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RESUMO

O campo da vacinologia génica abriu perspectieadasenvolvimento de vacinas e terapias contra
diferentes patégenos. Um exemplo disso € a vaciNA-Bsp65 que se mostrou protetora contra a
tuberculose experimental. Embora varios aspectesedeovo tipo de vacina tenham sido estudados, o
desenvolvimento de células de memdria € muito paxmorado. O conhecimento dos mecanismos
envolvidos para gerar memoria nesse tipo de egieapbde favorecer a escolha de vetores leodster
para atingir a protecdo necessaria. Nesse tralfaitavaliado o papel de células B na modulacao da
resposta de células T e inducdo de meméria, apé@sunizacdo com antigeno protéico e de DNA
(pcDNA3-Hsp65). Os resultados mostraram que adastBI foram importantes na geracao de células T
CD4'/CD44""/CD62L"" (meméria efetora), em todos os periodos de templbisados para ambos os
grupos de imunizacéo, e, na geracdo de células 8 CD44""/CD62L°"/CD127, aos 15 e 30 dias
apds as imunizacdes, mas ndo para TEIB44"™"/CD62L". Além disso, estas células foram mais
importantes para producéo de citocinas inflamatéai@s 15 dias apds imunizacao, ou seja, nos estagio
mais iniciais da resposta imune. Também foi detiectior PCR em tempo real, a expresséo de IL-10 por
células B no baco dos animais. Estas células farasthor caracterizadas por citometria de fluxo.
Interessantemente, a populacdo de células B qus praiduziu IL-10 apresentou um fenétipo
CD19/CD5'/CD43. Enquanto a populagdo CD10D5/CD43 mostrou pouca producdo de IL-10.
Esses dados sugerem que essa subpopulacdo sejtaimtmo esquema de vacinagdo para geragao de
células de memodria. Além disso, as células B madfas expressaram o fator de transcricdo Foxp& que
caracteristico de células T reguladoras. Essa dneipa deteccdo de Foxp3 em células B, mas novos
ensaios devem ser conduzidos para caracterizarsabgapulacdo. No entanto, os dados apresentados
nos permitem sugerir que diferentes subpopulacdes células B possam contribuir para o
desenvolvimento de células T de memdria, e que sfitds devem ser considerados em modelos de

vacinacéo.

Palavras- chave: Células B, células de memoria, viaas de DNA
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1. INTRODUGAO

O campo da terapia génica abriu, nos ultimos grassibilidades virtualmente
ilimitadas de aplicagcbes na medicina. Além de qdm®s genéticas de problemas
hereditarios como fibrose cistica, também estacetitizada na prevencédo de doencas
degenerativas como Alzheimer, artrite e arterogsker Novas abordagens de
tratamentos como para tumores e imunizacdo contsdrus da imunodeficiéncia
humana (HIV), variola, entre muitas outras doengagém estdo sendo desenvolvidas

(Hellermann e Mohapatra, 2003).

Uma possibilidade bastante importante é a prodygiolongos periodos de
proteinas a partir do acido desoxirribonucléico A)Nle interesse. Desse modo, a
utilizacdo de material genético para induzir imadiel especifica contra patdgenos,
abriu novas perspectivas no campo da vacinologmenhtanto, embora o campo da
medicina génica tenha se desenvolvido rapidameniép ainda precisa ser feito para
elucidar os mecanismos de acdo deste material igenétellermann e Mohapatra,

2003).

A demonstracao de que a inoculagéo, em camundodgasn DNA plasmideal
contendo um determinado gene induzia uma respuostae contra a proteina codificada
por esse gene provocou, nos ultimos dez anosgarsemto de uma nova estratégia em
vacinacgao (Tang, Devét al, 1992; Ulmer, Donnellet al, 1993). As vacinas de DNA,
como passaram a ser conhecidas, se mostraramesfieaz modelos animais contra
uma série de agentes patogénicos como virus, lgtéungos e parasitas (Wells,
1993; Gregoriadis, Saffiet al, 1997; Macgregor, Boyeet al, 1998; Svanholm,
Bandholtzet al, 2000; Yoshida, Kashiwamuret al, 2000). Algumas dessas novas

vacinas, principalmente aquelas contra a sindromeintunodeficiéncia adquirida



(AIDS) e influenza, apresentaram excelente respastarimatas, e ja se encontram em

fase de testes clinicos em humanos (Macgregor,rBxyd, 1998).

Os plasmideos estdo sendo amplamente utilizados cegtores para as
construcdes dessas vacinas, pois conseguem cossSuaEieavessar a barreira nuclear
para que a proteina possa ser expressa dentrdutie ééém disso, apresentam alguns
requisitos que auxiliam na otimizacdo de sua temgsio e expressdo em células
eucariodticas. Isto inclui sequéncias de DNA que sécessarias para: (i) selecéo e
replicacdo em bactérias; (i) promotores espeqi@s processos de transcricdo e
traducéo; (iii) sequéncias especificas que permitemxpressao génica em células
procarioticas e eucariogticas (Silva, 1997). Os mimmes mais eficazes encontrados sao
0S promotores virais do Simian virus @V40) e citomegalovirus (CMV). A insercao
desses promotores promove uma maior eficacia maféecdo podendo minimizar a
quantidade da dose da vacina a ser administradan([Dearet al, 1999).

ApoOs a clonagem do gene que codifica o antigeninala¢frequentemente
relacionado com a viruléncia ou patogenicidadeatysites infecciosos) no plasmideo,
ele é introduzido em uma bactéria hospedeira, merae Escherichia coli com a
finalidade de se produzir o plasmideo em largalasease obter uma quantidade
suficiente de DNA para a vacinacao propriamenta (filva, 1997). Além de todos
esses requerimentos acima citados, os plasmideda abntém sequéncias que sao
muito importantes na imunogenicidade das vacinsssEsequéncias sdo formadas por
repeticbes de dinucleotideos citosina-fosfato-gsiaao(CpG). Estes motivos se ligam
aos receptores do tipo Toll (TLR), Tollativam células dendriticas, além de atuarem
diretamente nas células B promovendo a secrecaata®rpos (Gurunathan, Klinman

et al, 2000).



1.1. Mecanismos de ac¢ao das vacinas de DNA plasnatie

Sabe-se que as vacinas de DNA plasmideal podimar aanto a imunidade
celular quanto a imunidade humoral. Isto promoveaumunizacdo mais eficiente
contra patégenos intracelulares que requerem umar m#vacao de linfocitos T,
principalmente T CD8 (Gurunathan, Klinmaret al, 2000). Mas 0s mecanismos
envolvidos na ativacdo do sistema imune nesses tiporespostas ainda nao foram
completamente elucidados. Outro ponto também néaresido envolve o processo de
captura deste DNA plasmideal pela célula eucaddticvivo. Durante este trajeto, o
plasmideo enfrenta barreiras extra e intracelulanéss de atingir o nacleo celular para
promover a transcricdo do antigeno de interessand2earet al, 1999). A elucidacéo
desses mecanismos pode levar a uma reducédo datidzsela ou mesmo levar a um

controle maior dos mecanismos desencadeadosgo.

Alguns autores propdem que a inducao da resposieipossa ter inicio apés a
transfeccdo de uma célula somatica, ndo apreseatddantigeno profissional. Outros
autores tém demonstrado a importancia de céluladrifieas da medula O0ssea na
inducéo da resposta imune (Gurunathan, Klinmiaal, 2000). Embora a importancia
das células apresentadoras de antigenos (APCg&smwaohis fique clara na maioria dos
modelos testados, ndo existe um consenso sobreeasidade de estas células serem
diretamente transfectadas, ou capturarem o antigiatetizado em outras células para
dar inicio a resposta imune (Torres, lwasalal, 1997; Akbari, Panjwaret al, 1999).
Apoés a captura do DNA plasmideal por uma APC, égenb produzido no citoplasma
entra na rota de degradacdo endodgena, sendo dpoksera superficie celular no
contexto de moléculas de histocompatibilidade jpalo(MHC) de classe |, levando a
ativacdo de linfocitos T CD8especificos. Por outro lado, parte dos antigenos

produzidos endogenamente, quando secretados péléssce/ou liberados destas apos



a morte celular, podem ativar tanto linfocitos TARQuanto T CD8. Neste ultimo caso
por meio de um mecanismo denominado apresentagfmada. Além disso, 0s
linfécitos B também podem capturar antigenos lidbesalevando a producdo de
anticorpos especificos (Liu, Wet al, 1995; Gurunathan, Klinmaat al, 2000) No
entanto, a apresentacao antigénica apos a injec&@iNd plasmideal parece ser mais
complexa do que o habitual. Askew, Céual, 2000, demonstraram que 0S motivos
CpG nédo metilados presentes no plasmideo, alénmdieir a maturacdo de células
dendriticas, também foram capazes de promover amerto transiente na apresentacao
de alguns peptideos por moléculas de MHC de clas8ssim, quando as sequéncias
contendo CpG sao internalizadas pelas células pouse, ligam-se aos receptores TLR
9 presentes principalmente em vesiculas intragelidatz, Alfrinket al, 2004). Esta
ligacdo promove ativacdo destas células e umaipat¢dio da resposta para um padrao
T helperl (Thl) de resposta (Krieg, 2002). Tal efeito seggie a propria molécula de
DNA plasmideal pode interferir na apresentacdogénica durante a inducdo da
resposta imune. O entendimento dos mecanismos whe®l no processamento
antigénico em vacinas de DNA pode favorecer o dedeimento de vetores com
estratégias que visem melhorar a apresentacadotiigerars. Desse modo, a grande
vantagem da utilizacdo de vacinas de DNA plasmideajue elas fornecem as
informacBes genéticas necessérias para que o smganproduza o0 antigeno
endogenamente (ativagdo especifica), o que tralicagpes diretas na inducdo de
linfécitos T CD8. Além disso, como os vetores plasmideias apreseptapriedades
imunoestimulantes, decorrentes da presenca dosvaroCpG, podem agir como
adjuvante aumentando a magnitude da resposta infatieacdo inespecifica)

(Gurunathan, Klinmaset al, 2000).



1.2. Vacina DNA-Hsp65

Utilizando uma vacina de DNA plasmideal que codifec proteina de choque
térmico (Hsp) de 65 kDa dblycobacterium lepradpcDNA3-Hsp65), o Nucleo de
Pesquisa em Tuberculose (NPT), vem apresentanddtadss eficazes contra a
tuberculose experimental. A imunizacdo intramusaddacamundongos BALB/c com o
pPcDNA3-Hsp65 foi efetiva em induzir uma respostaime protetora, do padréo Thil,
contra o subsequente desafio chtycobacterium tuberculosidowrie, Tascoret al,
1999). Nesse modelo experimental, a protecdo foelarionada com a ativacéo e a
manutencao de linfocitos T CD@&ntigeno-especificos, produtores de interferonagam
(IFN-y) e com alta expressdao CD44, um marcador fenotgeamemoria (Bonato, Lima
et al, 1998; Lima, Bonatet al, 2001). A vacina de DNA-Hsp65 também mostrou uma
importante acdo terapéutica, quando usada juntenwom drogas anti-tuberculose,
sugerindo um papel mais abrangente para as vatgnB®NA do que somente profilaxia
(Lowrie, Tascoret al, 1999).

As proteinas da familia das Hsps, sdo altamenteseceadas entre 0s
organismos e sdo expressas em varias situacoestrdese, dentre elas, exposicdo a
fatores pro-inflamatérios como citocinas fator @enose tumoral alfa (TNE)} e IFN+y
(Morimoto e Santoro, 1998; Fink, 1999; Naylor e tHaP001). Varias evidéncias
mostraram que essas Hsps sdo altamente imunogérotaalém de serem conservadas
entre as varias espécies de bactérias, quandoganismo € infectado, ele monta uma
resposta imune contra o0 patdgeno e isto se torra sitnacdo de estresse para a
bactéria, promovendo um aumento na expressdo dpss@snas nesses patdégenos.
Assim, elas se tornam alvos mais faceis duranésgosta imune do hospedeiro. Outro
fator importante € que as proteinas da familiaHtgss funcionam como chaperonas e

podem auxiliar no dobramento de peptideos recéadgerdurante a resposta imune, o



que facilita na entrada desses peptideos na fenddHC. Assim, as Hsps além de
auxiliarem no desenvolvimento da resposta imungifunam como o proprio antigeno
(Srivastava, 2002).

Uma alternativa para a reducéo tanto da dose addizjuanto do namero de
imunizacbes tem sido a combinacdo dessas vacinas sistemas de liberagcéo
controlada e adjuvantes. Assim, no caso da Hsp®%, iinica imunizacdo feita com
pcDNA3-Hsp65 em micro esferas com co-polimero @eldv de acido lactico e
glicolitico (PLGA) contendo dimicolato de trealod@MT) foi capaz de induzir uma
eficiente resposta imune protetora contra a tulb@seuexperimental nos animais
imunizados, abrindo perspectivas para o uso degsenga como veiculos em vacinas de
DNA (Lima, Bonatoet al, 2001). E assim como foi demonstrado em Tromb8itea
et al, 2007, com este sistema de entrega, o0 DNA plasinideteve uma maior
permanéncia em APCs nos linfonodos, podendo fagoeeapresentacdo antigénica.

