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RESUMO

Recentemente nosso grupo descreveu que os linfécitos B podiam capturar DNA
plasmidial e expressar proteina in vivo apds a vacinacdo génica. Essas células apresentam
uma maquinaria de producdo protéica altamente eficiente, favorecendo o uso das mesmas
na transferéncia de genes e expressdo in vivo de proteinas. Desse modo, o objetivo do
nosso trabalho foi utilizar os linfécitos B para mediar transferéncia de moléculas para
animais. Usamos o plasmidio que codifica a proteina fluorescente verde (GFP) para
padronizar a transfeccdo e avaliacdo da expressdo dessa proteina in vitro e ex vivo. A
transfeccdo foi avaliada por eletroporagcdo e contato. Ambas as estratégias se mostraram
eficientes. Nossos resultados mostram que os linfocitos B foram capazes de expressar a
GFP por quinze dias apds a transferéncia adotiva para animais deficientes em linfocitos B.
Linfécitos B transfectadas com plasmidio que codifica a IL-12 foram capazes de expressar
a proteina in vitro e secretd-la. Para avaliar se o processo de transfec¢do poderia interferir
com o fendtipo do linfécito B a expressdo de algumas moléculas de ativagdo foram
avaliadas nos linfécitos B transfectados. Nao houve alteragdo da expressao de CDA40,
CD80, CD86 ¢ MHC classe II ap6s transferéncia adotiva dos linfécitos por ate 15 dias.
Além disso, a producdo de IgG nado foi alterada. No entanto houve uma dimuni¢do da
producdo de IgM nos animais transfectados com linfécitos B codificando a IL-12,
sugerindo que essa alteracdo possa ser decorrente da acao da IL-12 na troca de isotipos de
imunoglobulinas. A eficiéncia dos linfécitos B transfectados em terapia génica foi avaliada

usando modelo de melanoma B16F10 em animais deficientes de IL-12 (IL-12 KO). Os



animais IL-12 KO que receberam transferéncia adotiva de 1 x 10° linfécitos B transfectados
com plasmidio da IL-12, mostraram redu¢do do peso tumoral e uma maior sobrevida,
quando comparados aos controles. A andlise histolégica mostrou que os animais que
receberam os linfécitos B transfectados com plasmidio da IL-12 apresentavam reducdo da
drea tumoral e maior numero de células apoptdticas. Além disso, o perfil de células
infiltrantes no tumor mostrou um aumento no ndmero de linfécitos T CD4 e CD8 e NK,
apenas nos animais que receberam a transferéncia adotiva. Em conjunto esses mostram que
a transferéncia de linfécitos B expressando IL-12 foi funcional e capaz de conter o
desenvolvimento tumoral. Esses resultados abrem perspectivas para o uso de linfécitos B
em terapia génica, visando a transferéncia de proteinas ou sua atividade de apresentagcdo de

antigenos.
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ABSTRACT

We have recently described that B lymphocytes capture plasmid DNA and express
the encoded protein after the gene vaccination. In fact, B lymphocytes are highly efficient
in producing proteins, suggesting that it can be used for transfection approaches. In this
way, the present study aims to determine if B lymphocytes are suitable to be used in gene
therapy. In order to evaluate the transfection and protein expression in vitro and ex vivo we
used the plasmid that encodes the green fluorescent protein (GFP). Our results showed that
B lymphocytes were able to express the GFP in vivo up to 15 days after adoptive transfer to
B cell-deficient mice. When this experiment was carried out in mice that received B
lymphocytes transfected with IL-12 encoding plasmid, there was no change in the
expression of CD40, CD80, CD86 and MHC class II in B lymphocytes and in the levels of
serum IgG. However, the level of IgM showed a decrease after adoptive transference of B
lymphocytes. We hypothesized that the IL-12 production in vivo could be involved in class
switch. The biological role of IL-12 gene-transfected B lymphocytes was evaluated in a
B16F10 murine tumor model, using IL-12-deficient mice (IL-12 KO). The mice that
received 1 x 10° B lymphocytes transfected with a plasmid coding for IL-12 showed a
reduction in tumor area and lower mortality rate when compared to WT or IL-12 KO mice.
The former mice also presented a higher number of T CD4, TC8 and NK infiltrated into the
tumor. Taken together the results showed that B lymphocytes can be helpful to
introduced/reconstitute protein in vivo. This data open novel perspective to use of B

lymphocytes in gene therapy.
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1. INTRODUCAO

1.1 - Terapia génica

No final dos anos 70, cientistas se propuseram algo revoluciondrio, para a época, ao
qual denominaram de ‘“cirurgia génica”, visando o tratamento de doencas adquiridas
hereditariamente (FLOTTE, T.F. 2007). Em 14 de setembro de 1990, uma garota de quatro
anos de idade que sofria de uma desordem genética, na qual levava a ndo producio de
adenosina deaminase (ADA), uma enzima essencial para o corpo. Este foi o primeiro caso
de terapia génica nos Estados Unidos. William French Anderson e colaboradores do
National Institutes of Health's Clinical Center em Bethesda, Maryland, usaram leucécitos
do sangue da garota para inocular o gene da adenosina deaminase (ADA), retornando essas
células transfectadas para a paciente. Esse procedimento nao a curou, os glébulos brancos
tratados geneticamente s6 funcionaram por poucos meses € O processo teve de ser
freqiientemente repetido (CULVER K. et al., 1991; ROSENBERG L.E.. 1990; BLAESE et
al., 1995; FLOTTE, T.R. 2007).

Apesar disso o uso da terapia g€nica estava estabelecido, com possibilidades de
aplicacdes em diferentes patologias, incluindo doencas infecciosas. Atualmente, o termo
terapia génica engloba vdrias estratégias génicas para tratamento ndo sO de desordens
genéticas, mas também de cancer, doencas auto-imunes e doencas infecciosas. Na década
de 90, com o surgimento das vacinas génicas o desenvolvimento de vetores para expressao

génica in vivo, passou a ser um alvo de estudo adicional (GURANATHAN, S. et al., 2000).



Uma abordagem interessante, usando terapia génica estd sendo desenvolvida em
pacientes com cancer no cérebro, onde o gene introduzido no organismo, ¢ desenhado para
que as células tumorais respondam melhore as drogas usadas na quimioterapia. A terapia
génica também pode ser usada em pacientes que tiveram artérias bloqueadas, assim
estimulando a angiogénese no local proximo a obstru¢do, assim melhorando a circulagdo
(JINNAH, H.A. e FRIEDMANN, T. 1995; FLOTTE, T.F. 2007).

Pode-se dividir a abordagem usando terapia génica para tratamentos de doencas em
basicamente em dois tipos de estratégias: A- a que usa injecdo direta de vetores; e B- a que
utiliza células manipuladas (ex vivo), usando ou ndo transfec¢cdo com vetores virais ou
plasmidiais, e restituidas ao paciente (FLOTTE, T.F. 2007).

Como toda estratégia de intervengdo ou imunoterapia, primeiramente hd
necessidade de se identificar, isolar e/ou amplificar o gene de interesse para o futuro
tratamento. A escolha do método a ser usado e vetor, em geral, estdo diretamente
relacionado com a patologia e com o custo beneficio de cada tratamento. O uso de vetor
viral, classicamente retrovirus, tem como objetivo tratar doengas através da introducao de
determinado gene no organismo para substituir aquele que ndo é funcional (FLOTTE, T.F.
2007; Gardlik, R. et al., 2005). Atualmente, esse conceito foi ampliado, sendo usado para
descrever intervengdes profilaticas e/ou terapéuticas que utilizem material génico, quer seja
ele DNA ou RNA (PASCOLO, S. 2008).

Um dos pontos chaves em terapia génica € a escolha do vetor, que sido veiculos no
qual serd introduzido o gene de interesse. Em geral utiliza-se um plasmideo bacteriano,
com promotor eucariético, ou vetores virais tais como o retrovirus, o adenovirus e o adeno

associado virus.



Os principais alvos da terapia génica, até hoje, sdo doengas como: hemofilia,
anemias, a deficiéncia de o-1-antitripsina, doencas neurodegenerativas, cancer, AIDS e
doencas cardiacas. Dentre elas, o cancer ocupa local de destaque e, mais recentemente,
terapias visando corrigir o fator VIII e IX da coagulacdo também tém ganhado destaque
(JANG, J.H. et. al., 2007; LYON, A.R. et, al., 2008).

O uso de vetores virais para a terapia génica tem sido amplamente utilizado, os virus
tém uma capacidade natural de infeccdo de diferentes tipos celulares, sendo adaptado ao
uso da maquinaria da célula para encapsular seu material genético. Isso favorece o uso
desses vetores para transportar e expressar o material genético desejado, embora o tamanho
do gene a ser inserido deva obedecer a um determinado tamanho, para ndo intervir com o
encapsulamento. Os adenovirus tém sido utilizados como veiculos de transferéncia génica
em varios casos. Estes virus normalmente causam infec¢des no trato respiratdrio e sdo mais
faceis e mais estdveis de trabalhar do que os retrovirus, apresentando resultados mais
seguros, pois normalmente ndo ocorre infeccdo apds a injecdo no hospedeiro. Outros
vetores virais também usados sdo os virus influenza, o virus Sindbis e o herpes virus que
infectam células do sistema nervoso. Cada um destes vetores virais pode ser modificado
para minimizar o risco de causar doengas e ativar o sistema imune (WANG, H. et al.,
2005).

