quantidade de UFC obtidas, foi realizada

uma curva de crescimento (Figura 21 A).
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Figure 21: Curvas de crescimento de diferentes linhagens de Lactocuccus

lactis. A) Curva de crescimento das diferentes Linhagens de L.

lactis

representado no eixo da Y a densidade optica DOgoonm € NO eixo da X o0 tempo em

horas. B) Curva de crescimento das diferentes Linhagens de L.

lactis

representado no eixo da Y as Unidades Formadoras de Colonias (UFC)/ log, e no
eixo da X o tempo em horas.
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Baseados nos resultados obtidos, péde-se inferir que a quantidade de UFC
estabelecidas para serem administradas aos camundongos, pela via intranasal, foi
atingida as 10 horas do cultivo bacteriano, e a concentracéo foi de 10° UFC. Na figura
21 A e B, sédo apresentados os resultados obtidos através das curvas de crescimento.

5.5 Imunizagdo de Camundongos C57BL/6 com as Diferentes Linhagens de L.
lactis

Para a realizacdo da imunizacdo dos camundongos, foram administradas aos
mesmos doses de 2 x 10° UFC a cada grupo experimental pela via intranasal. Para isto,
uma dose congelada de cada grupo experimental foi plaqueada, confirmando, assim, a
UFC/mL da cada linhagem representante dos grupos experimentais, sendo na ordem
de 10° UFC/mL na DO correspondente ao ultimo ponto da fase exponencial.

5.5.1 Caracterizagéo do Perfil da Resposta Imune Celular

O perfil da resposta imune celular foi avaliado a partir da cultura celular dos
bacos dos camundongos imunizados pela via intranasal com as linhagens descritas no
item 4.10.2. De esta forma, os resultados foram obtidos a partir de esplendcitos
murinos estimulados durante 48 horas com a proteina recombinante Ag85A.

Todos os graficos seguintes foram obtidos no programa GraphPad Prism V 6.0
(GraphPad Software, San Diego California, USA), e analisados estatisticamente pelo
teste de variancia One-Way ANOVA seguido do pés teste ndo paramétrico Kruskal-
Walllis: Dunn’s multiple comparisons test. Os resultados estdo representados no grafico

como média e erro padrao da media.

5.5.1.1. Dosagem de Citocinas INF-y, TNF-a, IL-6, IL-2, IL-4, IL-17 e IL-10 nosS
Esplenécitos dos Animais Imunizados

Com a finalidade de se determinar a resposta imunolégica, Thl ou Th2, gerada

ap6és a imunizacdo dos camundongos com a linhagem L. lactis FnBPA"
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(pValac:Ag85A), foi avaliada a producéo das seguintes citocinas: IFN-y, TNF- a, IL6,
IL2, IL4, IL-17 e IL-10 pela técnica de citometria de fluxo (CBA- cytometric beads array)
no sobrenadante das culturas dos esplendcitos estimulados. Para a ejecucdo dos
graficos das citocinas foi descontado o valor das mesmas do experimento das cultura
de células ndo estimuladas, assim, o valor observado refere-se ao valor da citocina
avaliada no experimento da cultura estimulada com a proteina recombinante, rAg85,
menos o valor da referida citocina proveniente da cultura de células que nao foi
estimulada com a proteina recombinanate.

A figura 22 demonstra os resultados obtidos no ensaio de CBA para a citocina
IFN-y, considerada como uma das citocinas pro-inflamatérias de maior relevancia
referente ao padrdo Thl. Foi possivel constatar diferenca significativa (p<0,05) do
grupo imunizado com a linhagem L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A) em relacdo aos
controles negativos testados (solucdo salina e L. lactis FnBPA'). Como controle
positivo do experimento, um grupo de camundongos C57BL/6 foi imunizado por via
subcutanea com a vacina BCG; grupo este que apresenta aumento da referida citocina.
Também foi avaliada a viabilidade celular. Para tanto, os esplendcitos foram
estimuladas com mitégeno concavalina A (ConA). Para cada citocina avaliada, séo
apresentados os controles positivos, experimentais, na margem superior direita dos

gréficos.
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Figure 22: Producgdo da citocina IFN- y em cultura de células do bago dos animais
imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados representados em
pg/ml, com a media e desvio padrdo de cada grupo de animais imunizados. Dados referentes a
trés experimentos independentes com 5 animais em cada grupo. Grupos experimentais: Salina,
como controle negativo do experimento, L. lactis FNBPA" e L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A). O
controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gréafico, referente
ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG como também, a células dos esplendcitos
estimuladas com o mitégeno Concavalina A. Foi considerado com diferenga estatisticamente
significativa para valores com p<0,05.

Baseados nestes resultados os dados aqui obtidos condizem com outros
estudos que visam a producéo de resposta imune celular frente as imunizacées com a
proteina Ag85A. Fan e colaboradores compararam a imunogenicidade e eficacia
protetora de trés vacinas de DNA codificando trés antigenos imunogénicos diferentes
Ag85A, Ag85B e ESAT-6. Estes pesquisadores demonstraram que as trés construcdes
conseguiram induzir forte resposta imune humoral e celular em camundongos
vacinados e que a melhor eficacia protetora foi conferida pela vacina que codificava a

ORF Ag85A; resultado este atribuido a proliferacdo de linfocitos especificos e a
secrecdo de IFN-y (Fan, Gao e Fu, 2009). Além disso, estes resultados também
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corroboram com outros obtidos utilizando-se vacinas génicas codificando o antigeno
Ag85A (Denis et al.,1998; Dou et al.,2009) que demonstram que o INF-y possui um
papel fundamental no controle de infeccdo por micobactérias, embora somente a
producédo desta citocina seja insuficiente para controlar e/ou eliminar a infecgao.