Nossa observacao de que, apos a imunizacao intcafagso DNA plasmideal
também pode ser capturadovivo por linfécitos B da medula 6ssea e do linfonodo
drenante, (Coelho-Castelo, Santos Jumbral, 2003), abre novas perspectivas no
entendimento da participacao de diferentes tiphgazes na ativacéo da resposta imune
mediada por vacinas de DNA. Células B podem agmac@dPCs e produzir citocinas
que modulem a resposta de linfécitos T CB4 CD8, contribuindo para a geracéo de

memoria.
1.3. Geracgdo de células de memodria

O principal requerimento no desenvolvimento de naxié a formacdo de
células de memdria de vida longa. Como ja foi visto caso de vacinas contra

patégenos intracelulares, os linfocitos T C@Bnstituem um importante mecanismo na



defesa contra esse tipo de microorganismo (Essaichdseet al, 2003). Os linfocitos

T naiveem contato com o antigeno, se diferenciam e pralifi para se tornar células T
efetoras. A expansdo clonal de células T TBR8tigeno-especificas asseguram a
producdo de um grande numero de células efetonas, sgcretam uma grande
quantidade de citocinas tais como IFNalém de realizarem uma funcdo citotoxica
promovendo a morte de células infectadas. Apdsserd®lvimento de uma resposta
imune, as células T de memodria sdo as Unicas queapecem, sendo capazes de
diferenciacéo adicional rapida e proliferacdo nepade uma possivel re-infeccdo, tendo
um papel importante na imunidade protetora (Asaddmed, 1996). Ja as células T
CD4", sdo importantes por funcionarem como células Tiliates que também
potencializam a funcdo de células T CPBor meio da secrecdo de citocinas, bem
como na cooperacdo com linfocitos B para a proddgianticorpos (Foulds, Rotéed

al., 2006). Isto demonstra a importancia da geracéan®as as células de memodria na
construcdo de uma vacina. Diferentemente das waci@ subunidade e de
microorganismos atenuados que ativam preferencarémema resposta humoral, as
vacinas de DNA ativam uma resposta celular, queodoirdito sdo mais eficientes para
a eliminacdo de patdogenos intracelulares como wrusactérias tais como M.
tuberculosigRevisto em Gurunathan, Klinma al, 2000).

As células de memodria podem ser divididas em dalstims: células de
memoria central (TCM) e células de memdria efet@BM). Estes dois subtipos
podem ser caracterizados pela expressao de algantsdores na superficie, pela sua
capacidade de resposta a um segundo encontro @rtigeno e a localizagdo destas
(Esser, Marcheset al, 2003). As células TCM sdo caracterizadas pelatign
CD62L""CCR7"", e tendem a se localizar em 6rgéos linfoides skuims, por onde

migram para promover a vigilancia do sistema imuJideas células TEM apresentam o



fendtipo CD62[°"/CCR7°" e migram entre os 6rgéos nao-linféides (Sallustmijg et
al., 1999). As células TEM respondem rapidamente emsagundo contato com o
antigeno, promovendo protecdo imediata contra enmafeccdo. Ja as células TCM se
expandem imediatamente em um segundo contato amtigeno, se diferenciando em
células efetoras que podem migrar para os orgadenos (Esser, Marcheset al,
2003).

Existem alguns fatores que podem auxiliar na geragda manutencdo das
células de memodria. Por exemplo, a inducdo dedito® de memoria € dependente da
exposicao ao antigeno e de citocinas, como in@ra (IL-2), IL-4, e principalmente
IL-7 e IL-15, que sdo importantes na regulacéo @adostasia dos linfocitos (Weng,
Liu et al, 2002). A IL-15 € uma citocina que sinaliza porionde um receptor
trimérico, sendo a subunidade alfa deste receptotonimportante para exercer sua
funcdo. A IL-15R: € importante para a realizacéo de dois mecanisarasteristicos da
IL-15. A apresentacéim transque demonstra que para que uma célula possa teEspon
a esta citocina, ela precisa expressar somenteegacalfa desse receptor (Schluns K. S.
Stoklasek, 2005). O outro mecanismo importante eacteristico da IL-15, é a
reciclagem do receptor, o que permite que umaaélelmemodria possa sofrer a acao
da IL-15 por longos periodos, promovendo sobrevii€a longo prazo destas células,
principalmente T CDB Mas o exato mecanismo pelo qual ela age aindaéndo
conhecido (Sato, Patet al, 2007). J& a IL-7 é responsavel pela manutengéo te
célulasnaive na periferia quanto de células de memdria. O aaierohina a resposta
dessas células a IL-7 é a expressdo também daacalfeeido seu receptor (CD127).
Esta molécula é altamente expressa em céhalas pois estas células necessitam deste
estimulo para se manterem vivas na periferia. Quasd ativadas, elas perdem a

expressao de CD127, pois nesta fase possuem aukestim sobrevivéncia dado pelo



antigeno. Quando o antigeno é eliminado, as cému&s sobreviveram na fase de
contracdo da resposta imune voltam a expressacept® para se manterem vivas
(Schluns, Kieperet al, 2000). O mecanismo primordial de acdo desta indo@
promover uma maior proliferacdo das células na fieseontracdo da resposta imune,
aumentando assim, a quantidade de células vives egid fase e consequentemente
uma maior porcentagem de células de memoria (SshKieperet al, 2000). A IL-7
também age pelo mecanismo de promover a expresstdates antiapoptoticos pelas
células durante a resposta imune (Nanjappa, Wateaif 2008).

Outro mecanismo que é descrito como auxiliar nautesaigdo das células de
memoria € a deposicdo de complexos de antigenmegmii que persistem nas células
dendriticas foliculares (FDCs) fornecendo estinpdoa a manutencdo das células T
memoria. As FDCs podem capturar os imunocomplegtendo-os em sua superficie
por um longo periodo. Uma vez que estas FDCs siwigntes no processamento de
antigenos, postulou-se que as células B escolhtas astigenos presos nas FDCs e 0s
apresentam as células T, auxiliando na sustentdadoemoéria a longo prazo (Esser,

Marcheseet al, 2003).

1.4. Participacdo de células B na ativacdo de lirdilos T e na manutencdo da
memoria

Recentemente, o papel das células B na modutkc@esposta de células T tem
sido estudado em diferentes modelos experimentpasrece diferir de acordo com o
estimulo antigénico e com o agente infeccioso.ddiwds B podem capturar, processar
e apresentar antigenos solluveis podendo partigipar, Wu et al, 1995; Constant,

1999; Linton, Harbertsost al, 2000), ou ndo, (Ronchese e Hausmann, 1993; Bpsteli



Di Rosaet al, 1995; Topham, Tripet al, 1996; Van Essen, Dullforcet al, 2000) da

inducéo da resposta de linfocitos T CD4

A resposta de células T CD&m animais deficientes de células B ¢ normal
durante a infeccdo aguda com virus da coriomemingifocitica (LCMV), mas néo
durante a infeccao crbnica (Asano e Ahmed, 199él&s B desempenham, ainda, um
importante papel na modulacéo da ativacéo de o3 CD8 apds a infeccdo com
Listeria monocytogeneéShen, Whitmireet al, 2003). Na infeccao pdrripanosnoma
cruzi as células B tiveram uma funcdo importante na fageda, pois animais
deficientes dessas células falharam em conterasigamia, além de possuirem menor
porcentagem de linfocitos T CD@&m infiltrados inflamatorios. Esses animais também
tiveram uma diminuicdo da expressao de citocingsadivdo Thl que € importante para
o controle da doenca (Cardillo, Postet al, 2007). Recentemente, também foi
demonstrado por (Whitmire, Asarei al, 2009), que as células B sdo fundamentais
para a manutencdo de células T COie memoria em infeccdo por LCMV e,

indiretamente, de T CD&lurante a infecgéo cronica.

O papel das células B durante a infeccdo dbmuberculosisainda nédo esta
claro. Alguns relatos sugerem que essas célulassemiam pouca contribuicdo no
controle ou exacerbacdo da fase cronica da infeeggerimental (Vordermeier,
Venkataprasacet al, 1996; Johnson, Coopet al, 1997). Por outro lado, Bosio,
Gardneret al, 2000, demonstraram que animais deficientes ddaseB apresentaram
menor disseminacdo de bactérias para outros Orghoformacdo de lesdes
granulomatosas de menor gravidade, pois estes i@npnasuem uma deficiéncia na

formacao do granuloma. Na auséncia de célulag Bna menor ativagéo de células T
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e consequentemente, um menor numero de célulagitizasl e macrofagos ativados

que sao celulas importantes na formacéo da esdrdtugranuloma.

Células B também contribuem para o aumento dasésple linfocitos T CD4que
mantém o controle por longo tempo durante a infeqeér Plasmodium chabaudi
(Meding e Langhorne, 1991; Von Der Weid e Langhprb@93; Von Der Weid,
Honarvaret al, 1996). Desse modo, as células B podem estar\adaslna ativacao e
manutencdo da memdria, no contexto de muitas igéscgPorém seu preciso papel na

inducéo da resposta imune em modelos de vacinB®deainda ndo esta definido.

1.4.1. Tipos de células B

As células B séo classicamente conhecidas comolagiyas positivas do
sistema imune, pois, além de secretarem antica&poemoverem a ativacao de células
T CD4', estas células também secretam vérias citocinas db-4, IL-6 e IFNy
(Harris, Haynet al, 2000; Tian, Sumt al, 2000). As células B também séo fontes de
producdo de anticorpos contra microorganismos oreas sendo que, em algumas
circunstancias alguns anticorpos atuam como aafivos que promovem
consequéncias patogénicas em doencas autoimuneszi{BoYanabaet al, 2008).
Estas sdo classicamente conhecidas como células(@a8sicas) ou células B
convencionais e se localizam preferencialmente rg&o8 linféides secundéarios (bago e
linfonodo). Assim, séo importantes tanto na imude@umoral quanto na imunidade
celular (Allman e Pillai, 2008).

Atualmente, a acdo das células B vem sendo ampliad@éncias de sua
habilidade em suprimir uma resposta de hipersdisite ja foi descrita por (Katz,

Parkeret al, 1974). Em 1996, Janeway e colaboradores forapniim®iros a mostrarem
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um papel regulador de fato dessas células em malielencefalomielite autoimune
experimental (EAE). Mas sO receberam a denominaigiccélulas B reguladoras
(Bregs), em 1997 (Mizoguchi, Mizogucéi al, 1997), quando estudaram seu papel em
modelo de colite autoimune. A partir destes tiads| sua funcdo de supressao vem
sendo descrita em varios outros modelos de autidade, inflamacdo e céancer
(Mizoguchi e Bhan, 2006; Mauri e Ehrenstein, 2008k células B promovem
regulacdo do sistema imune por meio de uma sérimatmnismos. Essas células B
podem funcionar como APCs secundarias, minimizamddivacdo de células T que
foram previamente ativadas por células dendriti¢gasoechel, Lohret al, 2005).
Também, foram capazes de suprimir o desenvolvimgatmflamacdo em modelos de
colite, pela inibicdo da proliferacdo de células vi interagdo CD40-CD40L
(Mizoguchi e Bhan, 2006). Similarmente, foram ca&sazle inibir uma reacéo
inflamatdria autoimune sistémica da pele por pragn@v diminuicdo da expresséo do
receptor de célula T (TCR) em células T ja ativd#a®echel, Lohet al, 2005). Além
disso, podem promover uma diminuicdo da ativaciogeacdo de APCs profissionais
pela producao de IL-10 e CXCL13 (Moulin, Andeal, 2000; Mizoguchi, Mizoguchi

et al, 2002; Yu, Wanget al, 2002).Outro mecanismo classico de regulacédo promovido
por células B na inflamac&o é a inducéo de céllil@D8 reguladoras via dependente
de beta-2 microglobulingg2M) (Langermans, Dohertgt al, 2005).

Além de promoverem regulacdo da resposta imunenpoanismos dependentes
de interacOes celulares, essas células também ppaenover supressao da resposta
imune por meio da secrecao de anticorpos. Nesselgea ligacdo de anticorpos em
seus receptores fRIIB por imunoglobulinas G (IgGs), ou por imunocdexns
promove a inibicdo da resposta imune pela fosfgidade ITIMs. Levando-se em

consideragdo que cerca de 75% dos receptorgseiic camundongos sao do tipo
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FcyRIIB, este € um mecanismo importante na manutenigidolerancia (Bolland,
2005). As células B podem ainda, secretar antisorgoe neutralizem possiveis
autoantigenos como aqueles derivados de célulapt@ioas, podendo impedir o
desencadeamento de uma resposta inflamatoria I(Saadok et al, 1993; Bellone,
2000).