O uso de vetores virais tem obtido sucesso na transferéncia ex vivo de genes para a
medula dssea para o tratamento de cancer. Entretanto, os vetores virais, tais como o
retrovirus, podem se integrar ao genoma e, embora haja o beneficio de uma producdo da
molécula em questdo por longo tempo, essa inser¢ao no genoma pode trazer conseqii€éncias
adversas a médio ou longo prazo. Para reduzir esse “feito colateral” alguns pesquisadores

tém usado construgdes retrovirais, ou nao, que visam a insercdo localizada no genoma
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(RYU B. Y. et al., 2008). Outro inconveniente do uso de alguns vetores virais, em
determinadas abordagens terapéuticas, advém das proteinas do capsideo que os mesmos
possuem. Isso € particularmente prejudicial quando hd necessidade de novas doses
(booster), pois a resposta imune gerada contra tais proteinas, na primeira inoculacgdo,
praticamente neutraliza as doses de reforco. Assim, o uso de vetores virais em estratégias
de profilaxia e/ou terapia podem ndo apresentar o resultado desejado. (DAVIS, P.B. e
COOPER, M.J. 2006).

Neste caso, os vetores plasmidiais que sdo mais estdveis e geralmente nao
integrativos, podem ser uma opg¢ao para profilaxia de doencgas infecciosas ou mesmo terapia
(GURUNATHAN, S. et, al., 2000). A administracdo de vetores plasmidiais para o uso em
terapia génica tem obtido bons resultados, visto que o organismo ndo apresenta efeitos
adversos apos a sua inoculacdo. Um dos pontos positivos para o uso de vetores plasmidiais
em vacinas génicas sdo as seqii€éncias imunoestimulatérias que esses vetores carregam na
sua estrutura denominadas de motivos CpG. Esses motivos se constituem de seqiiéncia de
citosina e guanina nao metiladas, comuns nos genomas bacterianos, mas nao tao freqiientes
nos eucarioticos. Essas seqiiéncias interagem com receptores do tipo Toll, em geral o Toll-
like 9 (TLRY), presentes em células apresentadoras de antigenos e outros linfécitos, agindo
como um adjuvante. A sinalizacdo mediada por motivos CpGs leva ao recrutamento de
moléculas adaptadoras como o MyD88, resultando na produgdo de IL-12. Recentemente,
foi mostrada a importancia da estrutura do carboidrato presente nos DNA plasmidiais na
interacdo do Toll-9 (HAAS, T. et. al., 2008). Do ponto de vista de profilaxia contra doencas
infecciosas ou cancer o uso de plasmideo se mostra eficiente por ativar uma resposta do
tipo Thl. A ativacdo de um perfil de linfécitos T do tipo Thl estd envolvida com controle

de vérias doengas infecciosas e tumores (GURANATHAN, S. et. al., 2000), sendo o DNA
4



plasmideal alvo de vérias abordagens em terapia génica. Além disso, o risco da producao de
anticorpos anti-DNA, € relativamente pequeno, reduzindo, consideravelmente, o
desencadeamento de doencas auto-imunes (GURUNATHAN, S. et al, 2000;
PRUD'HOMMER, GJ. et al., 2007; DELIMA, D.S. 2006).

O uso de vetores plasmidiais em terapia gé€nica ja foi comprovado em diferentes
modelos experimentais como leischimaniose (CARTER, K.C. et al.,2007), tripanossomiase
(CHOU, B. et al., 2007), raiva (TESOURO-CRUZ, E. et al., 2008) e tuberculose
(LOWRIE, D.B. et al., 1999), entre outros.

Um dos grandes problemas envolvendo o uso de vetores quer sejam virais ou
plasmidiais é o direcionamento dos mesmos, in vivo. Isso tende a levar ao uso de altas
doses para se conseguir o efeito desejado, ou o uso de sistemas de liberacdo. Existem
diferentes formulagdes usadas para entrega dos vetores in vivo. As formulagdes mais usadas
sdo os lipossomas e microesferas de PLGA (RAWAT, M. et al., 2008; TAHARA, K. et
al., 2008). Como esses sistemas tendem a proteger os vetores € possivel se usar baixas
doses do vetor com resultados eficazes (LIMA, K.M. et, al., 2003; ROSADA, R.S. et. al.,
2006). Por outro lado, o uso de células eucaridticas para a transferéncia génica tem sido
bastante explorado em terapia gé€nica, desde que as células a serem utilizadas podem ser

provenientes do préprio paciente.

1.2. Uso de células na terapia génica

Outra abordagem em terapia génica se refere ao uso células como veiculo de
transporte do material genético para o organismo. Stem-cells ou células mesenquimais sao

as principais células usadas, atualmente, nesse tipo de estratégia. Como o caso da distrofia
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muscular de Duchenne, onde se tenta corrigir a distrofina mutada que gera a doenca usando
stem-cells transfectadas ou a transferéncia do gene da proteina CTRF na fibrose cistica
(DEL VECCHIO, F. et al., 2005). Outro alvo interessante tem sido transfectar Stem-cells
com gene que codificam as proteinas do fato 8 e do fator 9 da cascata de coagulagao,
visando o tratamento em pacientes hemofilicos (ZUBLER, R. H. 2006; HIGH, K. A. 2003;
ZALDUMBIDE, A e HOEBEN, R. C. 2007). Em geral, os estudos utilizando stem-cells
téem mostrado eficiéncia na producdo de proteinas heterdlogas, sendo que alguns ja se
encontram em fase clinica (BURT, R, K. er al., 2005)

Dentro deste contexto estdo as células dendriticas que sdo consideradas as principais
células apresentadoras de antigenos (APC). Um dos pontos chave para o uso de células
dendriticas em imunoterapia é baseado no seu processo de captura do antigeno,
apresentacdo e ativacdo de linfécitos T, com conseqiiente ativagdo da resposta imunitaria
(CHIODONI, C. et al., 1999; HARSHYNE, L. A. et al., 2001). Para imunoterapia de
tumores o uso de células dendriticas € bastante atraente, uma vez que as mesmas podem
induzir uma resposta imunitéria eficaz, que o paciente, na maioria das vezes, ndo consegue
induzir, ndo s6 por mecanismos de escape relacionados ao tumor como os decorrentes da
ndo reatividade do organismo pela tolerancia imunolégica como por exemplo 0s antigenos
tumorais sdo os antigenos proprios encontrados pelo sistema imune em desenvolvimento,
ou as células tumorais podem apresentar seus antigenos de uma forma tolerogénica. Dessa
forma essas células tém sido utilizadas em vdrias terapias contra o cancer, tais como 0
melanoma, carcinoma renal e cancer de pulmdo. A estratégia, nesse caso consiste na
transfeccdo de células dendriticas aut6logas ou ndo, com antigenos especificos ou um pool
do lisado tumoral antes de serem reintroduzidos nos pacientes, visando a ativagdo do

sistema imune. Essa técnica demonstra uma eficiéncia muito alta, mas, assim como sua
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eficiéncia o seu custo também é elevado (BARBUTO, J. A. et al,. 2004; HIRSCHOWITZ,
E. A. et al,, 2004). Além da transfeccdo direta com antigenos protéicos, algumas
abordagens utilizam a transfeccdo usando vetores ou mesmo moléculas de RNA
(PASCOLO, S. 2008). Em todas as abordagens citadas, a eficiéncia também depende da
patologia, dose e vetores usados. A transfeccdo das células dendriticas com RNA total de
tumor tem mostrado ser uma abordagem promissora, estimulando uma resposta imunitéria

capaz de conter o desenvolvimento tumoral (CEPPL, M. et al., 2005).

1.3 Linfécitos B na terapia génica

Os linfécitos tém sido considerados atrativos nesse sistema, tendo em vista a sua
facil manipulacdo em cultura, a facilidade de transfeccdo in vitro e o posterior retorno para
o paciente. Os linfécitos do sangue periférico sao mais facilmente manipulados do que seus
precursores na medula Ossea, por serem mais amplamente diferenciados, ndo sofrendo
ativacdo quando se transfecta um gene para estes linfécitos (CULVER, K et al., 1991).

Os linfécitos B representam de 5 a 15% da populagdo de linfécitos circulantes e sdo
classicamente definidos pela presenca de imunoglobulinas de membrana. Estes marcadores
sao produzidos pelas proprias células e inseridos na membrana durante a maturacdo dos
linfécitos B, onde se estabelecem na superficie da membrana (LI, J. et al, 2004;
YOUINOU, P. 2007; LAROSA, D. F. e ORANGE, J. S. 2008; WELNER, R. S. et al,
2008).

Os linfécitos B tém como receptor de reconhecimento antigénico, dois isotipos de

imunoglobulinas em sua superficie, sendo elas IgM e IgD com sitios de ligacao idénticos.



As moléculas de imunoglobulina formam o complexo receptor de antigeno em linfécitos B
ou simplesmente o BCR associados a moléculas acessérias que consistem dos
heterodimeros de Iga e IgP, estes ligados entre si por pontes dissulfeto. Esses
heterodimeros interagem com o0s segmentos transmembrana do receptor imunoglobulina e,
da mesma forma que os componentes celulares do complexo TCR-CD3, estdo envolvidos
na ativagdo celular (LI, J. ef al., 2004; YOUINOU, P. 2007; LAROSA, D. F. e ORANGE,
J. S.2008; WELNER, R. S. et al., 2008).

Os linfécitos B também sdo células apresentadoras de antigenos profissionais, sendo
que o aspecto mais explorado desse mecanismo e na ativacdo de linfécitos T CD4, nos
centros germinativos (RODRIGUEZ-PINTO, D. 2005; ABBAS A. K. e LICHTMAN, A.
H. 2008).

Os linfécitos B t€m caracteristicas de producdo de anticorpos e tem um papel
importante em doengas autoimunes pela producdo de auto anticorpos. Entretanto os
linfécitos B ndo sdo, considerados, em geral, como fontes de producdo de citocinas. Alguns
estudos usando Toxoplasma gondii e Heligmosomides polygyrus tem elegantemente
demonstrado que linfécitos B, assim como os linfécitos T, podem produzir um amplo
espectro de citocinas. Recentes estudos com experimentos com componentes inflamatdrios,
como colites, encefalomielites, alérgica e artrite tem demonstrado que os linfécitos B
produzem quantidades suficientes de IL-10, assim auxiliando na redu¢do da inflamacao
(SUGIMOTO, K et.al, 2007).