Com relacéo a producédo de TNF- a, se observa o mesmo perfil detectado para a
citocina IFN-y, ou seja, 0 grupo de animais imunizados com L. lactis FnBPA"
(pValac:Ag85A) apresentam diferencas significativas (p<0,05) em relacdo aos controles

negativos analisados. Dados apresentados na figura 23.
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Figure 23: Producdo da citocina TNF-a em cultura de células do bago dos animais
imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis. Resultados representados em
pg/ml, com a media e desvio padrdo de cada grupo de animais imunizados. Dados referentes a
trés experimentos independentes com 5 animais em cada grupo. Grupos experimentais: Salina,
como controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA" e L. lactis FnBPA™ (pValac:Ag85A). O
controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gréfico, referente
ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG, como também, as células dos esplendcitos
estimuladas com o mitébgeno Concavalina A. Foi considerado com diferenga estatisticamente
significativa para valores com p<0,05.

TNF-a é uma citocina autdcrina, secretada por células mononucleares. Esta
citocina é considerada um potente ativador de mondcitos e de macréfagos que possui a
capacidade de atuar sinergicamente com INF-y, possuindo assim, a capacidade de
induzir uma atividade antimicrobiana via a indu¢cdo de compostos intermediarios
reativos do oxigénio (Mootoo et al., 2009). Assim sendo, o TNF-a possui um papel

crucial na imunidade protetora contra infecgcdo por TB; fato este comprovado quando

120



camundongos duplo knock-out para TNF-a (Jacobs et al.,, 2000) e camundongos
deficientes em receptores de TNF (Ehlers et al., 1999) desenvolveram infecgao letal por
TB.

Estudos realizados com terapia anti-TNF-a revelaram reativagcdo da TB com
incidéncia 14 vezes maior em relacdo aos controles saudaveis (Tubach et al., 2009;
Dixon et al., 2010). Estes trabalhos, junto a outros estudos que utilizam o anti-TNF-a
como terapia, sugerem que a auséncia da referida citocina aumenta significativamente
o risco de infecdes (Keystone et al., 2004; van de Putte et al., 2004), sendo, portanto,
esta citocina de relevante importancia no controle da TB.

A figura 24 demonstra os dados obtidos para a citocina pro-inflamatoria I1L-6.
Também foi possivel constatar diferenga significativa (p<0,05) do grupo imunizado com
a linhagem L. lactis FnBPA™ (pValac:Ag85A), em relacdo aos controles negativos

testados (solugéo salina e L. lactis FnBPA™).
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Figure 24: Producdo da citocina IL-6 em cultura de células do bago dos animais
imunizados com as linhagens recombinantes de L.lactis. Resultados representados em
pg/ml, com a media e desvio padrdo de cada grupo de animais imunizados. Dados referentes a
trés experimentos independentes com 5 animais em cada grupo. Grupos experimentais: Salina,
como controle negativo do experimento, L. lactis FNBPA" e L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A). O
controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do grafico, referente
ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG como também, a células dos esplendcitos
estimuladas com o mitégeno Concavalina A. Foi considerado com diferenca estatisticamente
significativa para valores com p<0,05.

IL-6 € uma citocina pleiotrépica produzida por uma variedade de células
incluindo os macréfagos (Van Snick et al., 1987), linfocitos T (Hirano et al., 1985),
células endoteliais (Corbel e Melchers, 1984) e fibroblastos (Weissenbach et al., 1980).
Esta citocina possui a capacidade de exercer seu efeito em varios tipos celulares e sua
producdo encontra-se aumentada na maioria das doencas inflamatorias crbnicas
(Martinez, Mehra e Kaushal, 2013).

Considerada uma citocina pro-inflamatoria, a IL-6 é capaz de induzir a producéo
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de proteinas de fase aguda em resposta a infec¢do (Geiger et al., 1988) e, assim, tem
papel na manutencao e diferenciacdo de linfécitos B (Van Snick et al., 1987; Kopf et al.,
1998).

Embora a infeccdo por M. tuberculosis induza a producédo de IL-6, o0 papel de
desta citocina na resposta imune contra a infec¢éo por este patégeno ainda ndo é bem
compreendido. Estudos in vitro demonstram que tanto macréfagos humanos como de
camundongos secretam elevadas concentracdes de IL-6 em resposta a infec¢do por M.
tuberculosis (Giacomini et al., 2001; Indrigo, Hunter e Actor, 2002). Estudos realizados
com camundongos knock out para IL-6 (IL-67/) sugerem que esta citocina possui acéo
fundamental nos primeiros estagios da ativacdo das células T (Saunders et al., 2000).
Além disso, esta citocina possui a capacidade de bloquear a inducao de IFN-y,
promovendo a diferenciagéo de células CD4" Th2, e inibe a diferenciacdo das células
CD4" Th1l através de dois mecanismos celulares independentes (Diehl et al., 2000).
Por outro lado, a IL-6 inibe a ativacdo dos macréfagos (Nagabhushanam et al., 2003).