As células B reguladoras também produzem citocomeso IL-10 e fator de
crescimento transformante beta (T@F-A secrecdo de IL-10 é importante para manter
um equilibrio entre Th1/Th2, e prejudicar a ativadé células da resposta imune inata,
impedindo o inicio da inflamacé&o (Fiorentino, Zi&tet al, 1991). Essas células foram
capazes de produzir IL-10 pela estimulacdo com dm@polissacarideos (LPS), e
Hsp60 (Zanin-Zhorov, Takt al, 2005). A producdo de TGFf foi detectada pela
estimulacdo dessas células vitro com LPS (Parekh, Prasaet al, 2003). A
transferéncia destas células produtoras de PJfara animais diabéticos, foi capaz de
suprimir a doenca por promover a apoptose de celukfetoras. Entretanto, ainda nao
houve a deteccdo da producéo desta citocina polaséin vivo (Mizoguchi e Bhan,
2006).

Segundo Allman e Pillai, 2008, as células B s@alids em 3 populacdes. As
células B-1, Células B da Zona Marginal (MZB), é&utas B foliculares ou células B-2
(convencionais). Estas ultimas como ja foi faladm a capacidade de ativar células T
CD4" e produzir anticorpos, e se localizam no sangnfgnodos, baco a placas de

Payer (revisto em Allman e Pillai, 2008).

As células B da zona marginal (MZB), se localizaaninterface de encontro de
células B e T no bago e linfonodos. Podem se toptesmaocitos de vida curta na
auséncia de ligacdo de antigenos ao receptor d&a d&l(BCR). Possuem uma alta

expressdo de CD21. Assim, estdo estreitamente \adasl na captura de
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imunocomplexos e transporte destes até a zonaldiescd foliculares (revisto em
Allman e Pillai, 2008). Sua expressdo de CD1d emie que estas células estejam
participando da apresentacdo de antigenos paracitog naturalmente citotoxicos
(NKT). Leadbetter, Brigkt al, 2008; Mauri e Ehrenstein, 2008, demonstraramhdue
presenca de uma subpopulacao de células MZB pradutie altos niveis de IL-10 apos
estimulacdo com LPS ou CpG. Estas células derivamnah populacéo precursora de
células B na fase 2 de transicao (T2- MZB). Estaufaxdo T2-MZB produtora de IL-
10 é encontrada em baco de aninres/e Tem sua populacdo reduzida no pico da
inflamacéo e depois volta a sua populacdo norméhse de remissdo da doenca. Seu
potencial regulador € dependente da producdo de)|llpois a transferéncia destas
células T2-MZB isoladas de animais nocautes deOlLfhlharam na protecdo ao

desenvolvimento de artrite experimental (Evansvend&uedaet al, 2007).

A subpopulacdo B-1 se localiza no peritdbneo, reagdades pleurais e na lamina
propria do intestino, e recirculam através destggas (revisto em Allman e Pillai,
2008). Se diferenciam das células B-2 pelo fendtmmalizacdo anatémica, capacidade
de autorrenovacao e producao de anticorpos natithid0 (Kantor, Stalet al, 1992).
Estas, ainda se dividem em outras 2 subpopulag8e=lulas B-1a e B-1b. As B-1a se
diferenciam das células B1-b pela expressédo de €B%a capacidade de secrecdo de
IL-10 (Harris, Hayneset al, 2000; Fillatreau, Sweeniet al, 2002; Evans, Chavez-
Ruedaet al, 2007; Mauri e Ehrenstein, 2008). Essas célula§ Qid baco foram
capazes de produzir IL-10 em resposta a estimulpgéd_-12, enquanto células CD5

nao produziram IL-10 sob estas condi¢bes (SpeRognteret al, 1997).

Como foi visto, ha varias evidéncias da existéragacélulas B com funcdes

reguladoras, tanto dentro do subtipo B-1 quanteuldipo B-2. Mesmo assim, 0 exato
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fendtipo dessas células ainda néo foi estabeleSdbe-se que as Bregs possuem a
expressao da molécula CD5 e geralmente secretai® I(Bouaziz, Yanabat al,

2008).
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2. OBJETIVOS

Resultados obtidos em nosso laboratorio demoastrague células B séo
capazes de capturar o DNA plasmideal Hsp6svo, (Coelho-Castelo, Santos Junédr
al., 2003), e apresentarem peptideos derivados daipaosp65 para as células T, o
que foi demonstrado pela proliferacdo dessas se(élbneida, comunicagcdo pessoal).
Esses dados em conjunto, sugerem novas perspedavaarticipacdo de diferentes
tipos celulares na ativacdo da resposta imune wohedimr vacinas de DNA, pois
mostram que as células B também podem agir como AR@oduzir citocinas que
modulem a resposta de linfocitos T CDd T CD8, contribuindo para a geragéo/
manutencdo da memadria imunolégica de vida longanteidestes resultados, o objetivo
proposto no presente trabalho foi avaliar a infparia dos linfécitos B na geracao e
manutencao de linfocitos T CD4 T CD8 de memoria, apds a imunizacdo com DNA-

Hsp65 ou antigeno protéico.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Camundongos

- Jackson

Foram utilizados camundongos deficientes de cél@agM
Laboratory, Bar Harbor, ME)- Bko ou o tipo selvagé®d7BL/6)- WT, machos com 4-
6 semanas de idade. Os animais foram fornecidashjpetério de animais isogénicos
do departamento de bioquimica e imunologia da Badal de medicina de Ribeirdo
Preto—USP. Estes foram mantidos em micro isoladdeeanimais, com temperatura,
umidade, fluxo de ar e ciclo de luz claro/escurntcdados, com livre acesso a agua e
racdo devidamente autoclavados. A troca das cdniadeita semanalmente. Em
intervalos quinzenais, foi colocado um suplementa Gold (TORTUGA) na agua dos
animais, a fim de melhorar o suprimento nutriciot@ mesmos, principalmente dos
animais nocautes que sao bastante frageis. Estesdimentos foram adotados pois

muitos morriam durante o experimento, desfazendoexperimental. Estas medidas

garantiram uma maior sobrevivéncia dos animais.

3.2. Plasmideos

3.2.1. Obtencéo dos plasmideos recombinantes pcDN&E365 e pcDNA3

Os plasmideos pcDNA3-Hsp65, e pcDNA3 (vetor) gerdilte cedidos pelo prof.
Célio Lopes Silva, foram purificados por cromatdigrae troca ionica, utilizando-se o
Endofree Plasmid Giga Kif (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA). Para a realizacd
desse protocolo, uma coldnia de bactéascoli DH50™ transformada com o

plasmideo recombinante pcDNA3 ou pcDNA3-Hsp65yétirada de uma placa recém

17



preparada contendo meio LB Agar (SIGMA, Germanydnepicilina (Cilinod™) na
concentracdo de 100 pg/ml. Esta colbnia foi inatalkm 5,0 ml de caldo LB BROTH
BASE (GIBCO BRL, Scotland) com ampicilina (100 p@/mincubada durante 8 horas
a 37C sob agitacéo vigorosa em incubadora com agitdgaobador shaker series 25,
New Brunswick, Edison, New Jersey, USA). A cultimial foi diluida 1/500 em 2,5
litros de caldo LB BROTH BASE, contendo ampicili@i®0 pg/ml), e incubada a 32
sob agitacao durante 16 horas. Apés incubacao erialebi centrifugado a 3.189por
15 minutos a 4C e o sedimento ressuspendido em 125 ml de tamp&drR-HCI 50
mM pH 8,0; EDTA 10 mM e RNAse 100 pg/ml). Em segufdram adicionados 125
ml de tampé&o P2 (NaOH 200 mM; SDS1%) e apos 5 wenatlicionou-se 125 ml do
tampéo P3 (acetato de potassio 3,0 M pH 5,5). Genmaktfoi filtrado, adicionado ao
tampdo ER (para remocdo do LPS — composicdo nasladav pelo fabricante) e
mantido no gelo por 30 minutos. O filtrado foi aplio & resina da QIAGEN
previamente equilibrada com tampdo QBT (NaCl 750;mMDPS 50 mM pH 7,0;
etanol 15% e Triton X-100 0,15 %). ApOs a aplicadadfiltrado, a resina foi lavada
com 600 ml de tampéo QC (NaCl 1,0 M; MOPS 50 mM7® etanol 15 %) e o DNA
plasmideal foi eluido com 30 ml de tampéo QF (N&2b M; MOPS 50 mM pH 7,0;
etanol 15 %). O DNA eluido foi precipitado em 529bde isopropanol e em seguida
centrifugado a 20.008 por 45 minutos a°€ e o sedimento ressuspendido em 0,5 - 1,0

ml de agua.

3.2.2. Quantificacdo e avaliacdo da integridade gasmideos purificados

A quantificacdo dos plasmideos pcDNA3 e pcDNA3-Hséi realizada por
espectrofotometria nos comprimentos de onda de r#60e 280 nm utilizando o

aparelho Gene Quanftl (Pharmacia Biotech, Cambridge - England).
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A presenca do inserto da Hsp65 no plasmideo pcDN#®5 foi verificada
utilizando as enzimas de restricBamH | e Not | (Invitrogen, life technologies). Um
micrograma do pcDNAS3 foi digerido coBamH |, e plasmideo pcDNA3-Hsp65 foi
incubado conBamH | (1 unidade/pug de DNA) Mot | (1 unidade/ug de DNA) a ¢
por 3 horas. Em seguida os produtos da digestdcada amostra, e também os
plasmideos néo digeridos, foram submetidos a &eése em gel de agarose (Sigma-
Aldrich, Germany) a 1%. As amostras foram ressugiges em tampéo de eletroforese
6 vezes concentrado (0,25 % azul de bromofenol%4@e sucrose em agua) e o
material submetido a eletroforese em tampéo TAS-@cetato 40 mM; EDTA 1 mM
pH 8,3). A corrida foi realizada a 76 V por 1 hardlizando o aparelho da Life
Tecnologies Inc., Modelo 250 (BRL). O padrédo de IXWA Ladder (Invitrogen, life
technologies) foi utilizado como marcador de pesteoular. O gel foi corado com 0,5
png/ml de brometo de etidio (Gibco BRL) e a visuj@o das bandas foi feita em luz

ultravioleta no ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech)

3.2.3. Andlise da pureza da vacina génica

A determinacdo da presenca de endotoxinas badsrizas vacinas purificadas
pelo “kit” Qiagen Giga Plasmid Purification Endo€réoi realizada pelo do teste
cromogénico do lisado de amebdcito ldmulus polyphemugqLAL), que é um teste
quantitativo para mensuracdo de endotoxinas deestgram-negativas utilizando o
“QCL-100 LAL kit" (Bio Whittaker — CAMBREX Companyprimeiramente, a
endotoxina foi reconstituida pela adicdo de 1 mlagea fornecida pelo préoprio kit
seguido de agitacdo vigorosa e homogeneizacdo et@xv@or 15 minutos. Com o
auxilio de uma seringa de 10 ml, foi reconstitu@cubstrato cromogénico com a

adicdo de 6,5 ml de agua. O frasco foi protegiddudae posteriormente incubado em
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placa de 96 pocos, a 37°C até o momento do usegéirso LAL foi reconstituido pela
adicdo de 1,4 ml de agua com auxilio de uma seridgaa vez com 0s reagentes
reconstituidos, retirou-se a placa da estufa eapoepse a curva padrao por diluicdes
sucessivas da endotoxina partindo de uma concéntrh¢Jnidade de endotoxina por
ml (UE/ml) até 0,1 UE/ml. Posteriormente as amasfomam depositadas na placa e
foram adicionados 5@l do LAL e incubado a 37°C por 10 minutos.