Virios estudos falharam em demonstrar a produgdo de IL-12p70 por linfécitos B.
No entanto, mais recentes estudos demonstram que tanto linfécitos B de humanos quanto
de murinos produzem uma grande quantidade de IL-12, em resposta a estimula¢do combina

do receptor de célula B(BCR)/CD40 e CpG. Como a IL-12 é considerada o fator crucial da
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indugdo de linfécitos T helperl (Thl), sendo pelo aumento de citocinas pré-inflamatdrias,
como interferon gama (INF-y) e o fator de necrose tumoral (TNF-a) (SUGIMOTO, K et.al,
2007). Além disso como descreve Marana (1997), em que demonstrou claramente quem a
IL-12 poderia ser uma alternativa de quimioterapia em pacientes com carcinoma de colo de
utero. Além disso, a IL-12 pode apresentar um potencial em imunoterapia contra tumores
solidos, por estimular eficientemente, células NK (ZHANG, C. et al. 2008). O tratamento
de melanomas com IL-27, que pertence a familia IL-6/IL-12, tem mostrado uma atividade
antiproliferativa, podendo também ter uma aplicacdo anti-tumoral (YOSHIMOTO T, et al.
2008).

Devido a sua maquinaria de sintese de imunoglobulinas, que resulta na producao
elevada dos niveis dessas glicoproteinas in vivo, os linfécitos B podem ser uma alternativa
atraente para a produgdo de moléculas in vivo, quando comparado ao uso de outras células.
Isso inclui o baixo custo na facilidade de obtencdo e manutencdo das mesmas. A
manutencao de linfécitos B in vitro, requer cuidados e, a cultura para ser mantida por mais
tempo, necessita de fatores de crescimento, como em qualquer cultivo celular (DRAUBER,
A. e VON BERGWELT-BAILDON, M. et al., 2008).

Do ponto de vista da reconstituicdo de proteinas in vivo, em patologias que nao
necessitem diretamente da corre¢do gendmica, os linfécitos B poderiam ser utilizadas para
expressdo in vivo, de proteinas em imunoterapia. Além disso, como é uma célula
apresentadora de antigeno, também pode ser utilizada no sentido de ativar o sistema
imunitdrio. A idéia inicial de que a apresentacdo por linfécitos B induzia a um padrdo Th2,
tem sido repensada no contexto do desenvolvimento da resposta imune (ABBAS A. K. e

LICHTMAN, A. H. 2008). Além disso, em vacinas de DNA, linfécitos B agem como



apresentadoras de antigenos levando padrio de ativacdo Thl (ALMEIDA, L. P. et al,
2008).

Alguns trabalhos tém mostrado que o uso de plasmidios contendo promotores de
anticorpos, quando injetados diretamente no bago de camundongos, € capturado por
linfécitos B induzindo expressdo da molécula alvo e protecdo (ZANETTI, M. et al., 2004).
No entanto, pouquissimos trabalhos t€ém explorado o uso de linfécitos B em terapia génica,
principalmente como veiculos de transferéncia de moléculas in vivo e livres da injecdo
intra-esplénica.

Avaliando a biodistribuicdo de DNA plasmidial em vacinas de DNA, Coelho-
Castelo e colaboradores (2003), observaram, pela primeira vez, que linfocitos B
capturavam DNA plasmideal e expressavam a proteina in vivo, apds a inoculacdo
intramuscular. Dessa forma, esses dados mostraram que nao somente a inoculacdo intra-
esplénica era capaz de levar os linfocitos B a capturarem o vetor, abrindo perspectivas do
uso dessas células em abordagens de terapia génica. O papel de linfécitos B como APC em
modelos de vacinas de DNA foram recentemente comprovadas (ALMEIDA, L. P. et al.,
2008). Assim, o uso de linfécitos B como veiculos de entrega de um gene também pode ser

expandido, quando se visa a indug¢do de uma resposta imune, fazendo com que essa

populacdo celular mostre uma plasticidade quanto ao seu uso em terapia génica.
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2. OBJETIVOS

2.1 - Objetivo geral

Analisar o papel de linfécitos B na producdo de proteinas heterélogas apds transfeccao

in vitro, usando plasmidio codificando GFP ou IL-12.

2.2 - Objetivos especificos

» Determinar a cinética da produgao das proteinas in vitro e ex vivo;,
» Avaliar possiveis alteragdes nos linfocitos B apds a eletroporagio;
» Avaliar a eficiéncia do uso de linfocitos B transfectados com IL-12 em

imunoterapia usando modelo de melanoma experimental.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Animais

Foram utilizados camundongos C57B1/6 WT e C57Bl/6 deficientes de 1L-12 (IL-
12KO), ou C57Bl/6 deficientes de células B (BKO), SPF (Specific Patogen Free), machos,
com 6 a 8 semanas de idade, provenientes do Biotério de Animais Isogé€nicos da Faculdade
de Medicina de Ribeirdo Preto-USP e do Biotério do Instituto de Ciéncias Biomédicas de
Sdo Paulo — USP (ICB). Os animais foram mantidos em isoladores de animais, com
temperatura, umidade, fluxo de ar e ciclo de luz claro/escuro controlados, com livre acesso

a dgua e racao.

3.2. Obtengdo dos plasmidios recombinantes pIRES-IL12, pIRES e p-EGFP-C2

Os plasmideos pIRES-IL12, pIRES(vetor) e p-EGFP-C2 foram purificados por
cromatografia de troca i6nica, sendo utilizado Endofree Plasmid Giga Kit™(QIAGEN Inc.,
Valencia, CA, USA). Uma coldnia de bactérias Echerichia coli DH50™ transformada com
o plasmideo recombinante pIRES-IL12, ou com plamideo pIRES ou com o plasmideo p-

EGFP-C2, foram retiradas de placas contendo meio LB Agar (SIGMA, Germany) e
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canamicina na concentracdo de 50pug/ml. A coldnia foi inoculada em 5.0 ml de caldo LB
Broth Base ((Invitrogen, Life Technologies) com kanamicina (50ug/ml) e incubadas
durante 8 horas a 37°C sob agitacdo vigorosa (250 RPM) (Incubador shaker series 25, New
Brunswinck, Edison, New Jersey, USA). A cultura inicial foi diluida 1/500 em 2,5 litros de
caldo LB Broth Base, contendo canamicina (50pg/ml) e incubada a 37°C sob agitagcdo (250
rpm) por 16 horas. Apds incubacao o material foi centrifugado a 5.500 rpm por 15 minutos
a 4°C e o sedimento ressuspenso em 125ml de tampao P1 (Tris-HCI 50mM pHS,0; EDTA
10mM e RNAse 100ug/ml). Em seguida foram adicionados 125ml de tampao P2 (NaOH
200mM; SDS 1%) e apds 5 minutos adicionou-se 125ml de tampao P3 (acetato de potéssio
3,0M pH 5,5). O material foi filtrado, adicionado ao tampao ER (para remocao do LPS ) e
mantido no gelo por 30 minutos. O filtrado foi aplicado a resina da QIAGEN™
previamente equilibrada com o tampao QBT (NaCl 750mM; MOPS 50mM pH7,0; etanol
15% e Triton X-100 0,15%). Apds a aplicacao do filtrado, a resina foi lavada com 600ml de
tampao QC (NaCl 1,0M; MOPS 50mM pH 7,0; etanol 15%) e o DNA plasmidial foi eluido
com 30ml de tampao QF (NaCl 1,25M; MOPS 50mM pH 7,0; etanol 15%). O DNA eluido
foi preciptado em 52,5 ml de isopropanol e em seguida centrifugado a 14000 rpm por 45

minutos a 4°C e o sedimento ressuspendido em 0,5 — 1,0 ml de dgua.

3.3. Marcagdo dos plasmidios com Alexa 488

O plasmideo pIRES-IL12 foi marcado com fluorocromo Alexa 488 (verde),
utilizando-se o sistema ULYSIS® (Molecular Probes, Eugene Oregon, USA), com algumas

modificagdes. Esse sistema de marcacdo utiliza um método quimico denominado de
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Universal Linkage System® (ULS) que permite a ligacao estavel do fluorocromo na por¢ao
N7 da base guanina. Foram utilizados 10 pg de por marcagdo. O plasmideo pIRES-IL12 a
ser marcado foi ressuspenso em 19 ul do tampao de marcagdo e desnaturado a 95°C durante
5 minutos. As amostras foram colocadas em gelo para a adi¢do de 2 pl do reagente ULS
(contendo o fluorocromo) e mais 1 pl do tampdao de marcacdo. A reagdo foi incubada a
90°C por 20 minutos. O foi purificado do excesso do reagente ULS através da precipitagdao
com isopropanol (overnight, -20°C). Em seguida, foi ressuspenso em dgua estéril e

armazenado a -70°C até o momento de uso.

3.4. Quantificagcao dos plasmideos purificados

A quantificacdo dos plasmideos pIRES-IL12p70, pIRES e p-EGFP-C2 foi realizada
por espectrofotometria nos comprimentos de onde de 260 nm e 280 nm utilizando o

aparelho Gene Quant II™ ( GE Biotech, Cambridge — England).

3.5. Avaliacdo da integridade dos plasmideos

Para verificar se os plasmideos e/ou inserto da IL-12 e GFP estdo realmente
integros, um micrograma de cada plasmideo foram submetidos a eletroforese em gel de
agarose (Sigma-Aldrich, Germany) a 1%. As amostras foram ressuspendidas em tampao de
eletroforese 6 vezes concentrado (0,25% azul de bromofenol; 40% de sucrose em agua) e o
material submetido a eletroforese em tampao TAE (Tris-acetato 40mM; EDTA 1mM
pHS8.3). A corrida foi realizada a 100V por 45 minutos utilizando o aparelho da Life
Tecnologies Inc., Modelo 250 (BRL). O padrao de 1Kb DNA Ladder (Invitrogen, Life

Technologies) foi utilizado como marcador de peso molecular. O gel foi corado com

14



0,5pg/ml de brometo de etideo (Invitrogen) e a visualizacdo foi feita em luz ultravioleta no

ImageMaster VDS(GE Biotech).