Tanto IL-6 quanto TNF-a sdo requeridos para obter uma resposta imune em
camundongos infectados por M. tuberculosis. Porém, apesar da sua importancia em
mediar a inflamacéo, IL-6 ndo é essencial (assim como o TNF-a o é) para os
mecanismos efetores antimicrobianos (Sodenkamp et al., 2012).

Desta forma, as trés citocinas até o momento estudadas, INF-y, TNF-a e IL-6,
revelam que a formulacao vacinal aqui testada é capaz de polarizar uma resposta Thl,
a qual é imprescindivel para combater bactérias intracelulares.

Os resultados obtidos para a citocina IL-10, a qual caracteriza uma resposta
anti-inflamatéria, estdo apresentadas na figura 25, a qual demonstra que houve um
aumento significativo da producdo de IL-10 (para valores com p<0,05) quando

comparado aos controles negativos.
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Figure 25: Producdo da citocina IL-10 em cultura de células do baco dos animais
imunizados com as linhagens recombinantes de L. Lactis. Resultados representados em
pg/ml, com a media e desvio padrdo de cada grupo de animais imunizados. Dados referentes a
trés experimentos independentes com 5 animais em cada grupo. Grupos experimentais: Salina,
como controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA" e L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A). O
controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do grafico, referente
ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG como também, a células dos esplendcitos
estimuladas com o mitégeno Concavalina A. Foi considerado com diferenca estatisticamente
significativa para valores com p<0,05.

IL-10 é uma citocina produzida por macréfagos, células dendriticas (Li, Corraliza,
e Langhorne, 1999), célula B e por diferentes subtipos de células T CD4" e CDS8"
(Moore et al., 2001; Kamanaka et al., 2006). Esta citocina possui a capacidade de
regular a resposta de células T e de células NK de forma indireta, através da inibigcdo
da sua proliferacdo e da producédo de IL-2, IFN-y, IL-4, IL-5, como também de TNF-a
(Schandene et al., 1994; Joss et al., 2000; Moore et al., 2001).

Entretanto, sobre os monocitos e macrofagos, a referida citocina possui um
efeito direito dado pela inibicdo da expressdo das moléculas MHC de classe Il, desta

forma, limitando a producéo de citocinas pro-inflamatorias (Moore et al., 2001).
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IL-10 pode regular diretamente tanto a resposta inata como a resposta
adaptativa Thl, Th2 ou Th17 através da ativacdo limitada e da diferenciacédo de células
T nos linfonodos, como também pela supressdo da resposta pro-inflamatéria nos
tecidos, causados pela resposta imune adaptativa exacerbada (Ouyang et al., 2011);
situacdo esta que leva a um controle diminuido do patégeno como, também, da
imunopatologia (Couper et al., 2008).

Estudos in vivo demonstraram que a IL-10 é um citocina critica na protecdo do
hospedeiro contra os danos gerados pela inflamacdo (Howard et al., 1993). A producao
de IL-10 representa um potente feedback auto-regulatério que protege o organismo do
hospedeiro contra uma inflamacéo excessiva e potencial destruicdo tecidual durante
resposta imune pro-inflamatoria de padréo Thl (Gabrysova et al., 2009).

O papel da IL-10, na infeccdo por M. tuberculosis, continua controverso. Um
estudo realizado com o intuito de se identificar os fatores que geram necrose em
granulomas descreve que a auséncia de IL-10 acelera a formacéo de focos necroticos
nos mesmos (Ehlers et al., 2001), o que pode ser devido ao aumento na producdo do
IFN-y (Ehlers e Daffe, 1998).

Acredita-se que nos primeiros estagios da infeccdo por M. tuberculosis a
presenca de IL-10 se deva a eliminacdo limitada do patdogeno devido a seu efeito
inibitério sobre ativacdo de macrofagos e células dendriticas (Redford, Murray e
O’Garra 2011), incluindo a via de inibicao de fusdo fagossoma-lisosoma (O’Leary et al.,
2011). A fonte celular de indugcéo e producdo da IL-10 durante a infeccdo com M.
tuberculosis é dindmica e provavelmente depende de alguns fatores tais como o
estagio da infeccdo, a localizacdo anatbmica da doenca e do patdgeno especifico. A
producdo de IL-10 nos primeiros estagios da infec¢@o se deve as células mieldides tais
como macréfagos, sendo que com o desenvolvimento da resposta adaptativa, as
células T tornam-se produtoras da referida citocina. Contudo, em uma infecgéo crénica,
guando ha niveis de IL-10 detectaveis, sugere-se que esta citocina possui a funcéo de
limitar a imunopatologia mediada pelo hospedeiro devido as exacerbadas respostas
efetoras. Neste contexto, estima-se que as linhagens de M. tuberculosis aproveitam os
efeitos supressores naturais da IL-10 para criar nichos no interior dos macréfagos
ativados (Redford, Murray e O’Garra 2011).

125



Assim, os resultados aqui obtidos, no que se refere a producéo da citocina IL-10,
demonstraram que a formulagéo vacinal aqui testada induziu a producédo da mesma no
sobrenadante de cultura de células do bago dos animais imunizados, apds estimulo
com a proteina recombinante rAg85A. Assim sendo, o resultado obtido neste trabalho
estaria de acordo com a teoria que estabelece que a IL-10 tem emergido como um
imuno-regulador chave capaz de melhorar as respostas exacerbadas do tipo Thl e
responsaveis em grande parte, pela imunopatologia que ocorre durante certas
infeccdes (Couper et al., 2008).