Com auxilio de uma micropipeta, foram depositad6® il do substrato
cromogénico em todos 0s pocgos (amostras e curgglidds de homogeneizacdo e
incubacdo a 37°C por 6 minutos. Posteriormentenfararescentados 1Q0 de uma
solucdo de &acido acético 25% para interrupcdo dgace Finalmente foi feita a
determinacdo das densidades Opticas (D.O.) em tesfpe@metro a 405 nm e o0s
resultados foram determinados correlacionando &acpadrdo com a diluicdo das
amostras, levando em consideracéo a absorbancemcantracdo de endotoxina para
esse ponto de cada uma das amostras, em relagciwvaapadrdo. A férmula aplicada

para calcular a quantidade de LPS por microgranialNi foi:

UE/mL X diluicdo

UE/ug DNA =
amostraug/mL

Consideraram-se amostras livres de endotoxinalagjgae apresentaram

valores menores a 0,1 Uk DNA

3.3. Obtencéo da proteina Hsp65 recombinante

BactériaskE. coli ER2566 transformadas com o plasmideo pET28a (MNwovag

USA) contendo o gene da Hsp65 foram cultivadas élit2os de meio LB liquido
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(Gibco BRL, USA) contendo canamicina na concentraig 100 pg/ml e 300 mM do
indutor IPTG [sopopylthio-f-D-Galactoside Gibco BRL) a 37°C sob agitacdo de por
18 horas. ApoOs incubacéo, as células foram coletpdacoletor de alta pressdo. Apos
centrifugacdo a 500§ por 15 minutos em centrifuga J2HS (Beckman, rd®i7.5), as
células foram ressuspendidas em 20 ml de tampdatdommponado (PBS) e lisadas
em homogeneizador de alta presséo. Apos centréiogac2060Q por 20 minutos, o
sobrenadante foi descartado e o sedimento resslidpeam 30 ml de PBS contendo
uréia a 5 M e agitado por 1 hora. A suspensaantdicecentrifugada a 206@0por mais
20 minutos e o sobrenadante coletado e submetidooratografia de afinidade
utilizando-se a coluna HiTrap Chelating HP (AmersHharmacia, USA), conforme o
protocolo especificado pelo fornecedor. A amos&gibteina foi eluida da coluna por
concentracdes crescentes de imidazol. Apés el@géoteina foi dialisada contra PBS
1X durante 16 horas a 4°C.

Para a quantificacdo da proteina Hsp65 recombinaiiizou-se Coomassie®
Protein Assay Reage(Pierce, USA) e para a quantificacdo de endotexméeste de

LAL.

3.4. Imunizacbes

Os animais receberam 3 imuniza¢des dep@@e pcDNA3-Hsp65 no muasculo
quadriceps, a intervalos quinzenais. O DNA plasaiitte diluido em solucéo salina e
em sacarose 25%. A sacarose promove uma pequel@nagfio no local da
imunizacdo, o que auxilia na captura do DNA plagaidelas células. As injecbes
foram feitas em dois sitios (cada musculo quadsicegendo 50 pl por injecdo. Para o
controle de imunizacdo protéica, os animais foranunizados com 50ug de

ovoalbumina de ovo de galinha (OVA) emulsificados ®0 pl de adjuvante completo
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de freund (ACF), sendo a segunda e a terceira gagdés em adjuvante incompleto de

freund (AIF). Foram aplicados 1Q0 de emulsdo subcutaneamente. Animais também

foram imunizados com 3 doses de 10§ somente do vetor pcDNA3 e, 100 ul de

solucéo salina como controles negativos do expetimmeésegue abaixo o cronograma

das imunizacoes.

GRUPOS VIA DE 12 imunizacgéo 22 imunizacao 32 imunizacao
(3 animais) ADMNISTRACAO Dia 0 Dia 15 Dia 30
BKO Salina intramuscular 100ul salina 100pl salina 100ul salina
(musculo quadriceps
100ug pcDNA3 100ug pcDNAS 100ug pcDNAS
BKO Vetor intramuscular diluidos em sacarose diluidos em sacarosé diluidos em sacaros¢
(musculo quadriceps 25% 25% 25%
10Qug pcDNAS3- 100ug pcDNAS- 100ug pcDNAS3-
BKO Hsp65 intramuscular Hsp65 Hsp65 Hsp65
(masculo quadriceps) diluidos em sacaros¢ diluidos em sacarosé diluidos em sacarosg
25% 25% 25%
50ug OVA 50ug OVA 50ug OVA
BKO OVA subcutéaneo (diluidos em 50l de| (diluidos em 50ul de| (diluidos em 50pl de
PBS 1X) PBS 1X) PBS 1X)
50ul adjuvante 50ul adjuvante 50ul adjuvante
ACF AlF AlF
WT Salina intramuscular 100ul salina 100pl salina 100ul salina
(musculo quadriceps
100ug pcDNA3 100ug pcDNAS 100ug pcDNAS
WT Vetor intramuscular diluidos em sacarose diluidos em sacarosé¢ diluidos em sacaros¢
(musculo quadriceps 25% 25% 25%
100ug pcDNAS3- 100ug pcDNAS- 100ug pcDNAS-
WT Hsp65 intramuscular Hsp65 Hsp65 Hsp65
(musculo quadriceps) diluidos em sacarose diluidos em sacarose diluidos em sacarosé
25% 25% 25%
50ug OVA 50u OVA 50ug OVA
WT OVA subcutéaneo (diluidos em 50ul de| (diluidos em 50ul de| (diluidos em 50ul de
PBS 1X) PBS 1X) PBS 1X)
50ul adjuvante 50ul adjuvante 50ul adjuvante
ACF AlF AlF

Tabela 1: Esquema mostrando o cronograma das imunizacézackas .
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3.5. Deteccao do fendtipo celular de memoaria portometria de fluxo

A inducdo e a manutencdo da resposta imune foraiindas apds a resposta
primaria e secundaria. Para resposta primariapnfardlizadas células do baco obtidas
dos animais sete dias ap0s a Uultima imunizacdoa Resposta secundaria foram
utilizadas células do baco obtidas de animais, U3® dias apds a imunizagdo. A
andlise feita nestes periodos de tempo ap0s aszagdes, foi importante para tracar a

cinética de inducgdo das células de memoria. A ieagém esté descrita no item abaixo.

3.5.1. Fenotipagem das células do bacgo 7 dias apakima imunizacao

Sete dias ap0s a Ultima imunizacdo, os animaisnf@atanasiados. O baco foi
retirado de maneira estéril e macerado. As hemdoram lisadas com o tampéo de
lise Ack (NH,CI- 0,15M ; KHCGQ- 10mM; EDTA- 0,1mM- PH= 7,3) estéril e livre de
endotoxinas. Apos a lise, as células foram ceg@ifias a 40§ durante 15 minutos a
4°C e foi feita a determinacdo do nimero de céluiageis em camara de Neubauer
(corante azul de tripan). Devido ao pequeno interda tempo da ultima imunizacao,
ndo houve necessidade de reestimulo das células Apmleterminacdo do numero e
viabilidade estas células foram distribuidas enosutte poliestireno, 1xi@élulas em
volume de 100 pl por tubo, e incubadas durante iB0tos, a 4°C, com anticorpo anti-
CD16/CD32 (Fc Block'- PharMingen), na concentracédo de 0,5 phtéulas. Esta
incubacado visa minimizar as ligacdes inespecififasteriormente, essas células foram
incubadas com os respectivos anticorpos monoclataimteresse, de acordo com a
tabela abaixo (0,5 — 2ug de anticorpo/fb@lulas) durante 30 minutos, a 4°C,
protegidos da luz. Apds o tempo de incubacéo, laséforam lavadas com 2 ml de

PBS 1X contendo 2% de soro bovino fetal (SFB), rifeigadas a 409, por 10 minutos
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a 4°C e ressuspendidas em 250 ul de PBS 1X conigadte formol tamponado para a
fixacdo das ceélulas. As preparacdes celulares formquiridas no aparelho
FACsCantd" (Becton & Dickinson, USA). Foram adquiridas 10.Gulas por tubo,
analisadas pelo software FACs DIVA, de acordo camametros de tamanhimrward
scartter(FSC), complexidade internside scartte(SSC) e intensidade de fluorescéncia
dos anticorpos marcados com ficoeritrina (PE),jos@nato de fluoresceina (FITC),
aloficocianina (Apc) e proteina peridina clorofdgPERCP).

Inicialmente, foi determinada a populacao de liné®; baseada nos parametros
FSC e SSC, para deteccdo das porcentagens dettinfdqCD4 e CD8). A expressio
de CD44%" e CD62L°" (meméria efetora) ou CDAY' CD62L"" (meméria central) foi
analisada nas populacbes de linfocitos T CD8. Todos os anticorpos foram
adquiridos da PharMingen e utilizados de acordo esmnstrucdes do fabricante. O

CD127 s6 foi utilizado nos periodos de 15 e 30 djass as imunizagoes.

MARCACOES FITC PE APC PERCP

A (isotipo controle) Rat IgG2& | Rat IgG2a& | Rat IgG2& Rat IgG2&

B (compensacéo) CD4 CD8 _ _
C (memoria T CD%) CD62L _ CDh44 CDh4
D (meméria T CD8 CD62L CD127 CD44 CD8
E (CD3/CD19) CD3 CD19

Tabela 2: Lista dos anticorpos utilizados nos ensaios @engtria de fluxo, e seus respectivos fluorocromos.
As marcacdes A, B e E foram feitas uma por cadpame imunizacdo, enquanto que as demais

marcacles, C e D foram feitas para todos os animais
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3.5.2. Fenotipagem das células do baco 15 ou 38 dads a Ultima imunizagéo

Quinze ou trinta dias apds a ultima imunizacdocarumais foram eutanasiados.
O baco foi retirado e processado de acordo corane3t5.1 Apos a determinacdo do
nimero de células, estas foram colocadas em pieca4 pocos contendo 1XI#lulas
por poco em 1 ml de meio RPMI 1640 (Sigma), suplgado com 10% de SBF
(Gibco), penicilina (100 U/ml), estreptomicina (16@/ml), gentamicina (10 mg/ml)
(Gibco), e polimixina (30 pg/ml). Estas célulasafor reestimuladas com 20 ug de
Hsp65 recombinante para as células daqueles amm@ifram imunizados com DNA-
Hsp65 ou pcDNAS3, ou 20 pug de OVA para as célulapudas animais que foram
imunizados com OVA + adjuvante, durante 24 horasstmufa B.O.D. a 3T 5% CQ.
ApOs a incubacéo, essas células foram retiradaglata, distribuidas em tubos de
poliestireno (1x1D células por poco) e tratadas com o0s respectivoEoapbs
monoclonais de interesse, como descrito no Bl Nestes intervalos de tempo,
houve também a marcacéo das células TGD& o anticorpo monoclonal anti-CD127

(PE).

3.6. Transferéncia adotiva de células B CD4@®-2) para animais Bko

Para a realizagéo da transferéncia adotiva deaséBl foram usados animais
Bko como receptores. As células B foram purificadgsartir de animais C57BI/6 por
micro esferas magnéticas e injetadas por via emd@eenos animaisaive Apos 24

horas, os animais foram imunizados seguindo o potiiga descrito no iterf.4.
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3.6.1. Purificacéo das células B CD4@®-2)

Para a purificacdo dessas células foram usadosncmgos C57BI/6 com 6
semanas de idade. Os animais foram eutanasiadtsc® retirado, e as células
processadas de acordo com o itef.1 Apos a determinacdo do numero de células,
estas foram ressuspendidas em PBS contendo 2 nB¥d @A e 0,5% de SBF- (tampéao
debeads, 90 ul por cada Y@élulas. Em seguida, essas células foram inculzaa
anticorpo anti-CD43 ligado & micro esferas magaétiMACS’ MicroBeads system -
Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach, Germany) por frfbinutos a 4° C. Apls a
incubagédo, as células foram lavadas e ressuspsreid®00 pul de tampéo beads A
coluna de separacao foi equilibrada com 3 ml destemo tamp&o e em seguida a
solucdo contendo as células foi aplicada. As agluharcadas magneticamente
(CD43), ficam retidas na coluna dentro de um campo mtagné na primeira fracdo
coletada, ja contém somente os linfocitos CDiBe corresponde aos linfocitos B-2.
Em seguida, a coluna foi lavada com 3x de 3 mhdep#io ddbeads Todo o processo

foi feito seguindo-se o protocolo recomendado fadhoicante e de maneira estéril.

3.6.2. Transferéncia das células para os animaisoBk

Apbs o processo de separacdo das células B, notarfendeterminado o
namero de células em camara de Neubauer (azubde)ir Estas foram ressuspendidas
em solucdo salina e injetadas por via endovenoSaélilas em 100 pl de salina por
animal no plexo orbital. Apos 24 horas da injecas délulas, os animais receberam a

primeira imuniza¢do seguindo o protocolo ja deserd item3.4.
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3.6.3. Fenotipagem das células do baco
Quinze ou trinta dias ap6s a ultima imunizacdoamsais foram eutanasiados. O
processamento das células do baco e a marcacdoosomspectivos anticorpos

monoclonais foram feitos de acordo com o protodefcrito no iten3.5.2

3.7. Caracterizacdo do perfil de expressao de ciinas por reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real no baco dos animal® e 30 dias apos a ultima
imunizagao

Para determinacdo do perfil de citocinas prodszidd ou 30 dias apds as
imunizacgdes, 0os animais foram eutanasiados eticade o baco. O processamento das
células do baco e o reestimulo foram feitos seguindrotocolo descrito no itef5.2
Ap6s as 24 horas de reestimulo, foram separadd¥ tglulas que foram congeladas

em TRIzol para posterior extracdo do acido ribogigol (RNA).