3.6. Obtencao de macréfagos peritoneais e linfocitos B

Os linfécitos B foram obtidos por selecdo negativa de células do baco de animais
eutanasiados, os 6rgdos foram retirados com material estéril. Os 6rgdos foram macerados
em meio RPMI 1640 (Invitrogen Corporation, Grand Island, NY, USA) e as hemdcias
foram lisadas com tampao contendo TRIS-base (0,17M pH 7,65) e 0,16M de cloreto de
amonio, estéril e livre de endotoxinas. Foi feita a determinacdo do nimero de células
vidveis em camara de Neubauer (corante azul de tripan). Rapidamente, apds a lise das
hemadcias, as células do bago foram incubadas com beads magnéticas contendo o anticorpo
anti-CD43 ligado (MACS® MicroBeads system — Miltenyi Biotec). A fracdo ndo ligada
(negativa) € constituida por linfécitos B em repouso, e foi coletada seguindo-se o protocolo
do fabricante. Quando necessario, os macréfagos foram obtidos da cavidade peritonial por

lavagem com salina gelada, e usados nos experimentos de contato.

3.7. Transfecc¢do por eletroporagdo dos linfécitos B

Os linfécitos B obtidos foram eletroporadas no GenePulser Xcell™ (Bio-Rad
Laboratories Inc., Hercules, CA, USA), a 300 V, 150 pF e 100 Q2, em meio Opti-MEM

(Invitrogen, Life Technologies), com 10 pg de cada plasmidio pIRES-IL12, pEGFP-C2 e
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pIRES vetor para cada 1x10° células e plaqueadas na concentragcdo de 1x10° em placas de
48 pogos com fundo em U. As células foram mantidas em cultura a 37°C em meio RPMI

1640 com 10% de SBF inativado e antibidticos (completo).

3.8. Transfecc¢ao por contato dos linfocitos B

Os linfdcitos B obtidos por selec@o negativa, como foi descrito anteriormente, foram
submetido ao contato com os plasmideos pIRES-IL12, pEGFP-C2, pIRESvetor, sendo os
linfécitos B plaqueados, na concentracdo de 1x10° em meio Opti-MEM (Invitrogen) por
poco e logo apds foram colocadas 10ug de cada plasmidio em cada pogo. Duas horas apds
esta adi¢do, cada poco recebeu o complemento com meio de cultura RPMI 1640
(Invitrogen) completo com 10% de soro fetal bovino inativado, assim dando continuidade a

cultura por um maior tempo.

3.9. Transferéncia adotiva dos linfocitos B transfectados

Linfécitos B (1x10°) transfectados ou ndo com o pIRES-IL12 injetados por via
endovenosa em camundongos pelo plexo retro-orbital de cada camundongos C57BL/6, 1L-
12 KO ou BKO. Em algumas situag¢des a transferéncia adotiva foi realizada utilizando-se

linfécitos B transfectados com pEGFP-C2.

3.10. Ensaio imunoenzimético (ELISA) para dosagem de citocinas
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Placas de 96 pocos de poliestireno (Maxisorp Nunc-Immuno Plates, Rochester, NY,
USA) foram sensibilizadas com 100uL da solu¢do de anticorpo monoclonal purificado
especifico para interleucina 5 (IL-5), interleucina 10 (IL-10), IL-12 ou IFN-y (BD
PharMingen) diluido em tampao de ligacdo (Na,HPO,4 0,IM pH 9,0) numa concentragdo
final de 1mg/mL. As placas foram incubadas a 4°C por 16h. Apds sucessivas lavagens com
solucdo PBS contendo 0,05% de Tween 20 (Vetec, Rio de Janeiro, RJ, Brasil) as placas
foram incubadas com 200uL/poco da solucdo de bloqueio, constituida de PBS contendo
10% de soro bovino fetal, durante 1 hora, a temperatura ambiente. As placas foram
novamente lavadas e foram adicionadas 100uL/poco das amostras juntamente com a curva
padrao de das respectivas citocinas recombinantes recombinante, diluidas em PBS/SBF
10%/Tween 0,05% e incubadas por 16h a 4°C. Apds lavagem, foi feita incubacao por 1h a
temperatura ambiente com os anticorpos monoclonais adequados conjugados com biotina
(BD Pharmingen), adicionando-se 100uL/po¢o do anticorpo diluido em PBS/SBF
10%/Tween 20 0,05% numa concentragdo final de 0,5mg/mL. Apds lavagem, adicionou-se
100uL/pogo de solugdo de avidina biotina peroxidase StrepAB kitTM (Dako, Carpinteria,
CA, USA) sendo incubada por 30 minutos a temperatura ambiente. As placas foram
reveladas pela adi¢do do substrato OPD (Sigma) ap6s novo procedimento de lavagem. A
reacdo foi interrompida pela adicdo de 50ul/poco de dacido sulfurico 16% (Merck,
Germany). A leitura da absorbancia foi realizada em espectrofotometro de placa (uQuant,
Bio-Tek Instruments Inc., Winooski, VT, USA) a 490 nm. A determinacdo das
concentracdes de citocinas nas amostras foi feita por interpolacdo dos resultados de
absorbancia obtidos em relagdo aos da curva padrdo. A dosagem de TNF-a foi feita

utilizando-se o kit BD OptEIA™ Set (BD Biosciences, San Diego, CA, USA) seguindo-se
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o protocolo do fabricante. A revelacdo da reagdo foi realizada na presenga do substrato

tetrametilbenzidina (TMB).

3.11. Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) para dosagem de anticorpos

A produgdo de anticorpos totais foi avaliada por ELISA a partir dos soros de
animais normais e soros de animais que receberam linfécitos B apds vinte dias de
transferéncia adotiva, sendo os soros dos dois grupos coletados em vinte dias apds o inicio
do experimento. Placas de poliestireno de 96 pocos (Maxisorp Nunc-Immuno plates),
foram recobertas com 0,1 mL de soro dos animais, diluido em tampdo de ligagdo (Na,CO;
14,3mM e NaHCOs3 10,3Mm pH 9,6), e incubadas durante a noite, a 4°C. Posteriormente,
as placas foram lavadas (0,05% de Tween 20 em PBS) e bloqueadas por 1 hora a 37°C (1%
gelatina). Apos lavagem, as amostras foram adicionadas e incubadas por 2 horas, a 37°C. A
seguir, as placas foram lavadas novamente e anticorpos monoclonais, anti-IgG total e anti-
IgM total, conjugados a biotina (PharMingen), foram adicionados para detec¢do de
anticorpos totais. Apds lavagem, as placas foram incubadas a temperatura ambiente por 30
minutos com StreptAB kit (Dako). Para detec¢do dos anticorpos, o substrato OPD (Sigma,
St Louis, USA) foi adicionado; a reagao foi finalizada pela adi¢ao de 50 uL de uma solucao
a 16% de é&cido sulfurico. A leitura da absorbancia foi realizada em 490nm em

espectrofotometro de placa.

18



3.12. Imunofenotipagem das células do bago

Ap6s os tempos determinados, os animais foram eutanasiados e o bago foi retirado e
macerado. Apds determinacdo do nimero total de células, estas foram distribuidas em tubos
de poliestireno ( 1x10° células em 100uL por tubo), e incubadas durante 30 min, a 4°C, com
anticorpo anti-CD16/CD32 (Fc Block™- BD PharMingen), na concentracio de 0,5ug/10°
células. Posteriormente, as células foram incubadas com os respectivos anticorpos
monoclonais de interesse, (0,5 — 0,75ug de anticorpo/ 1x10° células), durante 30 min, a 4°C,
no escuro. Apés o tempo de incubacdo as células foram lavadas com 2mL de PBS 1X
contendo 2% de SFB, centrifugadas a 400 g, por 10 min a 4°C e ressuspensas em 300ul de
PBS 1X contendo 1% de formol tamponado para a fixacdo das células. As preparagdes
celulares foram adquiridas no aparelho FACSort™ (Becton & Dickinson). Foram avaliados
no minimo 10.000 eventos por tubo e analisados através do programa CellQuest® ((Becton
& Dickinson), de acordo com parametros de tamanho (foward side scatter - FSC),
granularidade (side scatter - SSC) e intensidade de fluorescéncia dos anticorpos marcados
com ficoeritrina (PE), isotiocianato de fluoresceina (FITC) e CyChrome (Cy).

Tabela dos anticorpos usados nos experimentos de FACS

FITC Cy PE

Controle IgG2a de rato Controle Controle IgG2a de rato
CD19 CDh4 CD19

CDl11b CD40

CDll1c MHCII(Iad)
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3.13. Obtencao da linhagem B16F10 de melanoma

A linhagem de células tumorais de camundongo utilizada nos estudos foi a BI6F10,
gentilmente cedida pelo Dr. Marcello Barcinski do Instituto Nacional do Cancer (INCA)-
Rio de Janeiro e pelo Prof Célio Lopes Silva, do Nicleo em Pesquisa em Tuberculose. A
cultura dessas células foi realizada em meio RPMI-1640 (Invitrogen) suplementado com
10% de soro bovino fetal, 2 mM de L-glutamina (Sigma), 1 mM piruvato de sédio (Sigma)
e 20 mg/ml de gentamicina e mantidas em estufa a 37°C com densidade de 5% de CO,.
Ap6s atingir a densidade celular desejada (de acordo com o nimero de animais inoculados)
as suspensodes celulares foram descoladas das garrafas de cultura com 0,02% EDTA em
PBS e as células vidveis foram contadas e injetadas via subcutanea (SC) no flanco dos

animais em solugdo salina estéril e livre de endotoxina.