Com relacédo as citocinas IL-2, IL-4 e IL-17, ndo foi possivel detectar valores
significativos no sobrenadante das culturas de esplendcitos estimulados com a proteina
recombinante rAg85A.

Também foi avaliada a producéo das citocinas INF-y, TNF-a, IL-6, IL-2, IL-4, IL-
17 e IL-10 presentes no lavado broncoalveolar dos animais imunizados com as
diferentes linhagens recombinantes, porém nao foi possivel detectar nenhuma das

citocinas no referido material biolégico.

5.5.2 Caracterizacdo do Perfil da Resposta Imune Humoral dos Animais
Imunizados

Para o estudo da resposta imune humoral sistémica foi avaliado o perfil de
Imunoglobulinas (IgA, IgG e seus isotipo IgG1l) no soro do sangue coletado 15 dias
apos a ultima imunizacdo dos camundongos. Ja para avaliar a resposta imune humoral
das mucosas foi avaliado o perfil da IgA secretora no lavado broncoalveolar dos
animais imunizados. Todos os graficos seguintes foram obtidos no programa GraphPad
Prism V 6.0 (GraphPad Software, San Diego California, USA) e analisados
estatisticamente pelo teste de variancia One-Way ANOVA seguido do pds teste ndo
paramétrico Kruskal-Wallis: Dunn’s multiple comparisons test. Os resultados estdo

representados no grafico como média e erro padrdo da média.
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5.5.2.1 Avalicdo da Resposta Imune Humoral Sistémica.

A resposta imune humoral foi avaliada através da técnica de ELISA, que permitiu
analisar a resposta dos anticorpos IgA, IgG e seu isotipo IgG1, especificos contra
Ag85A. Como controle negativo foram utilizadas amostras do soro dos animais preé-
imunizados andlises estas, realizadas com o intuito de avaliar a presenc¢a ou auséncia
de uma resposta imune sistémica apds a imunizacdo dos camundongos com as
linhagens recombinantes de L. lactis.

A analise das imunoglobulinas ap6s 15 dias da Ultima imunizacdo com as
linhagens recombinantes de L. lactis FNBPA™ (pValac:Ag85A), apresentou producéo de
anticorpos especificos tanto para IgG (Figura 26) quanto para IgG1 (Figura 27). Neste
ensaio para ambas as imunoglobulinas nao foi possivel constatar diferenca significativa
nos niveis de anticorpos entre o grupo em estudo L. lactis FNBPA™ (pValac:Ag85A) e o
grupo L. lactis FnBPA".
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Figure 26: Determinacdo da producdo de anticorpos IgG anti-Ag85A. Resultados
apresentados com valores da media e desvio padrdo de cada grupo de animais imunizados.
Dados referentes a media de trés experimentos independentes com cinco animais em cada
grupo. Os niveis de anticorpos presentes no soro dos animais foram detectados pela técnica de
ELISA (dil 1/25). Grupos experimentais: Animais antes de serem imunizados (pré-imune) como
controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA'e L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A). O
controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gréafico, referente
ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado com diferenca
estatisticamente significativa para valores com p<0,05.
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Figure 27: Determinacdo da producdo de anticorpos IgGl anti-Ag85A. Resultados
apresentados com valores da media e desvio padrdo de cada grupo de animais imunizados.
Dados referentes a media de trés experimentos independentes com cinco animais em cada
grupo. Os niveis de anticorpos presentes no soro dos animais foram detectados pela técnica
de (dil 1/25). Grupos experimentais: Animais antes de serem imunizados (pré-imune) como
controle negativo do experimento, L. lactis FNnBPA" e L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A). O
controle positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gréfico, referente
ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado com diferenca
estatisticamente significativa para valores com p<0,05.

Embora a resposta imune Thl proteja o hospedeiro contra patdgenos
intracelulares e a resposta imune Th2, contra patdgenos extracelulares, muitos
candidatos vacinais que estdo sendo considerados induzem ambas as respostas
imunes (Abebe e Bjune, 2009). A eficacia protetora de respostas mistas tem sido
demonstrada por infec¢cdes de Chlamydia, Plasmodium, Cryptococcus neoformans e
Schistosoma (lgietseme et al., 2004; Moore e Hutchings, 2007; McManus e Loukas,

2008). Dada a importancia dos anticorpos no desenvolvimento de uma nova
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formulacdo vacinal, pesquisou-se aqui a producdo de anticorpos especificos, 0s quais
seriam um indicador importante de resposta humoral gerada pela linhagem em estudo.

Os anticorpos produzidos pelo sistema imune do hospedeiro durante um
processo infeccioso inibem a replicacdo do patdgeno, neutralizam toxinas produzidas
pelos mesmos, promovem citotoxicidade dependente de células (ADCC) e servem
como opsoninas além de ativar a cascata do complemento (Igietseme et al., 2003;
Relijic e Ivanyi, 2006). Embora a producdo de anticorpos nao seja um fator
preponderante no controle da resposta imune contra a TB, ndo se pode descartar
totalmente sua participacdo na imunidade protetora.