3.7.1. Extracdo do RNA total das células

O RNA total das células dos animais imunizados,ofatido utilizando-se o
reagente TRIzol (Gibco BRL). Foi usado 1 ml de TRzara até 1x10células. Ap6s
as 24 horas de reestimulo, as células foram oggddas, todo o meio de cultura foi
retirado, e em seguida foram ressuspendidas diegt@mo TRIzol e congeladas a -
70°C. No momento da extracdo, as amostras forambatas por 5 minutos a
temperatura ambiente para completa dissociacdocoimplexos de nucleoproteinas.
Adicionou-se 200 pl de cloroférmio para cada 1 mlTRIzol utilizado no inicio da
extracdo, e o material foi agitado vigorosamenteljposegundos e mantido por mais 3
minutos a temperatura ambiente. As amostras fommrifugadas a 12.00§ a 4C

durante 15 minutos. ApOs a centrifugacdo, a fasaos& (sobrenadante) foi
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cuidadosamente recuperada, transferida para um tuioe o RNA foi precipitado
pela adicdo 700 ul de isopropanol gelado. O mattyiadeixado por 10 minutos a
temperatura ambiente e em seguida foi novamenteifogado a 12.00@ durante 10
minutos a 4 C e o precipitado, lavado com etanol 75% gelado. $emguida, o
precipitado foi ressuspendido em 20 pl de aguaadeatcom dietilpirocarbonato
(DEPC), livre de enzima que degrada RNA (RNAse)ngirea que degrada DNA

(DNAse) (Gibco BRL) e estocado a 70

3.7.2 Construcao do cDNA a partir do RNA total
3.7.2.1 Tratamento com DNase |
Antes da sintese do DNA complementar (cDNA), 1dogRNA total obtido
como descrito acima, foi tratado com a enzimmphification grade DNAse |
(INVITROGEN) na presenca de tampé&o contendo 20 raMris-HCI (pH 8,4), 50 mM
de KCI e 2 mM de MgGl! Utilizou-se 1 unidade da enzima para cada 1ugnia. A
reacdo foi mantida por 15 minutos & 25 seguida da adicdo de 1ul de EDTA a 25 mM

e inativada a 70C por adicionais 15 minutos.

3.7.2.2 Sintese de cDNA
O material obtido do tratamento com DNase | fdizstdo para a sintese de
cDNA fita simples com &uperScript I(Gibco BRL). Para cada 1 ug de RNA total foi
adicionado 1 pl de oligo (df)is [500 pg/ml] (Gibco BRL) e 1 ul da mistura de
desoxinucleotideos fosfatados (ANTPs) a 10 mM. étuma foi mantida por 10 minutos
a 70C. Adicionou-se tampéao da enzima para uma conegtrfinal de 50 mM de Tris-
HCI (pH 8,4), 75 mM de KCIl, 3 mM de Mgg£é 0,02 mM de DTT. O material foi

mantido a 4C durante 2 minutos e em seguida equilibrado % 48r 2 minutos e
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incubado com 1 pl (200 U) dguperScriptdurante 50 minutos a 4245 A reacao foi
inativada pela incubacdo a®@por 15 minutos e o material obtido foi utilizaplara

amplificacdo do cDNA especifico.

3.7.2.3 Amplificacdo do cDNA especifico por PCReampo real

Para estas reacdes, 200 ng de cDNA foram utilzactamo molde para
amplificacdo do alvo especifico. A reacdo (25 jol) donduzida na presenca de 0,1
png/ul de cadarimer sensgS) eanti-sensgAS) e Platinum SYBR Green gPCR Super
Mix-UDG (Invitrogen). A temperatura de anelamentlizada foi 58° C para os
primers - actina, 1L-12 (p40), INR, IL-10 e FoxP3. J& para psimersdas citocinas
IL-7 e IL-15 as temperaturas de anelamento forahes69C respectivamente. As
reacOes foram feitas no aparelho Rotor-Gene (Collifet Science, Mortlake, NSW,
Australia). A amplificacdo do gene @a actina foi feita como controle da integridade
das amostras e para se fazer a quantificacaoveel#is genes de interesse a este gene.
Apos a amplificacdo df-actina, foram feitas as amplificacbes dos genssriles a

cima. A sequéncia de cagamer esta descrita na tabela abaixo:
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PRIMER SEQUENCIA (5- 3))
B- actina S AGC TGC GTT TTACAC CCT TT
AS- AAG CCA TGC CAATGT TGT CT
IL-12 (p40) S AGC ACC AGC TTC TTC ATC AGG
AS- GCG CTG GAT TCG AAC AAA G
IFN-vy S GAT ATC TGG AGG AAC TGG CAA
AS- GCT CTG CAG GAT TTT CAT GTC
IL-10 S- TGG ACA ACA TAC TGC TAA CCG
AS- GGA TCA TTT CCG ATA AGG CT
FoxP3 S AGC ACC AGC TTC TTC ATC AGG
AS- GCG CTG GAT TCG AAC AAA G
IL-7 S- TCT GCT GCC TGT CAC ATC ATC
AS- GGA CAT TGA ATT CTT ACT GAT ATT CA
IL-15 S- CCATCT CGT GCT ACT TGT G
AS- TCT GTG AAG TTT TCT CCT CA

Tabela 3 Sequéncia doprimers utilizados no experimento de caracterizacdo dél gk citocinas por

PCR em tempo real.

3.8. Caracterizacao do perfil de expressao de ciioas pelas células B

Para caracterizacdo do perfil de expresd&aitocinas produzidas pelas células
B, 15 ou 30 dias apos a ultima imunizacao, as &=IBl do baco de animais C57BI/6
foram diretamente purificadas apds as imunizacdesnicro esferas magnéticas como
descrito no iten8.6.1. Essas células ndo foram reestimuladas, e o nivekpeessao
das citocinas foi avaliado por PCR em tempo reatccalescrito no iten3.7. Foram

usadas citocinas IL-12 (p40) e IRNIL-10, assim como forkhead box 3 (FoxP3).

3.9. Fenotipagem das células B produtoras de IL-10

Para caracterizacdo do fendtipo das células Bupwcas de IL-10, as células B
foram purificadas do baco de animais imunizados ccalescrito no iten8.5.1 e
colocadas em placas de 24 pocos contendo®bélOlas por poco em 1 ml de meio

RPMI 1640 (Sigma), suplementado com 10% de SBFo@jkpenicilina (100 U/ml),
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estreptomicina (100 mg/ml), gentamicina (10 mg/@ibco), e polimixina (30 pg/ml).
Estas células foram reestimuladas com 20 pg de Hsmtbmbinante para as ceélulas
daqueles animais que foram imunizados com DNA-Hspb6®cDNA3, ou 20 pg de
OVA para as células daqueles animais que foramizados com OVA + adjuvante,
durante 24 horas em estufa B.O.D. 835%% CQ. Apds o reestimulo, essas células
foram retiradas da placa e incubadas com anti-GCId82 para minimizar as
marcacdes inespecificas por 45 minutos. Em segeskgs células foram incubadas
com anticorpos de interesse: anti-CD19 (FITC),-@mb(PE). Apdés a marcacdo com
estes anticorpos, as células foram fixadas em P8&ohtendo formol tamponado 1%
por 15 minutos, e em seguida, lavadas com PBS hXerdo 2% de SBF. Apos esta
lavagem, as células foram incubadas com o anticargplL-10 (Apc) intracelular
diluido em PBS saponina (0,01%) para permeabiigaas células para que houvesse a
marcacdo efetiva do anticorpo. Apos 30 minutos riubiacdo, as células foram
novamente lavadas e fixadas em PBS 1X contendmfdamponado 1% e a leitura foi
feita em FACsCanftd' (Becton & Dickinson, USA) no software FACs DIVAst
ensaio de caracterizacdo destas células B foizeglli pois 0 método de separacao
destas células do baco por micro esferas magnétithgzado nos experimentos
anteriores, somente purifica células B convenceoma?2 (CD43). A populacdo de
células B produtoras de IL-10, segundo a literatérmais relacionada com o tipo B-1
(CD43"). Como encontramos dentro destas células B pauifis por micro esferas
magnéticas que expressavam IL-10, fomos investjgar era o fenétipo destas células.

Assim, realizamos o ensaio de caracterizacdo deslialas B por citometria de fluxo.
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3.10. Analise estatistica
Para a realizacéo das analises estatisticas,ddousprograma Graph Pad Prism
5.0 (Graph Pad Software Inc.), e foi empregado steT&NOVA seguido do teste

Tukey. A diferenca significativa foi consideraddrervalores com p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Obtencéo dos plasmideos
4.1.1. Sequenciamento dos plasmideos

O plasmideo pcDNA3-Hsp65 contém todo o gene qddica a proteina Hsp65
do M. leprae Esses plasmideos foram entdo, obtidos atravékitd@omercial
QIAGENL. Antes de iniciar os experimentos com as imunizacéeintegridade dos
plasmideos foi verificada utilizando as enzimasettricioBamH | para linearizacédo
do plasmideo &lot | para liberacdo do enxerto da Hsp65. A analiseleeoforese em
gel de agarose 1% mostrou que a digestdo do pcCH&RBS5 Bam H | e Not |)
produziu 2 bandas, uma de 5,4 kb representanddoo (EEDNA3) e a outra de 3,3 kb
representando todo o segmento génico da Hsp65menta com 1500 pares de base
nao transcritos (Figura 1, canaleta 5). Por owtdw,| o pcDNA3 digeridoBamH 1),
mostrou perfil eletroforético correspondente aoaaho do vetor, com uma banda de
5,4 kb (Figura 1, canaleta 3). Cabe ressaltar gdastas amostras tiveram indices de
endotoxina menores que 0,1 WYg/de DNA, portanto aceitaveis para testewivo,

como recomendado pela farmacopéia americana eéarop
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Figura 1. Perfil eletroforético dos plasmideos pcDNA3 e pcDN&Hsp65 A eletroforese foi
realizada em gel de agarose 1% corado com brongettidio. Canaletas 1: 1kb DNA Ladder
(Invitrogen), utilizado como marcador de pares deeb(pb); Canaleta 2: pcDNA3 néo digerido
formando uma banda Unica; Canaleta 3: pcDNA3 digecomBamH| tornando o plasmideo
linearizado, mostrando que este obteve o tamanperato; Canaleta 4. pcDNA3-Hsp65 néo
digerido mostrando a auséncia de RNA; CanaletaBN#\s-Hsp65 digerido corBamH le Not

[, liberando o fragmento correspondente ao genespgé®
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4.2. Animais Bko apresentam maior porcentagem de lcdas T

Primeiramente fomos avaliar o perfil de células ds mnimais deficiente de
células B. Optamos por avaliar a porcentagem daasél CD4 e T CDS totais no
baco. Podemos observar de acordo com as Figuras32 que h& uma maior
porcentagem tanto de T CDguanto T CD8 em animais deficientes de células B aos
15 e 30 dias ap0s as imunizagfes. Observamos taouemos dois periodos de tempo
analisados, h4 uma maior porcentagem de célula®4 @m animais Bko (Figuras 2 e
3- esquerda) quando comparada as células T (Fguras 3 e 4- direita). Em animais
normais, ndo houve diferenca significativa entfgoecentagem de T CD4 T CDS.
Quando analisamos a porcentagem de células entgeupss de imunizacdo (DNA-
Hsp65 e OVA), observamos que aos 15 dias, ha uria pwrcentagem de T CD4os
animais Bko imunizados com OVA, e uma maior poragem de T CD8imunizados
com DNA-Hsp65 (Figura 2). Aos 30 dias, ndo obsenmmenhuma diferencga entre os

grupos de imunizagdo nem em animais Bko nem WTu(&ig).
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Figura 2: Porcentagem de células T CD4e T CDS§' totais induzidas na presenca ou auséncia de
células B, 15 dias ap6s as imuniza¢deds animais receberam 3 imunizagdes a intervalaszgoais
conforme descrito em materiais e métodos. Quinas dpds a Ultima imunizagdo, os animais foram
sacrificados e as células do bago foram reestirasladnarcadas para CDsu CDS. As andlises foram

realizadas por citometria de fluxo com aquisicad@enil eventos por animal.

# p<0,05 em relag&o aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNp6éBsanto em animais Bko quanto WT.
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Figura 3. Porcentagem de células T CD4e T CDS§' totais induzidas na presenca ou auséncia de

células B 30 dias ap0s as imuniza¢g6e®s animais receberam 3 imunizagfes a intervaloweuais
como descrito em materiais e métodos. Trinta d@dsaa Ultima imunizacdo, os animais foram
sacrificados e as células do bago foram reestiragladnarcadas para CDsu CDS. As andlises foram

realizadas por citometria de fluxo com aquisicad@enil eventos por animal.