3.13.1. Avaliacao do desenvolvimento tumoral

Camundongos C57B1/6 WT (n= 4), e camundongos IL- 12 KO (n= 4) que
receberam ou nao transferéncia adotiva de linfécitos B de animais WT transfectados com
plasmideo da IL-12, foram inoculados no flanco, via subcutanea, com 5 x 10* de células
B16F10. Os animais foram avaliados quanto ao tamanho da massa tumoral (g) e o tempo de
sobrevivéncia em dias. Além disso, foram feitos cortes histolégicos da drea tumoral de
todos os grupos. As amostras foram colocadas em formalina tamponada para avaliacdo
histopatoldgica. Parte das amostras foram divusionadas para a andlise de citometria de

fluxo, usando FACsort (Beckton & Dickson).
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3.13.2. Dissociac¢do da massa tumoral para andlise por citometria de fluxo

Os fragmentos de tumor foram cortados em fragmentos ainda menores e
transferidos para tubos de 50 ml contendo 15 ml de meio Hanks livre de Ca™ e Mg""
(Invitrogen) e Liberase (6 ug/ul) (Liberase Blendzymez — Roche, IN) para cada amostra e,
em seguida, incubados a 37°C, sob agitacdo constante, durante 30 min.

Ap6s o periodo de incubagdo, as células foram dispersas com o auxilio de uma
seringa de 10 ml. A suspensdo contendo as células e os fragmentos de tumor foram
centrifugados a 1500 rpm, durante 5 minutos, e o precipitado ressuspendido em 10 ml de
meio RPMI com 10% de soro bovino fetal para bloquear a acao da liberase. Em seguida, as
células e o restante dos fragmentos teciduais, foram ressuspendidos em tampao de lise e
centrifugados a 1500 rpm para a coleta do precipitado. Este foi ressuspendido em 5 ml de
meio RPMI completo e transferido para uma peneira de aco inoxiddvel (malha no 100,
SIGMA) para a obtencdo das células isentas dos fragmentos teciduais. Na seqiiéncia, as
células foram coletadas por centrifugacdao a 1500 rpm, ressuspendidas em meio de cultura,

coradas com azul de trypan 0,2% e contadas em Camara de Neubauer.

3.13.3. Avaliacao da expressao de marcadores de superficie por citometria de fluxo
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As populacgdes de células do tumor obtidas por meio do procedimento descritos no
item 3.1.2 foram caracterizadas pela expressdo de marcadores de superficie utilizando
anticorpos conjugados a PE e Cy5. O ntimero de células nas suspensdes foi acertado para 1
x 10° células/ml em PBS. A seguir, 100 ul de cada suspensiao celular foram distribuidos em
tubos FACS. As células foram, entdo, incubadas com anticorpo anti-CD16/CD32 (Fc
BlockTM - PharMingen) na concentragdo de 0,5 ug/ 10° células durante 45 minutos a 4°C
para evitar a ocorréncia de ligagdes inespecificas. Posteriormente, as células foram
incubadas com os respectivos anticorpos monoclonais de interesse (0,5 - 0,75 pg /10°
células) durante 30 minutos, a 4°C, no escuro. Apés o tempo de incubagio, as células foram
lavadas com PBS contendo 2% de soro bovino fetal por tubo, sendo as células coletadas
através de centrifugacdo a 1500 rpm durante 5 minutos. O sobrenadante foi retirado e o
sedimento celular ressuspendido em 500 ul de PBS contendo 1% de formaldeido, para a
fixacdo das células. As preparacdes celulares foram adquiridas no FACSort (Becton &
Dickinson) e foram coletados 50.000 eventos das amostras. A caracterizagdo das
populacdes de linfécitos T do infiltrado tumoral foi realizada com anticorpos: anti-CD4,
anti-CD8, e anti-NK1.1. Foram utilizados anticorpos conjugados com PE e Cy5, além dos
isotipos controle foram utilizados em todos os experimentos para o ajuste das
fluorescéncias FL1 (PeCy5), FL2 (PE). A avaliacdo da expressdo de marcadores de
superficie foi realizada por citometria de fluxo, como descrito no item 3.1.2, usando os

monoclonais na tabela abaixo.

PE PeCy5

CD4

CD8
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NKI1.1

3.13.4. Processamento histoldgico

O fragmento tumoral obtido na necropsia apds a morte natural dos animais, foram
colocados em frascos contendo formalina tamponada 10%. Posteriormente, estes foram
lavados por 12 horas em 4agua, colocados em cassetes pldsticos € mantidos em alcool 70% até
o momento do recorte e inclusdo em parafina. O processamento histolégico seguiu o método
convencional e os cortes foram corados com hematoxilina e eosina (HE) para andlise
histopatoldgica do tumor a qual foi realizada em microscépio Optico pela Profa Dra. Simone

Gusmao Ramos do Departamento de Patologia dessa Unidade.

3.14. Analise estatistica

Para realizacdo da andlise estatistica utilizou-se o programa GraphPad Prism 4.0
(GraphPad Software Inc.) e foi empregado o teste One-Way ANOVA ndo paramétrico

seguido do pos-teste de Dunns.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizagdo dos vetores usados na transfeccao dos linfécitos B

Para realizarmos os experimentos com transfec¢do dos linfécitos B, optamos por
usar os plasmideos pEGFP-C2 e pIRES-IL12, que codificam, respectivamente, a proteina
fluorescente verde e a interleucina 12. Antes de transfectar os plasmideos nos linfocitos B,
verificou-se a integridade dos mesmos. A andlise da eletroforese em gel de agarose (1%)
mostrou que o pIRESvetor mostrou um perfil eletroforético correspondente a 4.9kb (Fig 1,
pista B). Por outro lado, o pIRES-IL12 produziu uma banda de aproximadamente 5.2kb,
(Fig 1, pista C) ja o pEGFP-C2 mostrou perfil eletroforético correspondente 4.7kb, (Fig 1,

pista D).
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12 kb

5,2kb

4,7kb

Figura 1. Perfil eletroforético dos plasmideos pIRES, pIRES-IL12 e pEGFP-C2. Os plasmidios
resultantes da purificagdo pelo kit da QUIAGEN ™ foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1%
corado com brometo de etideo para a visualizag@o das bandas. Pista B: pIRES; Pista C: pIRES-IL12; Pista D:
pEGFP-C2 ; Pista A: Padrdo de pares de bases, expresso em 1 Kb. As bandas foram visualizadas pela
coloragdo com brometo de etideo.

4.2. Linfécitos B expressam proteinas recombinantes apds a eletroporacio
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Os linfécitos B, obtidos por selecdo negativa, foram usados nos experimentos com
transfecgdo pelos plasmideos pIRES, pIRES-IL12 e pEGFP-C2.

A primeira transfec¢do foi realizada pelo método de eletroporacdo e as células
plaqueadas na concentragdo de 1x10° em placas de 96 pogos com fundo em U.
Inicialmente, realizamos a cinética de expressdo in vitro, usando o vetor que codifica a
proteina fluorescente verde para validar nosso sistema. Como podem ser observados na
Figura 2, os linfécitos B foram capazes de expressar essa proteina por um periodo de 15
horas em cultura. Nosso proximo passo foi, entdo, avaliar a cinética de produgdo da 1L-12.
A Figura 3 mostra que apds a eletroporacdo com o plasmideo que codifica a 1L-12, foi
possivel detectar a presenca dessa citocina nos linfécitos B transfectados, com pico de
producdo em torno de 48 horas. Esses resultados mostraram que os linf6citos B podiam ser
transfectadas com vetores plasmidiais, codificando diferentes proteinas, sendo que neste
sistema de eletroporagdo usando células de animais WT, os linfécitos B transfectados

apenas com vetor também induziram algum nivel de IL-12 (Figura 3).
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Figura 2. Expressao de GFP em linfocitos B eletroporados com o plasmidio pEGFP-C2 -
Linfécitos B de animais WT foram eletroporados com o plasmidio pEGFP-C2, na concentragdo de 10ug
plasmidios para cada 10° linfécitos B e colocados em cultura. Apés os diferentes tempos, a presenca de GFP
em linfécitos B foi detectada por citometria de fluxo. Os ensaios foram repetidos 3 vezes.
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Figura 3. Dosagem de IL-12 em sobrenadante de culturas de linfécitos B eletroporadas.
Linfécitos B de animais WT foram eletroporados com o plasmideo pIRES-IL12 ou vetor, na concentracio de
10pg de DNA plasmidial para cada 10° células, e incubados em estufa de CO, a 37° C. Apés diferentes
periodos de incubagdo, o sobrenadante foi recolhido e a detec¢do de IL-12 realizada por ensaio
imunoenzimdatico Os resultados estdo expressos em picogramas por mililitro (pg/ml). Moc representam os
linfécitos B submetidos apenas ao processo de eletroporagdo. O Asterisco indica p <0,05 quando comparado
ao grupo Branco. Os ensaios foram repetidos 3 vezes.
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Uma vez que os linfécitos B produziam as proteinas in vitro, no caso da IL-12,
também foi capaz de secretd-la, fomos avaliar a expressdo das mesmas in vivo, usando,
inicialmente, a expressdo de GFP como modelo. Para certificarmos de que a producao da
GFP era decorrente dos linfocitos B transfectados optamos por usar trasnferéncia para
animais deficientes de linfécitos B. Como podem ser observados pela andlise da Figura 4,
os linfécitos B transferidos para animais deficientes de célula B, foram capazes de manter a
expressao in vivo da GFP por até quinze dias apds a transferéncia adotiva. Quarenta e oito
horas apds a transferéncia adotiva, 11, 9 % dos linfécitos B expressavam a proteina GFP,
enquanto que apos 7 e 15 dias (26,13 e 31,91 % ) das células expressavam GFP, sugerindo

a eficiéncia do modelo.
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Figura 4. Expressio de GFP em linfécitos B eletroporados com o plasmideo pEGFP-C2.
Linfécitos B de animais WT foram eletroporados com o pEGFP-C2, na concentragio de 10ug para cada 10°
células. As células foram transferidas adotivamente para os camundongos deficientes de linfécitos B (BKO).
Ap6s diferentes periodos, indicados na figura, a presenga de GFP em linfécitos B foi determinada por
citometria de fluxo. Os ensaios foram repetidos 3 vezes.