A opsonizacdo € o mecanismo mais relevante no combate a disseminacédo do
patdgeno poés infeccdo por M. tuberculosis (Abebe e Bjune, 2009). Estudos relatam
aumento da internalizacdo e da morte das micobactérias por neutrofilos e macrofagos
na presenca de anticorpos (Brown et al., 2003; de Valliere et al., 2005). Também h&
evidencias contundentes de que as micobactérias revestidas de anticorpos especificos
sdo processadas e apresentados de forma mais eficaz pelas DCs para a estimulagéo
de células T CD4" e CD8" (Teitelbaum et al., 1998; Pethe et al., 2001; Chambers,
Gavier-Widen, Hewinson, 2004).

Assim, a imunizagdo com L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A) ndo apresenta
diferencas estatisticamente significativas em relacdo a determinacdo de anticorpos
especificos anti-Ag85A IgG e IgG1, quando comparada com as linhagens controles.

A figura 28 representa a producao de anticorpos IgA anti Ag85A. Os resultados
apresentados mostram que o grupo de animais imunizados com L. lactis FnBPA"
(pValac:Ag85A) foi capaz de produzir valores significativos de IgA sérica quando

comparado aos controles testados.
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Figure 28: Determinacdo da producdo de anticorpos IgA anti-Ag85A. Resultados
apresentados com valores da media e desvio padrdo de cada grupo de animais imunizados.
Dados referentes a media de trés experimentos independentes com cinco animais em cada
grupo. Os niveis de anticorpos presentes no soro dos animais foram detectados pela técnica de
ELISA (dil 1/25). Leitura foi realizada a 492 nm. Grupos experimentais: Animais antes de serem
imunizados (pré-imune) como controle negativo do experimento, L. lactis FnBPA" e L. lactis
FnBPA" (pValac:Ag85A). O controle positivo do experimento encontra-se na margem superior
direita do grafico, referente ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado
com diferencga estatisticamente significativa para valores com p<0,05.

Estes resultados de IgA junto aos resultados obtidos para IgG e IgG1, sugerem
gue a imunizacdo intranasal foi capaz de gerar também resposta imune em nivel

sistémico.

5.5.2.2. Avaliacdo da Resposta Imune Humoral Gerada nas Mucosas

Com o intuito de avaliar a resposta imune humoral gerada nas mucosas dos

animais imunizados com as linhagens recombinantes de L. lactis pela via intranasal,
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procedeu-se a avaliacdo do perfil de IgA secretora e de IgG no lavado broncoalveolar

dos camundongos imunizados.

A figura 29 demonstra a producdo de anticorpos IgG anti-Ag85A. Os resultados
apresentados mostram que o grupo de animais imunizados com L. lactis FnBPA"
(pValac:Ag85A) foi capaz de produzir valores significativos de 1IgG quando comparado

aos controles testados.
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Figure 29: Determinacdo da producdo de anticorpos IgG anti-Ag85A. Resultados
apresentados com valor da media e desvio padrdo de cada grupo de animais imunizados.
Dados referentes a media de trés experimentos independentes com cinco animais em cada
grupo. Os niveis de anticorpos foram detectados por ELISA na lavagem broncoalveolar dos
animais. Grupos experimentais: Animais antes de serem imunizados (pré-imune) como controle
negativo do experimento, L. lactis FnBPA" e L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A). O controle
positivo do experimento encontra-se na margem superior direita do gréfico, referente ao grupo
de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado com diferenga estatisticamente
significativa para valores com p<0,05.
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A IgG é considerado um anticorpo importante para a defesa contra infeccbes
respiratérias. Este anticorpo promove a fagocitose dos patégenos, impedindo, assim, a
disseminacgdo local e também a passagem dos mesmos para a corrente sanguinea
(Twigg, 2005). Um estudo demonstrou a producéo de IgG apos infecdo ou vacinacao
das mucosas (Moldoveanu et al.,1995), constatando que essa situacéo contribui para a
neutralizacdo dos patdgenos.

Com relacdo a producdo de anticorpos especificos IgA secretora anti-Ag85A
(Figura 30), foi observado um aumento significativo no lavado broncoalveolar dos
animais imunizados com e L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A), quando comparado ao

grupo imunizado com L. lactis FNBPA",
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Figure 30: Determinacdo da producdo de anticorpos IgA anti-Ag85A. Resultados
apresentados com valores da media e desvio padrdo de cada grupo de animais imunizados.
Dados referentes a media de trés experimentos independentes com cinco animais em cada
grupo. Os niveis de anticorpos presentes no lavado broncoalveolar dos animais foram
detectados pela técnica de ELISA. Grupos experimentais: Animais antes de serem imunizados
(pré-imune) como controle negativo do experimento, L. lactis FNnBPA" e L. lactis FNnBPA"
(pValac:Ag85A). O controle positivo do experimento encontra-se ha margem superior direita do
gréfico, referente ao grupo de animais vacinados com a vacina BCG. Foi considerado com
diferenca estatisticamente significativa para valores com p<0,05.