# p<0,05 em relag&o aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).
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4.3. Auséncia de células B promove diminuicdo delatas T CD4" de memoria
efetora mas n&o interferem em T CD8TEM

O proximo passo, foi avaliar a cinética de gerad@®células T CD4e T CD8
de memoria induzidas nestes animais. Para istamfdeitas analises por citometria de
fluxo das células do baco aos 7, 15 e 30 dias apdmunizacdes para avaliacdo dos
fendtipos de TEM — memodria efetora (CHEUCD62L"), e de TCM — meméria
central (CD44%CD62L"") .

Aos 7 dias apos as imunizacdes, observamos a peesn células TEM
enquanto que a porcentagem de células TCM foi éntidiel (dados ndo mostrados).
Células T com esses fenotipos foram obtidas indigpea do protocolo de imunizacéo
(DNA ou proteina), e encontrado tanto para T CBdanto para T CD8 Observamos
também uma maior porcentagem de células T'GiDdanimais WT quando comparado
com animais Bko em todos os grupos de imunizac&etexno grupo DNA-Hsp65
(Figura 4 e 5). Somente houve diferenca na porgemade células T CD8entre
animais Bko e WT nos grupos imunizados com VetbN&-Hsp65. Sendo que houve
uma maior porcentagem dessas células em animaigriMiizados com Vetor, e uma
menor porcentagem de T CD&m animais WT imunizados com DNA-Hsp65. Entre os
grupos imunizados com DNA-Hsp65 e OVA, houve uma@utagem maior de células
CD4' TEM, em animais imunizados com DNA-Hsp65 quandomanado com 0 grupo
OVA, em animais Bko. Para T CD&ambém houve uma maior porcentagem deCD8

TEM em animais Bko e WT imunizados com DNA-Hsp65.
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Figura 4: Perfil da populagdo CD4 com fendtipo TEM, sete dias apds as imunizagde®s animais
receberam 3 imunizagdes a intervalos quinzenai® deacrito em materiais e métodos. Sete dias apos a
Gltima imunizacado, os animais foram sacrificada@s eélulas do baco foram avaliadas para fendtipo de
memoéria efetora COACD44""/CD62L°". As andlises foram realizadas por citometria de&oflcom

aquisicdo de 10 mil eventos por animal.

# p<0,05 em relag&o aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNpP6Bsios animais Bko.
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Figura 5: Perfil da populagdo CD8 com fendtipo TEM, sete dias apds as imunizagded®s animais
receberam 3 imunizag@es a intervalos quinzenai® @®rcrito em materiais e métodos. Sete diasapos
Gltima imunizacado, os animais foram sacrificad@s eélulas do baco foram avaliadas para fendtipo de
meméria efetora COBCD44""/CD62L°". As andlises foram realizadas por citometria de&oflcom

aquisicdo de 10 mil eventos por animal.

# p<0,05 em relagéo aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNp6Bsios animais Bko.

® p<0,05 em relagcdo aos demais grupos de imunizag@iammais WT.
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O mesmo perfil fenotipico encontrado nas células7adias, se manteve aos 15
dias apds a imunizacao (figuras 6 e 7). Novamenporaentagem de células com
fendtipo TCM foi indetectavel (dados ndo mostrad@&h animais Bko, também foi
observada uma menor porcentagem de células’ QEM quando comparada aos
animais WT (Figura 6), enquanto que nao houve dlifga significativa entre a
porcentagem de células CDBEM entre os animais Bko e WT (Figura 7). Compdaan
os dois grupos de imunizacdo, somente notamosdiarna porcentagem de células T
CD8" em animais Bko, sendo estas maiores em animaigiiadps com OVA.
Observamos também uma porcentagem de célulad TEM em animais WT, e CD8
TEM em animais Bko e WT bastante alta nos gruposgrales imunizados com Vetor

plasmideal pcDNAS.

41



s 0 1 BKO Salina
2, = BKO Vetor

§ E= BKO DNA-Hsp65
3] Em BKO OVA

>

£z

‘3* 5+ =3 WT Salina

T} B WT Vetor

*E E= WT DNA-Hsp65
T EE WT OVA

"o

ae

Bko

Figura 6: Perfil da populacdo CD4 com fendtipo TEM, quinze dias ap6s as imunizacde©s
animais receberam 3 imunizagdes a intervalos qoaigeomo descrito em materiais e métodos. Quinze
dias apés a Ultima imunizacao, os animais foramfgaalos e as células do baco foram reestimuladas
por 24 horas e avaliadas para fenétipo de meméetara CD4/CD44""/CD62L"". As anélises foram

realizadas por citometria de fluxo com aquisicad@enil eventos por animal.

# p<0,05 em relagéo aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).
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Figura 7: Perfil da populagdo CD8 com fendtipo TEM, quinze dias apds as imuniza¢de®s animais
receberam 3 imuniza¢fes a intervalos quinzenaioadescrito em materiais e métodos. Quinze dias
apos a Ultima imunizacéo, os animais foram saadfic e as células do baco foram reestimuladasdpor 2
horas e avaliadas para fenétipo de meméria efe®ib&/CD44""/CD62L"". As andlises foram

realizadas por citometria de fluxo com aquisicad@enil eventos por animal.

* p<0,05 em relacdo aos animais imunizados com DNp6B$i0s animais WT.
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Observamos nas figuras 8 e 9 o aparecimento diasélD4 e CD8 TCM (CD4 ou
CD8'/CD44"" |cD62L"") 30 dias apds as imunizacdes. Esta populacéefettivel

de maneira mais robusta para T COBigura 9). Mais uma vez, a porcentagem de
células CD4ATEM esta diminuida nos animais Bko, mas para as B8Mente houve
esta diferenca no grupo imunizado com OVA (Figupa Bntre os grupos de
imunizagdo, observamos uma maior porcentagem de CBM e TCM em animais
Bko imunizados com OVA. Nos WT, também houve umé#mgorcentagem de CD4
TCM nos animais do grupo OVA quando comparado cawABisp65. Para T CD38
novamente nao foi encontrada nenhuma diferencaonzemiagem de TEM e TCM
entre os animais deficientes de células B e animarsnais. Também ndo houve

nenhuma diferenca significativa entre os gruposmimizacio para T CD8
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Figura 8: Perfil da populagdo CD4 com fenétipo TEM e TCM, trinta dias apés as imuniacbes Os
animais receberam 3 imunizacdes a intervalos qonaigecomo descrito em materiais e métodos. Trinta
dias apo6s a Ultima imunizacdo, os animais foramf&aclos e as células do baco foram reestimuladas
por 24 horas e avaliadas para fenétipo de meméstara CD4/CD44""/CD62L°" e meméria central

CD4'/CD44""/CD62L"". As andlises foram realizadas por citometria dedflcom aquisicdo de 10 mil

eventos por animal.

# p<0,05 em relacdo aos grupos de imunizacdo camdgmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNp6Bsios animais Bko.
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Figura 9: Perfil da populagdo CD8 com fenétipo TEM e TCM, trinta dias apés as imuniacbes Os
animais receberam 3 imuniza¢cdes em intervalos qoaig como descrito em materiais e métodos. Trinta
dias apés a Ultima imunizacdo, os animais foramfgaalos e as células do baco foram reestimuladas
por 24 horas e avaliadas para fenétipo de menefeiara CD&CD44""/CD62L" e meméria central
CD8'/CD44""/CD62L"". As andlises foram realizadas por citometria dedflcom aquisicdo de 10 mil

eventos por animal.

P<0,05 em relacdo aos demais grupos de imunizagiammais Bko

46



4.4. Auséncia de células B promove diminuicdo das élalas T
CD8'/CD44""/CD62L""/ICD127"

Como nossos dados mostravam que a auséncia descdulndo estava
interferindo na porcentagem de células T CB8 memoria efetora nos 3 periodos de
tempo avaliados, o proximo passo foi analisar casiaria a expressdo de CD127
nestas células. O CD127 é a cadeia alfa do recéptogrico da IL-7. Esta citocina
auxilia na manutencéo das células T, principalmeételas T CD8 de memodria. E a
responsividade de uma célula a IL-7 depende daess@o deste receptor. Observamos
que nos dois intervalos de tempo analisados (19 €i& apds as imunizacdes) a
porcentagem de células T CD&ue expressavam CD127 estava diminuida em animais
Bko em relagcéo aos animais WT (Figuras 10 e 1hirefos grupos de imunizacéo, aos
15 dias, observamos uma maior porcentagem de séCi127 em animais Bko
imunizados com OVA, e uma maior porcentagem delagidD127 em animais WT
imunizados com DNA-Hsp65 (Figura 10). Aos 30 dig®saas imunizagcdes, Houve
uma maior porcentagem de células CD12anto em animais Bko quanto WT

imunizados com OVA (Figura 11).
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Figura 10: Andlise da porcentagem de células T CD8CD44""/ CD62L""/ CD127, em animais
deficientes ou ndo de linfécitos B, 15 dias apdstarceira imunizacdo. Os animais receberam 3
imunizacdes a intervalos quinzenais como descritonm@teriais € métodos. Quinze dias apos a Ultima
imunizacao, os animais foram sacrificados e asla®ldo baco foram reestimuladas durante 24 horas.
Células com fenétipo T COBD44""CD62L°"/CD127 foram avaliadas por citometria de fluxo com

aquisicdo de 10 mil eventos por animal.

# p<0,05 em relacdo aos grupos de imunizacdo camdgmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relagdo aos animais imunizados com DNg6BE$anto nos animais Bko quanto WT.
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Figura 11: Analise da porcentagem de células T CD8CD44""/ CD62L""/ CD127', em animais
deficientes ou ndo de linfocitos B, 30 dias apOstarceira imunizagdo. Os animais receberam 3
imunizacdes a intervalos quinzenais como descrton@ateriais e métodos. Trinta dias apds a Ultima
imunizacao, os animais foram sacrificados e adastlip baco foram reestimuladas por 24 horas. &2lul
com fenétipo T CDICD44""/CD62L'°"/CD127 foram avaliadas por citometria de fluxo com aapdisi

de 10 mil eventos por animal.

# p<0,05 em relacdo aos grupos de imunizacdo camdgmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relagdo aos animais imunizados com DNg6BE$anto nos animais Bko quanto WT.

° p<0,05 em relagéo aos demais grupos de imunizaggianimais Bko
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4.5. Transferéncia adotiva de células B CD48B-2) para animais Bko recuperou a
porcentagem normal de células T CD4de memoria no bago desses animais

Para verificarmos se era realmente a auséncialdlasd CD43 que estava
promovendo uma diminui¢do na porcentagem de célul@®4 de memoria, fizemos
uma transferéncia adotiva dessas células para @sniBie, 24 horas antes das
imunizagdes. Quinze dias apos o término do protodelimunizagcdo, observamos que
a porcentagem de célula CDZEM, foi maior nos animais Bkot que receberam a
transferéncia adotiva de células, quando compasdag@rcentagem encontrada nos
animais Bko que ndo receberam a transferéncia ririg2d e A e B). Entretanto, a
populacdo de células T CDAEM foi ainda maior nos animais que receberam as
células B do que nos proprios animais WT aos 18 (hagura 12 A). Comparando-se
0S grupos de imunizacdo, observamos que houve it porcentagem de células T
CD4" em animais do grupo DNA-Hsp65 que receberam afeséncia de células tanto
aos 15 dias apds as imunizacbes para TEM. Para §,GRnhuma diferenca foi
observada entre a porcentagem de células nos anBkai e WT e 0s animais que
receberam a transferéncia de células (Bkot), miasagsimunizados com DNA-Hsp65
que receberam a transferéncia de células apresentama maior porcentagem de
células T CD8 quando comparados com animais imunizados com QAreceberam
a transferéncia (Figura 13 A e B).

Aos 30 dias ap0s as imunizacdes, observamos quecanpagem de células
CD4" TEM e TCM foi maior nos animais Bko que recebetsansferéncia de células
B, quando comparado com animais Bko que ndo remebénansferéncia de células
(Figuras 14 A e B). E a porcentagem de células’CIEM foi ainda maior em animais
Bkot imunizados com DNA-Hsp65 quando comparado emimais WT imunizados

com DNA-Hsp65. Entre os grupos de imunizagdo, hauva maior porcentagem de
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células CD4 TEM nos animais imunizados com DNA-Hsp65. N&o leodiferenca na
porcentagem de células CDBECM entre os grupos de imunizacgio (Figura 14).