4.3. Transfecgdo de Linfécitos B por contato

Depois de comprovada a expressdao heterdloga de proteinas pelos linfocitos B
usando a técnica de eletroporagao, decidiu-se fazer a transfec¢ao por contato para observar
se também por essa técnica era possivel que linfécitos B capturassem o plasmideo e
expressassem a proteina. Os linfécitos B foram colocados em contato com os plasmideos
pIRES, pIRES-IL12, para a avalia¢do da producao da interleucina 12 (IL-12) por ELISA. A
Figura 5 mostra que os linfécitos B produziam IL-12 vinte e quatro horas apds a
transfeccdo, com um pico de producdo em quarenta e oito horas. A produgdo inespecifica
de IL-12 pode ser observada nos animais cujas células foram transfectadas apenas com

vetor. No entanto essa producdo € bastante reduzida quando comparada aos dados de
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eletroporacao da fig. 3. Esses dados mostram que o aumento no nivel de expressdo da IL-12
foi decorrente da producdo proveniente das células transfectadas com plasmidio que
codifica IL-12 e ndo de um efeito inesperado do CpG sobre os linfocitos B dos animais WT
usados na transfec¢do. Assim, podemos sugerir que tanto o processo de eletroporagcdo

quanto o de contato € capaz de levar a transfeccao de linfécitos B.
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Figura 5. Figura 5. Dosagem de IL-12 do sobrenadante de cultura de linfécito B apos
transfec¢io por contato com diferentes vetores. Os Linfécitos B de animais selvagens foram purificados e
colocados em cultura com plasmidio pIRES-IL12 ou vetor por determinados periodos de tempo. Apés cada
periodo determinado, o sobrenadante era colhido e usado para detec¢do da citocina IL12 por ELISA. Branco
representa linf6citos B ndo transfectadas. O Asterisco indica p<0,05 em relagdo ao grupo Branco e Vetor. Os
ensaios foram repetidos 3 vezes.
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4.4. Linfécitos B de animais IL-12KO nao produzem IL-12 apds transfec¢ao

Para excluir a participagdo da IL-12 enddgenas do camundongo C57Bl/6, nds
realizamos os mesmos experimentos em animais deficientes de 1L-12 (IL-12 KO). De
modo inesperado, os linfécitos B provenientes desses animais quando transfectados com o
plasmideo que codifica a IL-12 ndo induzia a producdo dessa proteina in vitro. Para
verificar se o fendmeno observado era restrito aos linfécitos B, realizamos transfeccao em
macrofagos peritoneais desses animais. Novamente nio foi possivel detectar niveis de IL-
12 no sobrenadante de cultura, em nenhum dos tempos analisados (Dados nao mostrados).
Por outro lado, quando os linfécitos B de animais IL-12 KO eram transfectados com o
plasmideo pEGFP-C2, foi possivel se detectar a expressdo da proteina fluorescente verde
nessas células (Figura 6), sugerindo que os linfécitos B dos animais deficientes de 1L-12
estavam funcionais. Cabe ressaltar que obtivemos o mesmo resultado para IL-12, quando os

experimentos foram realizados por eletroporacdo, excluindo a interferéncia do método
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nesses resultados. A partir desses dados as andlises usando o plasmideo para IL-12 foram

realizadas em linfécitos B de animais C57BL/6 WT.
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Figura 6. Deteccao de GFP em linfécitos B de animais deficientes para IL-12 transfectados com
PEGFP-C2. Os linfécitos B provenientes de animais IL-12 KO foram purificados e colocados em cultura
para transfec¢@o, por contato, com o plasmideo pEGFP-C2. Apés diferentes periodos de tempo, as células
foram recuperadas e a deteccdo da GFP determinada por citometria de fluxo. Os dados sdo representativos de
dois experimentos independentes.
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4.5. Avaliagado do processo de transfec¢ao no fendtipo ou atividade de linfécitos B

Para avaliar se o processo de transfeccdo podia levar a uma alteracdo fenotipica
dessas células ou um comprometimento de suas fungdes, nds avaliamos o perfil de
diferentes marcadores na superficie celular e a produgao de anticorpos.

Inicialmente se avaliou in vitro a expressao das moléculas de ativacdo de linfécitos
B, nos linfécitos transfectados com o plasmidio contendo o gene da IL-12 e transferidos
adotivamente para animais deficientes de linfécitos B (BKO). Como podemos observar
pela andlise da figura 7, ndo ocorrera modificacdes na expressiao das moléculas do
complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe II e CD40 ap6s 72 horas.

Para avaliar se in vivo, os linfécitos B transfectadas também nao alteravam seu
fenotipo, realizamos transferéncia adotiva de linfécitos B transfectados ou ndo com o
plasmideo que codifica a IL-12 e o fendtipo das células transfectadas avaliados até 15 dias
apos a transfecgdo (Figuras 8 e 9, respectivamente). A andlise das figuras 8 e 9 mostra que
os linfécitos B transfectados ndo mostraram alteragdo do fendtipo com relag@o as moléculas

do complexo principal de classe II, CD80, CD86 e CD40, quando comparados ao linf6citos
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ndo transfectados. Esses dados sugerem que a transfeccdo de linfécitos B com DNA
plasmideal ndo altera seu fendtipo de ativagdo mesmo in vivo.

Outro parametro importante a ser avaliado foi a producdo de anticorpos. Assim,
apos a transferéncia de linfécitos B transfectadas com plasmidio IL-12, foi avaliado o nivel
de IgM e IgG totais no soro dos animais recipientes. A Figura 10 mostra que 20 dias apds a
transferéncia adotiva, nao houve alteracdo nos niveis de IgG quando comparado aos
animais que ndo receberam a transferéncia adotiva. Por outro lado, os niveis de IgM

diminuem nos animais que receberam os linfocitos B.
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Figura 7. Deteccdo da expressio moléculas de MHC classe II e CD40 em células B
transfectadas com o plasmideo pIRES-IL12, mantidas in vifro. Linfocitos B, provenientes de
camundongos C57BL/6 foram purificados e colocados em cultura com plasmideo pIRES-IL12 ou com o vetor
por diferentes periodo. Apds os periodos indicados na legenda, a presenga de moléculas de MHC de classe II
ou CD40 foi determinada por andlise por citometria de fluxo. Os graficos sdo representativos de dois
experimentos independentes. O grifico representa a porcentagem de expressdo das moléculas dada pela
intensidade de fluorescéncia.
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Figura 8. Detecdo da presenca moléculas co-estimulatérias em linfécitos B sete dias apés a
transfeccio com plasmideo da IL-12. Os linf6citos B de animais C57B1/6 foram transfectados com o
plasmideo da IL-12 e as células transferidas adotivamente para camundongos BKO. A andlise da expressdo
foi realizada sete dias apds a transferéncia para: MHC classe II, CD40, CD80 e CD86. Os valores estdo
expressos em porcentagem de expressdo dada pela intensidade de fluorescéncia. Os dados sdo representativos
de dois experimentos independentes.
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Figura 9. Detec@o da expressdo de moléculas co-estimulatorias em linfécitos B quinze dias apos a
transfeccio com o plasmideo da IL-12. Os linfécitos B de animais C57Bl/6 foram transfectados com o
plasmideo da IL-12 e as células transferidas adotivamente para os camundongos BKO. A andlise da expressdo foi
realizada quinze dias ap6s a transferéncia para: MHC classe 1I, CD40, CD80 e CD86. Os valores estdo expressos
em porcentagem de expressio dada pela intensidade de fluorescéncia. Os dados sdo representativos de dois

experimentos independentes.
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Figura 10. Deteccio de IgM e IgG total em soro de animais transfectados com linfécitos B.
Linfécitos B transfectados com pIRES-IL12 foram transferidos adotivamente para camundongos IL-12 KO.
Vinte dias apds a transferéncia adotiva, o soro dos animais recipientes foram coletados e a deteccdo de IgG e
IgM total avaliada por ELISA. Branco se refere ao animal que ndo recebeu transferéncia adotiva de células e
tratado aos que receberam.
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4.6. Deteccdo de plasmideo em outras subpopulagdes de células apds a transferéncia

adotiva.

Para avaliar se, apds a transferéncia de linfécitos B contendo o plasmidio pIRES-
IL12, esse plasmidio poderia ser liberado in vivo e capturado por outras células, nés
avaliamos o pool de células do bago dos animais que receberam linfocitos B transfectadas
em dois periodos de tempo. A figura 11 mostra que vinte quatro horas apds a transferéncia
adotiva, o DNA plasmidial estava presente quase que exclusivamente os linfocitos B, no
entanto apds 20 dias foi possivel detectar uma pequena quantidade de plasmidios nas

populacdes CD11b e CDl1c.
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Figura 11. Deteccio de DNA plasmideal ex vivo apés a transferéncia adotiva de linfocitos B
transfectados com pIRES-IL12. O plasmidio pIRES-IL12 marcado com ALEXA 488 foi transferido para
linfécitos B de animais WT e posteriormente transferido adotivamente para animais deficientes IL-12. Vinte
quatro horas (A) ou 20 dias (B) ap6s a transferéncia, as células dos animais foram obtidas do bago e a
presenca de plasmidio determinada por citometria de fluxo.
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4.7. Avaliacao da eficiéncia dos linfécitos B transfectados em terapia génica

Com o objetivo de avaliar se os linfécitos B transfectados eram capazes de
desempenhar algum papel in vivo, optamos por usar o modelo de melanoma murino. Dessa
forma, quarenta e oito horas apds a injecao subcutanea da linhagem tumoral B16F10, os
animais recebiam intravenosamente 1 x 10° linfécitos B transfectados com plasmidio da
IL-12. Podemos avaliar pelo grafico da Figura 12 que os animais que receberam células B
transfectadas com o plasmidio da IL-12 mostraram uma reducdo da massa tumoral quando
comparados aos animais selvagens ou deficientes de IL-12 que ndo receberam a
transferéncia adotiva. Essa reducdo da massa tumoral foi estatisticamente significante em
relac@o aos animais IL12 KO sem transferéncia de células B com os que receberam.