A imunidade de mucosas é mediada principalmente pela slgA que, ao contrario
de outros isotipos de imunoglobulinas, sdo resistentes a degradacdo por proteases.
Dentre as funcdes desta imunoglobulina, destaca-se a captura de antigenos e
microrganismos pelo muco, com a consequente inibicdo da colonizacdo das mucosas
por patdogenos. A slgA também tem a capacidade de capturar antigenos dentro do
epitélio secretor, quando o0 mesmo encontra-se infectado, sem gerar dano aos tecidos
(Hutchings et al., 2004; Brandtzaeg, 2007). Estudos revelam que a administracao
passiva via intranasal de IgA especifica promove prote¢do contra o desafio com M.

tuberculosis, sendo que camundongos knock out para IgA (IgA-/-) foram mais
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susceptiveis a infeccao por esta bactéria, fato comprovado pela alta carga bacteriana
encontrada no pulmé&o destes animais (Williams et al., 2004; Rodriguez et al., 2005).
Desta forma, tanto a slgA como a IgG especificas sdo respostas desejaveis na
imunidade protetora induzida por vacinagao.

Assim, os resultados aqui obtidos demonstram que a vacinacao intranasal
induziu niveis estatisticamente significativos de IgA e de IgG na mucosa respiratoria e
também em nivel sistémico. Os niveis de sIgA no BAL apds imunizagdo intranasal sdo
consistentes com a idéia de que a vacinacao por esta via possui, como alvo, o tecido
linféide associado as mucosas, no intuito de gerar resposta imune local (Kiyono et al.,
1992).

Para se investigar a imunidade das mucosas foi utilizado como material biolégico
a lavagem broncoalveolar (BAL) dos animais imunizados. Assim, sendo, o estudo das

citocinas, IL-4, IL-10, IL-2, TNF-a e IFN-y, ndo revelou valores detectaveis.
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7. CONCLUSOES
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Os resultados aqui obtidos e apresentados nos permitem concluir que:

. A clonagem da ORF Ag85A de M. tuberculosis no vetor pValac e a posterior
transformacdo em Lactococcus lactis, demonstrou um vetor de entrega de
antigeno eficiente apos de levar a expressao do gene de interesse em células

hospedeiras.

. A'imunizacdo com o vetor L.lactis contendo o plasmideo pValac:Ag85A foi capaz
de ativar a resposta imune do hospedeiro, levando a producéo sistémica de INF-
Y, TNF- a, IL-6.

Para a resposta imune de mucosas ao nivel do trato respiratorio, foi possivel a
deteccdo dos anticorpos sIgA e IgG no grupo de animais imunizados com a
linhagem FnBPA™ (pValac:Ag85A), o que sugere o desenvolvimento de resposta

imune local.

Para a resposta imune sistémica também foi possivel a detecéo da producao dos

anticorpos IgG e IgA em nivel sistémico.

Em suma, os resultados obtidos no presente trabalho demonstraram o
potencial vacinal de L. lactis FNBPA" (pValac:Ag85A), onde apds os ensaios de
imunizacao intranasal de camundongos C57BL/6, foi possivel observar um perfil
de citocinas pro-inflamatérias de grande relevancia no que se refere a uma
resposta imune gerada para combater bactérias intracelulares, como € o caso de
M. tuberculosis. Em relacdo a producdo de imunoglobulinas, também foi
observado um perfil de resposta com polarizacdo para resposta imune do padréo
Thl. Assim, o trabalho aqui apresentado se coloca como um estudo pioneiro e
de referéncia no que se refere a utilizagdo de bactérias lacticas recombinantes

como veiculos carreadores de vacinas génicas contra a TB.
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8. PERSPECTIVAS
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8.1 Perspectivas

O vector vacinal pValac:Ag85A, construido no presente trabalho, mostrou-se
funcional em células eucaridticas, tendo sido possivel a visualizagdo da expressao da
proteina imunogénica Ag85A nos testes realizados. Apds a construcdo e
caracterizacdo deste plasmideo, buscou-se a obtencdo da linhagem invasiva L. lactis
FnBPA" (pValac:Ag85A) com o intuito de utiliza-la nos experimentos de imunizacdo em
camundongos. Assim, estamos frente a um sistema funcional de entrega de
plasmideos capaz de gerar resposta imune humoral e celular em camundongos
imunizados.

Neste contexto, as perspectivas para a continuidade deste projeto sao:

e Avaliar outras vias de imunizagcdo como, por exemplo, a via oral.

e Com o intuito da aumentar a imunogenicidade da formulagdo vacinal aqui
desenvolvida [L. lactis FnBPA" (pValac:Ag85A)] propde-se um esquema de
imunizacdo priming-boosting, no qual camundongos primeiramente vacinados
com uma dose da vacina licenciada, BCG intradérmica, receberdo o reforco

com a linhagem L. lactis FnBPA"™ (pValac:Ag85A).

e Por fim, experimentos de desafio com o patégeno, com o intuito de avaliar o
nivel da protecao conferida, seja s6 pela vacina génica ou pelo regime priming-
boosting deverdo ser realizados. O desafio também permitira responder qual via
de administracdo de mucosas (intranasal ou oral) sera a mais eficaz na

protecdo contra M. tuberculosis com 0 esquema proposto.

Assim, com a finalizacdo deste projeto, espera-se que a eficacia e efetividade de
novas formulagdes vacinais baseadas em bactérias lacticas invasivas, por via de
administracdo em mucosas, seja comprovada. Com isto, este sistema vacinal podera
ser utilizado para a pesquisa e o desenvolvimento de outras vacinas génicas contra

demais patdégenos.
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Anexos |

Meios e Solucdes:
Acetato de Sddio (3 M): 12,3 g de acetato de sédio; agua destilada g.s.p 50 mL.

Acetato de Amoénio (7,5 M): 128,1 g de acetato de amonio; agua destilada g.s.p 1000
mL.