Para T CD8, ao contrario de T CD4oi detectada uma menor porcentagem de
células TEM nos animais Bko que receberam a tregrsf& de células B, do que
naqueles animais que nao receberam a transferéaaélulas. Para TCM houve uma
maior porcentagem de células T CD®s animais Bkot quando comparados com 0s
animais Bko (Figura 15, A e B). Nao houve nenhunfi@rehca significativa entre os
grupos de imunizacdo para TEM ou TCM (Figuras 185 Cabe ressaltar que os
resultados das porcentagens de células em anirkaig|ie receberam a transferéncia
de células B e os resultados das porcentagens émaianBko e WT foram
experimentos independentes. Os dados da porcentdgerélulas nos animais Bko e

WT foram retirados das figuras 5 a 8.
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Figura 12: Perfil das células CD4 TEM (CD44"9"/CD62L"") em animais Bko que receberam
transferéncia de células B, 15 dias apds a Gltimanunizagéo.(A) Porcentagem de células CDBEM

de animais Bko que receberam a transferéncia déaséB (Bko t); (B) Porcentagem de células CD4
TEM encontrada em animais Bko e WT apdés as imudeag¢dados retirados da figura 6). Os animais
Bko naive receberam 10células B (CD43. Ap6s 24 horas da transferéncia, os animais foram
imunizados como descrito em materiais e métodosmz@ulias apds a Ultima imunizagdo, os animais
foram sacrificados e as células do baco foramimsektdas por 24 horas. As andlises foram feitas por
citometria de fluxo para o fen6tipo de memoéria dés@ cima. Foram adquiridos 10 mil eventos por

animal.

# p<0,05 em relag&o aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNpPEBEsios animais Bkot.
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Figura 13: Perfil das células CD8 TEM (CD44"™"/CD62L"") em animais Bko que receberam

transferéncia de células B, 15 dias apds a Gltimanunizagéo.(A) Porcentagem de células CDBEM

de animais Bko que receberam a transferéncia déaséB (Bko t); (B) Porcentagem de células CD8

TEM encontrada em animais Bko e WT apds as imuéema¢dados retirados da figura 7). Os animais

Bko naive receberam 10células B (CD43. Ap6s 24 horas da transferéncia, os animais foram

imunizados como descrito em materiais e métodosmz@ulias apés a Ultima imunizagdo, os animais

foram sacrificados e as células do bago foramimsektdas por 24 horas. As andlises foram feitas por

citometria de fluxo para o fené6tipo de memoéria dés@ cima. Foram adquiridos 10 mil eventos por

animal.

* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNpéBsanto nos animais Bko quanto WT.
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Figura 14: Perfil das células CD4 TEM (CD44"™"/CD62L"") e TCM (CD44""/CD62L"") em
animais Bko que receberam transferéncia de célulaB, 30 dias apos a Ultima imunizacao(A)
Porcentagem de células CDBEM e TCM de animais Bko que receberam a transééméde células B
(Bko t); (B) Porcentagem de células CDBEM e TCM encontrada em animais Bko e WT ap0s as
imunizagées (dados retirados da figura 8). Os agiBko naivereceberam 10células B (CD43. Ap6s

24 horas da transferéncia, os animais foram imdogza&omo descrito em materiais e métodos. Trinta
dias apo6s a Ultima imunizacdo, os animais foramf&aclos e as células do bago foram reestimuladas

por 24 horas. As analises foram feitas por citoimete fluxo para o fenétipo de memaria descrittngac

Foram adquiridos 10 mil eventos por animal.

# p<0,05 em relag&o aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNp6B$anto nos animais Bkot quanto Bko.
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Figura 15: Perfil das células CD8 TEM (CD44"™"/CD62L"") e TCM (CD44""/CD62L"") em
animais Bko que receberam transferéncia de célulaB, 30 dias apos a Ultima imunizac@o(A)
Porcentagem de células CDBEM e TCM de animais Bko que receberam a transééméde células B
(Bko t); (B) Porcentagem de células CDBEM e TCM encontrada em animais Bko e WT ap0s as
imunizacdes (dados retirados da figura 9). Os asiBko naivereceberam T0células B (CD43. Apds

24 horas da transferéncia, os animais foram imdogza&omo descrito em materiais e métodos. Trinta
dias apo6s a Ultima imunizacdo, os animais foramf&aclos e as células do bago foram reestimuladas
por 24 horas. As analises foram feitas por citoimeke fluxo para o fenétipo de memdria descritaneac

Foram adquiridos 10 mil eventos por animal.

* p<0,05 em relacdo aos animais imunizados com DNp6B$i0s animais Bko.
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4.6 Avaliacéo do perfil de expressao de citocina®baco dos animais imunizados
Para verificar se o perfil de citocinas no bac@udinais imunizados com DNA
plasmideal e OVA poderiam gerar um microambienfereinte para explicar nossos
resultados, fizemos uma analise da producédo deir@® no baco dos animais nas duas
condicbes de imunizacdo. Primeiramente, fomos sarab perfil de citocinas pro-
inflamatodrias IL-12 (p40) e INF- Verificamos que, aos 15 dias ap0s as imunizacoes,
nao houve diferenca significativa na expressad.de2I(p40) entre animais WT e Bko,
independente do estimulo (Figura 16 A). Sendo sgieompararmos apenas 0s animais
vacinados com DNA e OVA, observa-se uma maior egai®@ nos animais que
receberam o DNA. Aos 30 dias, no entanto, houvaumento bastante significativo na
expressao de IL-12 (p40) tanto em animais Bko aquaWT, (Figura 16 B).
Surpreendentemente, houve uma maior expressao-ti2 (p40) em animais Bko do
gue em animais WT. Quando comparamos a expressdolde(p40) entre 0s grupos
de imunizac&o, observamos uma maior expressao dastaa no grupo DNA- Hsp65

somente em animais Bko aos 15 dias apés as imdezac
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Figura 16: Analise da expressédo do gene da IL-12 (p40) por PC&m tempo real no bago dos
animais deficientes de células B ou nd¢A) Expressao de IL-12 (p40) quinze dias aposmasizacoes;

(B) Expresséao de IL-12 (p40) trinta dias apés amizacdes. Os animais foram imunizados com 3 doses
a intervalos quinzenais como descrito em mategia®todos. Quinze ou trinta dias apés as imunizacde
0s animais foram sacrificados e as células do fmam reestimuladas por 24 horas. Apés o reestimulo

as células foram coletadas para extragdo de RNAl@edo da expressao génica.

# p<0,05 em relagéo aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relacdo aos animais imunizados com DNp6B$i0s animais Bko.
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A analise da expressao de IFNFigura 17 A e B) aos 15 dias mostrou uma
imunomodulag&o entre os animais WT e Bko. NessadadVT mostraram uma maior
expressao de IFN{Figura 17 A). Nao houve diferenca significater#re os grupos de
imunizacdo. Ja aos 30 dias ap0s as imunizagbedémnmhouve um aumento
significativo da expressdo de IFNtanto em animais Bko quanto WT em ambos os
grupos de imunizacao analisados (Figura 17 B). Eoatrario do que observamos aos
15 dias apos imunizacgdes, aos 30 dias, houve uria expressao IFN-em animais
Bko. E tanto em Bko quanto WT, animais imunizados) ®NA-Hsp65 tiveram uma

maior expressao desta citocina.
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Figura 17: Analise da expressdo do gene IFN-por PCR em tempo real no baco dos animais
deficientes de células B ou nadA) Expressao de IFN-quinze dias apds as imunizagdes; (B) Expresséo
de IFNy trinta dias apos as imunizagdes. Os animais forammizados com 3 doses a intervalos
guinzenais como descrito em materiais e métodomzOwu trinta dias apés as imunizacdes, 0s animais
foram sacrificados e as células do baco foramimekstdas por 24 horas. ApGs o reestimulo, as &@lula

foram coletadas para extracdo de RNA e avaliac@&xpiaessao génica.

# p<0,05 em relag&o aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).

* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNp6Bsanto nos animais Bko quanto WT
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Para verificar se estava havendo uma inducdo gee®sdo de citocinas
antiinflamatdérias, fomos avaliar a expressao déQlpelas células do baco dos animais.
Observamos aos 15 e 30 dias ap0s as imunizacte$ogwe a expressao de IL-10 e
uma maior expressao desta citocina entre animaigji@hdo comparados com animais
Bko (Figura 18 A). Entre os grupos de imunizad@myve diferenca significativa aos
30 dias entre Bko, DNA-Hsp65 e OVA, com uma produg@ IL-10 nos animais
imunizados com OVA. Esta diferenca também se nepetis animais WT. Em
conjunto, esses dados mostram que na auséncialidascB o perfil de citocinas
induzido apos a vacinacdo com DNA ou antigeno pmté€ diferente, podendo

influenciar na protecao.

IL-10 {15 DIAS) B IL-10 (30 DIAS)
0.0025+
0.39 5 BKO Salina
0.0020+ =3 BKO DNA- Hsp65
mm BKO OVA
5 0.0015- 0.2
a = 5
= Q E= WT Salina
™~ 0.0010 5 # ~ 01 E= WT DNA-Hsp65
- Em WI OVA
0.00054 ., ﬁ I
0.0000 'l| 0.0-
Bko WT

Figura 18: Andlise da expressédo do gene IL-10 por PCR em tempeal no baco dos animais
deficientes de células B ou ndg¢A) Expresséo de IL-1Quinze dias apos as imunizacdes; (B) Expresséo
de IL-10 trinta dias apds as imunizagBes. Os animais foraumizados com 3 doses a intervalos
quinzenais como descrito em materiais e métodomz@uwu trinta dias apds as imunizac¢des, 0s animais
foram sacrificados e as células do baco foramimeekstdas por 24 horas. ApGs o reestimulo, as &@lula

foram coletadas para extracdo de RNA e avaliac@xpliaessao génica.

# p<0,05 em relag&o aos grupos de imunizacdo camdsmtes em animais WT (Bko X WT).
* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNp6Bsanto nos animais Bko quanto WT

m p<0,05 em relagdo aos animais imunizados com DNP6BE$i0s animais Bko.
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ApoOs verificarmos a expressédo de citocinas inflanes e antiinflamatorias,
fomos avaliar se a auséncia de células B estdhigeintiando na expressao de citocinas
que auxiliam na manutencéo das células de menKo&l15 dias apos as imunizacgoes,
vimos que nao houve diferenca na expressao dedht’® WT e Bko (Figura 19 A).
Também n&o houve diferenca na expressdo destanaitentre os grupos imunizados
com DNA-Hsp65 e OVA. Aos 30 dias, novamente naoenl@snos diferencas na
expressao de IL-7 entre Bko e WT (Figura 19 B), miasos que os animais Bko
imunizados com DNA-Hsp65 apresentaram uma menoress@o de IL-7 quando
comparada com animais Bko imunizados com OVA. Jaammais WT, aqueles que
foram imunizados com OVA, a expressao do gene daftii indetectavel. Alem disso,
podemos observar que houve um aumento significatav@xpressao de IL-7 aos 30

dias quando comparado aos 15 dias apos as imuagaco

60



IL-7 (15 DIAS)

IL-7 (30 DIAS)
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Figura 19: Anélise da expressao do gene IL-7 por PCR em tempeal no baco dos animais
deficientes de células B ou nad¢A) Expressado de IL-guinze dias apds as imunizacdes; (B) Expressdo
de IL-7 trinta dias apdés as imunizacdes. Os animais fomnamnizados com 3 doses a intervalos
guinzenais como descrito em materiais e métodomzOwu trinta dias apés as imunizacdes, 0s animais
foram sacrificados e as células do baco foramimektdas por 24 horas. Apés o reestimulo, as lula

foram coletadas para extragdo de RNA e avaliag@xpi@essao génica.

ND: nivel de expresséo nao detectavel
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A figura 20 mostra que também ndo houve nenhuneaeti€a na expresséo de
IL-15 entre animais Bko e WT nem aos 15 (FiguraAJOnem aos 30 dias apés as
imunizagbes (Figura 20 B). Nenhuma diferenca sSicativa foi encontrada entre

nenhum grupo de imunizacéo nos dois periodos deaamalisados.

A B
IL-15 {15 DIAS) IL-15 {30 DIAS)
0.0001- 20 [ BKO Salina
[ BKO DNA-Hsp65
s BN BKOOVA

0.0001- |
g g E= WT Salina
z z E= WT DNA Hsp65
™ 6.0000- o EE WTOVA

0.0000-— i

Bko WT

Figura 20: Andlise da expressdo do gene IL-15 por PCR em tempeal no baco dos animais
deficientes de células B ou nd¢A) Expresséo de IL-1§uinze dias apos as imunizacdes; (B) Expresséo
de IL-15 trinta dias apds as imunizagBes. Os animais foraumizados com 3 doses a intervalos
quinzenais como descrito em materiais e métodomz@uwu trinta dias apds as imuniza¢des, 0s animais
foram sacrificados e as células do baco foramimsekstdas por 24 horas. ApGs o reestimulo, as &@lula
foram coletadas para extracdo de RNA e avaliac@&xpiaessao génica.