A curva de sobrevida (Figura 13) mostra que os animais deficientes de IL.-12, mas
que receberam linfécitos B transfectadas com o plasmidio da IL-12 teve uma sobrevida
maior, quando comparado aos demais grupos. Os animais selvagens (WT) ou deficientes de
IL-12 apresentaram curva de sobrevida semelhante, morrendo por volta do dia 35 apds o
desafio.

Para avaliar se a transferéncia de linfécitos B com plasmidio da IL-12 era capaz de
induzir um recrutamento celular, a presenca de subpopulacdes CD4, CD8 e NK intra-
tumoral foi avaliada. A Figura 14 mostra que os animais que receberam linfécitos B
transfectadas com o plasmidio da IL-12 mostraram aumento estatisticamente significante de
todas as populagdes avaliadas quando comparados aos animais deficientes de IL-12. Além
disso, o baco desses animais mostrou aumento na populacdo NK e em linfécitos T CD4 e

CD8 ativados (Figura 15). Em conjunto, esses dados sugerem que a transferéncia de
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linfécitos B contendo plasmidio da IL-12 foi capaz de induzir a expressdo desta citocina in
vivo, cuja a¢do bioldgica foi capaz de controlar o desenvolvimento tumoral.

Os dados obtidos das andlises histologicas do tumor corroboram nossos resultados
prévios. E possivel notar pela andlise da Figura 16 que os animais que receberam os
linfécitos B transfectadas mostraram auséncia de células tumorais vidveis, ou seja células
vivas, quando comparadas aos grupos sem tratamento. E possivel se detectar um maior
numero de células tumorais em processo de necrose isquémicas e células tumorais com

ntcleo retraido sugestivo de apoptose nos animais que receberam linfécitos B transfectadas

com IL-12.
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Figura 12. Determinacio da massa tumoral em animais portadores de melanoma que
receberam transferéncia adotiva de linfécitos B codificando IL-12. A massa tumoral foi obtida de cada
animal no momento do 6bito, ou do sacrificio. O material recolhido foi pesado e a massa expressa em gramas.
O asterisco indica p< 0,05 quando comparado grupo IL- 12 KO e IL-12 KO que receberam linfécitos B
transfectadas plasmidio que codifica a IL-12.
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Figura 13. Sobrevida dos animais desafiados com o melanoma B16F10. Apds o desafio com
melanona, os animais receberam ou ndo linfécitos B de animais WT transfectadas com plasmideo da IL-12. O
asterisco indica p< 0,05 quando comparado ao grupo IL12KO e WT.
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Figura 14. Porcentagem do fendtipo das populacoes celulares obtidas do melanoma B16F10.
Ap6s os diferentes tratamentos, o tumor foi obtido de cada grupo, e as subpopulagdes presentes no tecido
intra-tumoral detectados por citometria de fluxo.
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Figura 15. Porcentagem do fenétipo das populacoes celulares presentes no baco de animais
portadores de melanoma B16F10. Células do bago de animais selvagens, deficientes de IL-12 e deficientes
de IL-12 que receberam a transferéncia adotiva de linfécitos B foram divulsionadas e submetidas a andlise por

citometria de fluxo para deteccéo das subpopulagdes celulares indicadas.
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5. DISCUSSAO

Esse trabalho mostra, pela primeira vez, a utilizacdo de linfécitos B como uma
ferramenta em terapia génica, sendo capaz de levar a expressdo in vivo de uma molécula
biologicamente ativa. Os resultados discutidos abaixo abrem perspectivas para a aplicagao
de linf6citos B em modelos de terapia génica.

A terapia génica saiu de modelos experimentais para ensaios clinicos, quando o
grupo do Dr. William French Anderson realizou a primeira transferéncia de leucdcitos
totais transfectados com gene da proteina adenosina deaminase (ADA) para um paciente
que sofria com a imunodeficiéncia severa combinada (SCID) (CULVER K. et al., 1991;
ROSENBERG L.E.. 1990; BLAESE et al., 1995; FLOTTE, T.R. 2007). Com novos
ensaios e aplicacdes a terapia génica se mostrou eficaz ndo s6 contra doencgas de cariter
hereditdrio, mas também contra doencas infecciosas, sendo essa ultima abordagem mais
recente. Um ponto crucial para sucesso da terapia génica € a escolha de vetores para se
efetuar a transferéncia génica. Os mais comuns sdo 0s vetores virais, tais como o retrovirus,
o adenovirus e o adenovirus-associado; os vetores plasmidiais com promotor eucaritico
também sdo amplamente utilizados em diferentes modelos (JANG, J.H. et. al. 2007;
LYON, AR. et al. 2008), como no caso de leishmaniose, tripanossomiase, raiva e
tuberculose, .

Algumas doengas j4 sdo alvo de ensaios clinicos utilizando Stem-cell transfectadas
com gene da proteina de interesse como o caso da distrofia muscular de Duchenne, no qual
se tenta corrigir a distrofina mutada que gera a doenca ou a transferéncia do gene da

proteina CTRF na fibrose cistica (DEL VECCHIO, F. et al. 2005). Outro alvo interessante
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tem sido transfectar stem-cell com gene que codificam as proteinas do fator 8 e do fator 9
da cascata de coagulacdo, visando o tratamento em pacientes hemofilicos (ZUBLER, R.H.
2006; HIGH, K. A.2003; ZALDUMBIDE, A e HOEBEN, RC. 2007).

Com base nestes dados realizamos um desenvolvimento baseado na transfec¢do de
linfécitos B. A primeira evidéncia que linfécitos B eram capazes de capturar DNA
plasmidial foi observada por Coelho-Castelo e col, (2003), apds a vacinacdo intramuscular
de camundongos com DNA plasmidial. Isso nos motivou a avaliar o papel dos linfécitos B
em terapia gé€nica como transportadoras de genes para a expressao in vivo.

Para verificar a capacidade dos linfécitos B em produzir proteinas heterélogas
usamos um gene reporter que codifica a proteina fluorescente verde (GFP), para obtermos
alguns parametros inicias. Dessa forma, os experimentos de padronizacdo in vitro € in vivo,
usaram células transfectadas com GFP. Posteriormente, para avaliar o real papel da
transferéncia génica em linfécitos B, optamos por usar o gene que codifica a citocina IL-12,
uma vez que a mesma estd envolvida em controle de diferentes doencas, tornando mais
facil a escolha de um modelo para avaliar a atividade bioldgica da proteina escolhida.

Nosso primeiro ensaio foi transfectar os plasmidios da GFP por eletroporacio em
linfécitos B de animais C57B1/6 (WT). A expressdo da GFP nos linfécitos foi monitorada
in vitro por 15h (Figura 2), mostrando que o processo de transfeccdo era eficaz e linfécitos
B submetidos a esse processo eram capazes de expressar a proteina heter6éloga. Passamos,
entdo, para a transfeccdo dos linfécitos B provenientes de animais deficientes da
interleucina 12 (IL-12 KO) com o plasmidio que codifica essa citocina, visando a
reconstituicdo da expressao dessa molécula nessas células. Porém, de forma surpreendente,
as c€lulas provenientes dos animais IL-12 KO ndo produziam a IL-12, apés a transfecgdo.

Os animais IL-12 KO utilizados, foram obtidos do “Jackson Laboratory” cujo gendtipo foi
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alterado para ndo produzir a cadeia p40 da IL-12 (cadeia induzida apds ativacdo; a p35 €
constitutiva). Nao achamos nada na literatura que desse suporte ao fendmeno observado,
uma vez que o plasmidio usado expressa duas cadeias p35 e p40 da IL-12, necessdrias para
a formacdo do heterodimero completo. Essas andlises foram repetidas exaustivamente,
usando linfécitos B ou macréfagos sempre com resultados negativos (dados ndo
mostrados). Esse dado nos faz levantar a hipétese de que durante a construgdo do IL-12 KO
houve a insercdo de algum mecanismo de controle adicional que impede a producdo da
cadeia p40, uma vez que os linfécitos B de 1L-12 KO produzem GFP (Figura 6). Assim,
passamos a utilizar linfocitos B de animais selvagens (WT) nas transfec¢des. Sabendo que
essas células t€m a molécula da IL-12 funcional, nossa preocupacdo foi avaliar a possivel
influéncia da producao endégena de IL-12. Para isso consideramos como producdo de IL-
12 enddgena, apds a transfeccao, aquela dada pelas células transfectadas apenas com vetor,
usando eletroporagdo ou captura por contato (Figura 3 e 5, respectivamente). O processo de
eletroporacdo mostrou uma producdo de IL-12 apds estimulo com vetor semelhante ao
plasmideo-IL12. Isso ndo foi observado quando a captura foi realizada por contato (Figura
5), sugerindo que o processe de eletroporacdo pode ocasionar alguma alteragcdo adicional na
célula levando a produc¢do da IL-12 enddgena. De fato, a ativagdo de células do sistema
imunitario por motivos CpG, presentes na estrutura do vetor plasmideal, ativa cascata de
sinalizacdo que culmina com a producdo de IL-12 sendo a ligagdo dos CpGs em TLRO9
(GURANATHAN, S. et al. 2000; WANG, et al, 2007). Os resultados obtidos pela captura
por contato mostraram serem menos drasticos, favorecendo assim a visualiza¢ido da IL-12
transfectadas em linfécitos B. Desse modo, optamos por dar continuidade aos experimentos

usando a transfeccao por contato.
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Para avaliar se a transferéncia adotiva de linf6citos B levaria a uma expressdo da
proteina in vivo, foi realizada a transferéncia adotiva de linfécitos B de animais WT
transfectadas com GFP para animais deficientes em linfécitos B, BKO. Dessa formaos
linfécitos B analisados eram todas decorrentes da transferéncia adotiva. Houve expressao
da GFP em linfécitos B por até 15 dias (Figura 4), sugerindo que os linfocitos B apods
transferéncia adotiva ndo perdiam a capacidade de produzir a proteina recombinante.