Ampicilina (100 mg/mL): 1000 mg de Ampicilina foram dissolvidos em 10 mL de .gua
MiliQ (Merck) e a solucao foi esterelizada, com auxilio de um filtro 0,22 pym (Corning),

em capela de fluxo laminar.

Brain Heart Infusion (BHI): 37 g do meio BHI (Himedia®) foram pesados na balanca
analitica e em seguida foi acrescentada agua destilada, completando-se o volume pra 1
L. Para o preparo de meio sélido, 1 L do meio BHI liquido foi acrescido de 15 g de agar
bacterioldgico (Difco). Posteriormente, o meio foi esterelizado durante 15 minutos a
121°C e distribuido em placas de petri. Composi¢cdo do meio: infusdo de cérebro de
bezerro 200 g/L; infusdo de coracéo 250 g/L; peptona 10 g/L; dextrose 2 g/L; cloreto de
s6dio 5 g/L; fosfato dissédico 2,5 g/L; pH 7,4 + 2, a 25°C (Himedia®).

Brometo de etidio: Solucéo estoque a 5mg/mL; Utilizou-se a 0,5 pg/mL.

Canamicina (100 mg/mL): 1000 mg de Cloranfenicol (Sigma) foram dissolvidos em 10
mL de alcool etilico PA (Merck) e a solucéo foi filtrada em um filtro 0,22 um (Corning)

em capela de fluxo laminar.

Carbonato Monoacido de Soédio (NaHCOj; 0,025M): 2,2 g de NaHCO3; foram

dissolvidos em 1 L de meio

Cloranfenicol (10 mg/mL): 100 mg de cloranfenicol foram dissolvidos em 10 mL de
etanol absoluto PA e a solucéo foi esterilizada, com o auxilio de um filtro de 0,22 pm,

em capela de fluxo laminar.
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DMSO 5%(v/v)(Sigma): 5 mL de DMSO; 95 mL de agua destilada.

Etanol 70%: 70 mL de etanol absoluto; 30 mL de agua destilada.

Etanol 96%: 96 mL de etanol absoluto; 4 mL de agua destilada.

Eritromicina (50mg/mL): 500 mg de Eritromicinal (Sigma) foram dissolvidos em 10 mL
de alcool etilico PA (Merck) e a solucéao foi filtrada em um filtro 0,22 um (Corning) em

capela de fluxo laminar (Pachane).

Glicerol (10%): 100 mL de glicerina foram diluidos em 900 mL de agua destilada e em

seguida, a solucao foi esterilizada por autoclavagcédo a 121°C durante 15 minutos.

Glicerol (80%): 80 mL de glicerina foram diluidos em 20 mL de agua ultrapura e em
seguida, a solucéo foi esterilizada por autoclavacéo a 121°C durante 15 minutos.

Glicerina Tamponada pH 9.0: 9 mL de glicerina e 1 mL de Tamp&o Bicarbonato,

ajustar o pH para 9.0. Estocar a 4°C.

Glicogénio (20 mg/mL): 100 mg de glicogénio dissolvidos em 5 mL de agua destilada.

HEPES (Sigma) 1 M: 23,9 g de HEPES foram dissolvidos em 80 mL de agua ultrapura,
o pH foi ajustado em 7,2 e completou-se o volume para 100 mL. A solugcédo foi

esterilizada utilizando-se filtro de 0,22 pm.

Hidréxido de Sédio (NaOH 5M): 10g de NaOH, completar o volume para 50mL com

agua destilada.

L-glutamina (Sigma): 14,6 g de L-glutamina foram dissolvidos em agua ultrapura

g.s.p. 500 mL. A solucao foi esterilizada utilizando-se filtro de 0,22 pm.
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Luria-Bertani (LB): 25 g de meio LB (Accumedia®) completando-se o volume para 1 L
agua destilada. Para preparo de meio sélido, 1 L de meio LB liquido foi acrescido de 15
g de &gar bacteriolégico (Himedia®). Os meios foram esterilizados por autoclavacéo a
121°C, durante 20 minutos. Composicdo: digestdo enzimatica de caseina 10 g/L;
extrato de levedura 5 g/L; cloreto de sddio 10 g/L; pH 7,3 £ 0,2 a 25°C.

Meio F12 Ham (Sigma): o meio F12 foi preparado conforme recomendacdes do
fabricante, esterilizado a vacuo utilizando-se filtro de 0,22 um, sendo o pH ajustado
para 7,0 e o meio armazenado a 4°C. O meio completo, por sua vez, foi preparado
adicionando-se ao F12, 10% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de L-glutamina (Sigma),
100 ng/mL de zeocina e 2,5% de HEPES (Sigma), todos filtrados anteriormente ou
estéreis. Apos preparo, 0 meio F12 completo passou por um teste de esterilidade, onde
200 pL do meio foram colocados em meios de cultura para bactérias (BHI e TSB),
fungos e leveduras (Sabouraud) e mantidos a 37°C ou temperatura ambiente,
respectivamente. Além disto, 3 mL do meio completo também foram colocados em
vidro estéril em estufa a 37°C. Durante 14 dias, o crescimento de bactérias e fungos foi

acompanhado, sendo que com 5 dias sem contaminacéo, o meio péde ser utilizado.
Miniprep ( Solugdes)

Solucédo | (Ressuspenséo): 0,45 g de glicose anidra; 2,5 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 8.0;
1 mL de EDTA 0,5 M pH 8.0; agua destilada g.s.p. 50 mL.