Uma vez que o sistema de linfécitos B parecia promissor fomos avaliar se a
transferéncia de plasmideo ndo poderia levar a alteracdo de fendtipo tornando-a ativada,
uma vez que visdvamos apenas analisar o papel dos linfécitos B na producio heteréloga de
proteinas in vivo. Sao provaveis que linfocitos B transfectados possa ser utilizados como
células apresentadoras de antigenos para estimulo do sistema imunolégico como nos
modelos de células dendriticas (KYTE, J. A. e GAUDERNACK, G. 2006). Optamos por
avaliar a presen¢a de moléculas co-estimulatdrias ou que participem na indugdo da resposta

imunitaria para avaliar o fenétipo dos linfocitos B apés transfeccdo (Dallman, C. et al.

2003). Tanto in vitro quanto in vivo, o fenétipo das células ndo sofreu alteracdo (Figuras 7,
8 € 9), indicando que os linfécitos B usadas apds transfec¢do ndo mostravam fendtipo de
ativacdo e, conseqiientemente, ndo sendo capaz de ativar o sistema imunitdrio de uma
forma inespecifica.

Como uma das principais fungdes dos linfécitos B € a producdo de imunoglobulinas
(ABBAS A. K. e LICHTMAN, A. H. 2008), qualquer estratégia que vise o uso dessas
células tem que levar em consideracdo as provaveis alteracdes nesse mecanismo. N0ssos
resultados mostraram que a dosagem de IgG total no soro dos animais que receberam
linfécitos B transfectadas com plasmideo da IL-12 n3o mostraram diferenca

estatisticamente significante quando comparado aos animais WT. Por outro lado, houve
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uma diminui¢do de IgM observada 20 dias apés a transferéncia adotiva de linfocitos B.
Uma hipétese para explicar tal fato pode ser devido a propria acdo da IL-12 heterdloga,
liberada in vivo, a IL-12 influencia a produgdo de interferon gama (INF-y ), assim havendo
troca de isotipo para IgG2a em murinos. Como foi dosado os niveis de IgG total, essa
diferenga ndo pode ser detectada em nossos ensaios.

Uma vez que nosso objetivo foi usar linfocitos B como veiculo para expressdo
homdloga in vivo, outra questdo a ser respondida diz respeito a captura do plasmideo por
outras células, apds a transferéncia adotiva. Para avaliar tal ponto, os linfécitos B foram
transfectadas com o DNA plasmidial marcado com AlexaFluor 488 e as células transferidas
para animais WT. Embora as principais células portadoras do DNA plasmidial foram
linfécitos B, pode-se observar que apds 20 dias in vivo, outras células como CDI11b e
CDl11c também mostravam marcagdo para o plasmideo, sugerindo que as mesmas foram
capazes de capturar o DNA plasmidial (Figura 11). Esses resultados sugerem que a
veiculacdo de DNA plasmidial através de linfécitos B pode levar a ativagao e/ou captura de
outras células apresentadoras de antigenos, provavelmente apds a morte dessas células.
Embora os linfécitos B naive apresentem uma meia vida de 5 a 7 dias, ndo podemos excluir
uma permanéncia maior das células transfectadas in vivo, o que refletiria os resultados
mostrados na Figura 11, onde a maior porcentagem de plasmidio, estd em células CD19".
No entanto, como ap6s 20 dias observa-se um aumento na populacdo CD19" com marcagio
para o DNA plasmidial, podemos sugerir que linfécitos B do animal WT também
capturaram o DNA plasmidial quando o mesmo foi liberado in vivo. Do ponto de vista da
indugdo da resposta imunoldgica, esse mecanismo pode contribuir para a amplificacdo da
molécula a ser apresentada para ativagdo do sistema imunoldgico. Além disso, a captura

por outras células pode manter a expressdao do antigeno in vivo, mesmo depois da morte dos
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linfécitos B, apds determinados periodos de tempo, com a morte dos linfécitos B, o
plasmidio liberado pode ser capturado por outras células. Em geral, quando o DNA
plasmideal € injetado na sua forma nu, ou encapsulado em diferentes formulagdes pode ser
capturado por diferentes células do sistema imune (COELHO-CASTELO A. A. M. et al.
2003; TAHARA, K. et al. 2007). Com relacdo ao in6culo de células dendriticas isso ainda
nao foi determinado. O principal enfoque no uso de células dendriticas é na ativacdo do
sistema imune, através de apresentacdo de antigenos. Nesses modelos as células dendriticas
recuperadas de um paciente, e/ou diferenciadas in vitro, sdo eletroporadas com antigenos
tumorais ou vetores virais que codificam antigenos tumorais especificos (BARBUTO, J. A.
et al. 2004; YONEMITSU, Y. et al. 2008).

Desde que os linfécitos B se mostraram eficientes na producdo de proteinas
heter6logas tanto in vitro como in vivo, fomos avaliar o papel dessas células transfectadas
com o plasmideo da IL-12 no desenvolvimento de melanoma murino da linhagem B16F10.
Os animais que receberam a transferéncia adotiva de linfécitos B portadora do plasmidio da
IL-12 mostraram uma redu¢do da massa tumoral, quando comparado aos animais selvagens
ou IL-12 knockouts. Além disso, a sobrevida nos animais transfectados com linfécitos B
contendo gene da IL-12 mostraram uma sobrevida superior aos demais grupos. Os animais
selvagens e IL-12 deficientes mostraram curva de sobrevida semelhante (Figuras 12 e 13,
respectivamente. Em conjunto, esses resultados sugerem que o efeito biolgico observado
seja dependente da IL-12 produzida pelos linfécitos B transferidos, uma vez que os animais
selvagens tpassam a ter linfocitos B capazes de produzir IL-12 apdés o desafio tumoral.
Curiosamente, embora os animais IL.-12 deficientes apresentaram um aumento significativo
da massa tumoral a curva de sobrevivéncia foi similar ao animal selvagem. Isso sugere que

os animais selvagens possam estar produzindo baixos niveis de IL-12 quando comparado
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aos animais que receberam linfécitos B transfectadas. Os dados histolégicos corroboram
essas andlises. Os animais selvagens mostraram um maior nimero de células vidveis,
enquanto que nos deficientes de IL-12 a presenca de células tumorais em necrose
isquémicas ja era maior. Por outro lado, nos animais reconstituidos de IL-12 a quantidade
de células tumorais em necrose isquémicas, com nticleo pequeno, sugestivo de apoptose foi
bem menor (Figura 16). O papel de IL-12 no controle do desenvolvimento tumoral ja é bem
estabelecido. No entanto, os animais deficientes de IL-12 utilizados, sdo deficientes da
cadeia p40 da molécula, como j4 mencionado. Essa cadeia é compartilhada com a cadeia
pl19 da IL-23. Dessa forma os animais deficientes de IL-12 também sdo deficientes de IL-
23 (BETTELLLI, E. e KUCHOROO, V. K. 2005). A IL-23, por sua vez, estd envolvida com
a inducdo de linfécitos T CD4 do tipo TH17 secretores de IL-17, uma citocina pro-
inflamatéria. (AGGARWAL, S. et al. 2003). Talvez a auséncia de duas citocinas
importantes nesses animais, a que determina um padrao Thl de resposta e outra com padrao
pro- caracteristicamente inflamatério com aumento dos niveis de IL-1 e IL-6,
respectivamente tenham levado a um maior dano tecidual. Por outro lado, a adi¢do de
linfécitos B expressando IL-12, nos animais IL-12 KO, foi capaz de aumentar a sobrevida e
o controle tumoral. E possivel que a presenca da cadeia p40 possa ter induzido a expressio
de IL-23 e, conseqiientemente, de IL.-17 nesses animais, resultado no fenétipo observado.
Alguns trabalhos mostram correlagdo entre auséncia de IL-23 e aumento do crescimento
tumoral, corroborando nossa hipétese (LANGOWSKI, J. L. et al. 2006). A andlise dos
linfécitos infiltrantes do tumor (Figura 14) ou daqueles presentes no bago (Figura 15)
mostram que a reconstitui¢do dos animais IL-12 deficientes via transferéncia adotiva de
linfécitos B- IL-12 mostrou um aumento da populacio T CD4, CD8 e NK quando

comparados aos controles. Esses dados sugerem que a reconstituicio com a IL-12 foi
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eficiente em recrutar células intra-tumorais que possivelmente atuem no controle do
mesmo. E possivel que tanto IL-23 quanto IL-17 esteja envolvida. A participacio de
linfécitos T CD8 e NK infiltrantes na massa tumoral pode ser considerada um bom
prognéstico na evolucdo humoral (BAJETTA, E. et al. 1998; MONTARINE, R. et al.
2000). De qualquer modo, nossos dados ndo nos permitem excluir que os linfécitos B
também possam ter participado como APC nesse modelo.

Tomados em conjunto, nossos resultados mostraram que linfécitos B podem ser
uma estratégia de escolha para uso em terapia génica, carreando genes para expressao in
vivo, que mantém sua atividade bioldgica. Os processos de transfeccao ndo interferem com

o fendtipo dos linfécitos B usados. Esses dados s@o inovadores e abrem perspectivas para

novas aplicagdes de linfécitos B em terapia génica.
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6. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho nos permitem concluir que:
e Linfécitos B trasnfectados podem levar a producdo in vivo de proteinas
heter6logas biologicamente ativas, podendo ser uma nova ferramente em

Terapia Génica.
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Baixar livros de Literatura

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

Baixar livros de Medicina

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

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

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

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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