Solucéo Il (Lise): 200 pL de NaOH 5 M; 250 uL de SDS 20%; agua destilada g.s.p. 5

mL. Esta solucéo deve ser preparada no momento de sua utilizagao.

Solucao Il (Neutralizagc&o): 30 mL de acetato de potassio 5 M; 5,75 mL de acido

acético glacial; 4gua destilada g.s.p. 50 mL.
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M17 Sacarose Glicose (M17-Sac-Gli): 21 g de meio de cultivo M17 (Fluka Analytcal®
Sigma) e dissolvidos em 250mL de agua destilada, assim o meio fica concentrado 2X.
A solugdo de sacarose foi preparada dissolvendo-se 85,5 g em 250 mL de &gua
destilada, resultando em uma solugéo 1 M. O meio M17 e a solucao de sacarose foram
esterilizados, separadamente, por autoclavacdo a 121°C durante 15 minutos; a glicose
50%, por sua vez, foi preparada dissolvendo-se 50 g de glicose anidra em agua
destilada g.s.p 100 mL, sendo esterilizada utilizando-se um filtro de 0,22 um. O meio
M17, a solucdo de sacarose e 5 mL de glicose 50% foram misturados, sob condi¢des
de esterilidade, resultando em M17 1X, Sacarose 0,5 M e Glicose 0,5% (M17-Sac-Gli).
Composicéo: triptona 2,5g/L, peptona de carne 2,5¢/L; peptona de soja 5 g/L; extrato
de levedura 2,5g/L; extrato de carne 5 g/L; glicerofosfato de sédio 19 g/L; sulfato de
magnésio 0,25g/L; acido ascorbico 0,5¢/L; lactose 5 g/L; pH 7,0 £ 0,2 a 25°C.

Paraformaldeido 3%: 10 mL de PBS 1 X, 0,3g de paraformaldeido e 25uL de NaOH 5
M. Aquecer a 60°C a mistura para dissolver. Preparar em capela de exaustao no dia de

uso.

Paraformaldeido 4%: 10mL de PBS 1X, 0,4g de paraformaldeido e 25uL de NaOH 5
M. Agquecer a 60°C a mistura para dissolver. Preparar em capela de exaustdo no dia de

uso.
PBS/BSA 1%: 1g de BSA (USBiological) em 100mL de PBS 0,15M. Estocar a -20°C.

PBS-caseina (Solucdo de Bloqueio): 1000mL de PBS 1x pH 7,2 e 2,59 de caseina.
Acrescentar a caseina ao PBS aquecido e filtrar em gaze caso necessario. Estocar a -

20°C.

PBS + 0,1% Triton X-100: 100uL de Triton X-100 (Sigma) e completar para 100 mL de

PBS 0,15M. Estocar temperatura ambiente.

181



PBS 0,15M (1X): 80,03g de NaCl (sigma), 2,0121g de KH2PO4 (Sigma), 2,0165g de
KCI (Merck), 9,1163g de Na2HPO4 (Crq) e completar o volume para 10 litros.

Autoclavar 121°C 15 minutos.

PEG3000 30% e glicerol 10%: 3 g de PEG3000, 1 mL de glicerol e agua destilada
g.s.p. 10 mL.

RPMI completo: 450 mL de RPMI 1640 contendo 2 mM de L-glutamina (LGC
Biotecnologia), 50 mL de Soro fetal bovino (Gibco), 5 mL de aminoacidos n&o
essenciais (MEM NEAA - Gibco), 5 mL de solucao de piruvato de sodio (Sigma), 0,450
mL de 2-mercaptoetanol (Life Tecnologies), 0,250 mL de Gentamicina (estoque a
50mg/mL) e 0,9 mL de Estreptomicina (estoque a 25 mg/mL).

Sacarose 0.5 M e glicerol 10%: 171,1g de sacarose, 100mL de glicerina e agua
destilada g.s.p 1L, sendo a solucdo esterilizada por autoclavacdo a 121°C durante 15

minutos.

Salina-Tween (10X): 85g de NaCl, 5mL de Tween 20 e completar para 1000mL com

agua bidestilada (concentracdo de uso 1x)

Solucdo de Acido sulfarico: 53,24mL de H,SO, em 1000mL de agua bidestilada.

Solucdo de Revelagdo: 4mg de OPD, 10mL de tampdao citrato e 2uL de H,0,.

Preparar no momento do uso e proteger da luz.

Tampao Carbonato (Coatting buffer): 1,86g de Na,COsz; e 2,93g de NaHCOg,
completar o volume com agua bidestilada para 1000mL ajustando-se o pH para 9,6.
Estocar a 4°C.

Tampao de amostra (Gel agarose): Glicerol 50%; Azul de bromofenol 0,20%; TBE
2,5X.

182



TE-LYS: 500 pL de TE 10X, 100mg de lisozima e agua destilada g.s.p 10 mL.

TBE (0,5X): 100 mL de TBE 5X (54 g de Tris; 27,5 g de acido borico; 20 mL de EDTA
0,5 M pH 8,0 - 8,5; agua destilada q.s.p 1 L) em agua destilada g.s.p 1 L.

Zeocina (invitorgen): Concentragao estoque 100 mg/mL
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