ND: expressao nao detectavel
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4.7. Células B sédo importantes na producédo de citioas pro- inflamatorias

Apos verificar que realmente a auséncia das céRif@®movia uma diminuicéo
das células T CD4de memoria efetora aos 7, 15 e 30 dias apds asizaudes, e
principalmente, que os animais WT apresentavamdiigéio de células de memaoria em
resposta a antigenos diferentes, fomos investigarocestas células poderiam estar
auxiliando na geracdo/ manutencdo dessas ceélulassTmodelos de vacinagcdo com
DNA-Hsp65 e OVA, pela avaliacdo da expressao dege€ee algumas citocinas pelas
células B, 15 ou 30 dias apds as imunizacdes. Raxlefservar aos 15 dias apds as
imunizacbes, que as células B expressam IL-12 (pdOjue esta expressdo esta
aumentada em células B de animais imunizados com (\gura 21 A). Aos 30 dias
apos as imunizacbes, ha um aumento significativoexfressdo desta citocina, e
novamente, células B de animais imunizados com Q@dAtinuam mostrando uma

maior expressao de IL-12 (p40). (Figura 21 B).
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Figura 21: Analise da expressao do gene IL-12 (p40) por PCR e@mpo real nas células B (CD43

B-2 de animais WT imunizados.(A) Expresséo de IL-12 (p40) nas células B-2, geidias apds as

imunizagdes; (B) Expresséo de IL-12 (p40) nas aél#-2, trinta dias ap6s as imuniza¢des. Os animais
foram imunizados com 3 doses a intervalos quinser@ino descrito em materiais e métodos. Quinze ou
trinta dias apés as imunizac@es as células B-2rfgrarificadas do baco destes animais por micraa&sfe

magnéticas com o anticorpo anti-CD43 e coletadaa patracdo de RNA e avaliacdo da expressao

génica.

* p<0,05 em relagéo aos demais grupos de imunizagdo
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Também foi observado que as células B estavanesesgmdo IFN-aos 15 e aos
30 dias apos as imunizacfes (Figuras 22 A e B).1&odias, uma maior expressao é
encontrada em células B-2 do grupo DNA- Hsp65 (g2 A). Aos 30 dias, ndo
houve diferenca na expressao de k-BiRtre DNA-Hsp65 e OVA (Figura 22 B). Mas,
do mesmo modo que a citocina IL-12 (p40), houve aumento significativo na

expressao desta pelas células B-2 aos 30 diasaapusiizacao (Figura 22 A e B).

A B
0.000507 T 0-100- [ Salina
E= DNA- Hsp 65
0.0754
EE OVA
o 5 A
9 0.00025- 9 0.050-
« * w
T
0.0254
0.00000 - 0.000 =iy
IFN-y {15 DIAS) IFN- y {30 DIAS)

Figura 22: Analise da expressdo do gene IFidpor PCR em tempo real nas células B (CD43-) B-2

de animais WT imunizados.(A) Expresséo de IFN-nas células B-2, quinze dias ap6s as imunizacgdes;
(B) Expressédo de IFN-nas células B-2, trinta dias apds as imunizagdesanimais foram imunizados
com 3 doses a intervalos quinzenais como desaritmateriais e métodos. Quinze ou trinta dias apos a
imunizagdes as células B-2 foram purificadas dmlulstes animais por micro esferas magnéticas com o

anticorpo anti-CD43 e coletadas para extracdo d& RBvaliacdo da expressao génica.

* p<0,05 em relacdo aos demais grupos de imunizag&o

A p<0,05 em relacdo ao grupo controle imunizado calina
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4.8. Células B do baco possuem uma subpopulacéo eegsando IL-10 e FoxP3

Para verificar se estas células B estavam tambéunzimdo um padrdo supressor
de resposta, principalmente aos 15 dias ap0s aszaudes, avaliamos a expressao de
IL-10 por estas células B também nos dois perio@o®mpo analisados para as outras
citocinas. Surpreendentemente, encontramos célula®dutoras de IL-10, dentro da
subpopulacdo de células B denominadas convenciof&i®), as quais foram
purificadas do baco dos animais por micro esfer@gnticas. Apesar de estas células B
estarem expressando IL-10, ndo foi encontrada meatdiferenca entre os grupos de
imunizacdes, nem aos 15 nem aos 30 dias (Figura @38). Também aos 30 dias,
houve um aumento significativo na expresséao deOlldando comparado aos 15 dias.
Estes resultados mostram evidéncias de que pduerex uma populacédo de células B
reguladoras na subpopulacéo de células B purificdddaco dos animais. Diante deste
fato, fomos investigar qual era o fendtipo desshslas que estavam produzindo IL-10.
A figura 24 mostra a fenotipagem das células B yi@@s de IL-10. Observamos uma
subpopulacao de cerca de 8 a 15% de células Beudtifo:
CD43/CD19/CD5'/ IL-10". Este resultado contrasta com a porcentagem ddasél
CD43/CD19'/CD5/ IL-10" que foi cerca de 0,25 a 1% destas células queupiradh

IL-10.
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Figura 23: Analise da expressao do gene IL-10 por PCR em tempeal nas células B (CD43-) B-2

de animais WT imunizados.(A) Expressao de IL-10 nas células BiZinze dias ap0s as imunizacdes;
(B) Expresséao de IL-18as células B-2rinta dias apés as imuniza¢cbes. Os animais foraumizados
com 3 doses a intervalos quinzenais como desaritmateriais e métodos. Quinze ou trinta dias apds a
imunizacdes as células B foram purificadas do lthegies animais por micro esferas magnéticas com o

anticorpo anti-CD43 e coletadas para extracdo d& RBlvaliacdo da expressao génica.

* p<0,05 em relagdo aos demais grupos de imunizag&o
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Figura 24: Analise do perfil fenotipico das células B do bagmrodutoras de IL-10. (A) Células B com
fendtipo CD19/CD5'/IL-10" (B) Células B com fenétipo CDIZD5/IL-10*. Os animais receberam 3
imunizagdes a intervalos quinzenais como descnitp reateriais e métodos Quinze dias apoés as
imunizacdes as células B foram purificadas do lbegies animais por micro esferas magnéticas com o
anticorpo anti-CD43 e as células B CD48ram reestimuladas por 24 horas. Em seguida,nfora

marcadas com os anticorpos monoclonais CD19 e @3hperficie e IL-10 intracelular.
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Como somente esses dados ndo foram suficientes paracaraaterizacéo
detalhada da populacdo destas ceélulas B, optamosnp® uma analise. Fomos
investigar se estas células poderiam expressamdigior de transcricdo caracteristico
de células reguladoras. Surpreendentemente, detexta expressdo do fator de
transcricdo FoxP3 em células B de grupos imunizéaia® com DNA-Hsp65 quanto
ao grupo imunizado com OVA (Figura 25 A e B). Obaernos também que aos 30 dias
apos as imunizacdes quando comparado aos 15 diasg bm aumento significativo da
expressao deste fator (Figura 25 B). Aos 15 e @8, dis células B do grupo OVA
apresentaram maior expressdo de FoxP3 em animaisizawlos com DNA-Hsp65

(Figura 25 A e B).

A B
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0.00000- 0.000-
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Figura 25. Andlise da expressdo do gene FoxP3 por PCR em temggal nas células B (CD43-) B-2

de animais WT imunizados.(A) Expressao de FoxR&as células B-2uinze dias apds as imunizacges;
(B) Expressdo de FoxR#as células B-Zrinta dias ap0s as imunizacdes. Os animais foranmizados
com 3 doses a intervalos quinzenais como desaritmateriais e métodos. Quinze ou trinta dias apds a
imunizacdes as células B foram purificadas do flbegies animais por micro esferas magnéticas com o

anticorpo anti-CD43 e coletadas para extracdo d& Rblvaliacdo da expressao génica.

* p<0,05 em relagéo aos animais imunizados com DNp6HSs

A p<0,05 em relacdo aos demais grupos de imunizagbes
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5. DISCUSSAO

Os resultados deste trabalho mostram que as €éBilsdo importantes para
geracao e/ou manutencéo de células T ja nos paméidias apos a imunizacéo. Estas
observacdes corroboram com resultados de (Liu, etval, 1995; Constant, 1999;
Linton, Harbertsonet al, 2000) que mostraram que linfécitos B podem captur
processar e apresentar antigenos sollveis pantiop@a inducéo de resposta imune de
células T CD4. Além disso, estes resultados sugerem que asasdlipossam estar
modulando a resposta imune dependente de antigessis, na imunizacdo com DNA
plasmideal, a presenca de células B pode induzipasindo misto de resposta, podendo
influenciar na protecdo. Cabe ressaltar que ossdatitidos mostram dois aspectos
importantes: 1) a deteccdo de células B I[AFoxp3, ainda inédito na literatura, e 2)
O fato de a auséncia de células B mostrar uma teredéa diminuicdo na porcentagem
de células T de memoaria.

Inicialmente, essas observacdes podem sugerir @ige da uma subpopulacéo
de células B esta envolvida nesse processo, &g aisubpopulacédo produtora de IL-
10 que néo ficou completamente caracterizada. Eks#ss abrem novas perspectivas
para o estudo dos subtipos de células B e a menérizlulas T. Ha varios relatos na
literatura mostrando a importancia das células Beracdo ou manutencao de células T
de memdéria (Meding e Langhorne, 1991; Von Der Weidanghorne, 1993; Asano e
Ahmed, 1996; Von Der Weid, Honarvat al, 1996; Dominic Van Essen, 2000; Van
Essen, Dullforceet al, 2000; Whitmire, Asanet al, 2009).Mas a contribuicdo exata
de cada subtipo de células B neste processo auifonesclarecida.

Em nossos experimentos, observamos também queraisusem linfécitos B
apresentavam uma tendéncia no aumento da porcentigeélulas T CD4e T CD8

totais aos 15 e 30 dias apOs as imunizagOes. Esterdo encontrado pode ser
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decorrente de uma proliferagdo homeostéatica desthdas a fim de se manter a
populacdo normal de células no baco. A proliferagdmeostatica € um evento que
acontece geralmente em situacdes de linfopen@fa gescrita ha mais de 20 anos. A
citocina IL-7, além de auxiliar na manutencao aéotiitos T de memoria, também é
responsavel pela permanéncia de célakse na periferia (Sun- Kyeong Lee, 2005).
Em uma situacdo de linfopenia, a IL-7 também pranowm aumento da taxa mitotica
de células maduras a fim de se manter a populagémah de células nos 6rgéos
linféides (Fry e Mackall, 2005; (Schluns, Kiepral, 2000; Alpdogan, Schmal&t al,
2001; Mackall, Fryet al, 2001; Tan, Dudet al, 2001). Quando avaliamos a presenca
de IL-7 no baco dos animais imunizados, ndo haetifga estatistica na expresséo entre
0s grupos de imunizacao (Figura 19).

Outra possibilidade, é que na auséncia de célylasridequentemente o nimero
total de células no baco pode ser menor. Assimyr@com aumento natural na
porcentagem de T CD4e T CDS8 totais neste 6rgdo. Diante disto, analises mais
precisas do numero total de células no baco de awidzal Bko seréo realizadas a fim
de se testar a hipdtese de proliferacdo homeastatic

Com relacéo as células T de memoria, foi observedofiguras 4 a 9, que na
auséncia de células B houve uma diminuicdo na ptagem de células T CD4le
memoria efetora aos 7, 15 e 30 dias apds a ultimanizacdo, sugerindo uma
importancia das células B desde o momento da étivalg células T CD4até o
estabelecimento da memoria. Estes dados contrastammalguns relatos da literatura,
(Ronchese e Hausmann, 1993; Epstein, Di Rasal, 1995; Topham, Tripget al,
1996; Van Essen, Dullforcet al, 2000), que mostram que as células B nédo parnitipa

dos momento iniciais da resposta imune de célu@pZ .
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Aos 7 dias apés as imunizagdes, observamos uma paientagem de células
T CD4 e T CD8 em animais Bko imunizados com DNA-Hsp65 quando parada
com o grupo imunizado com OVA, sugerindo que naémacisa de células B, a
imunizagcdo com DNA plasmideal seja mais eficiente ativar células T quando
comparada a uma vacina protéica. Este fato podedeeido ao mecanismo de
apresentacao cruzada que ocorre comumentementaeinezacao com DNA plasmideal
por via intramuscular. O mecanismo de apresentagémada ocorre com muita
frequéncia em imunizac6es com DNA por via intraralesc Neste tipo de imunizacao,
o DNA plasmideal transfecta diretamente, além deC#&Rorofissionais, células
musculares que produzem a proteina de interessgy@emaimente podendo apresentar
peptideos derivados desta proteina para célula®g" @o contexto de MHC 1, ou
exporta-la para fora da célula. Assim, uma APC poaljgturar esta proteina que foi
exportada, e apresentar seus peptideos via MHGCarlh finfocitos T CD4 Este
mecanismo também pode ocorrer quando uma APC fagoélulas apoptoticas que
estavam expressando a proteina de interesse erareeptideos derivados desta, via
MHC II, ativando também linfocitos T CD4Gurunathan, Klinmaret al, 2000).
Aos 15 dias, uma maior porcentagem de células T'G@i&ncontrada no grupo WT
imunizado com OVA, mostrando que a imunizacdo comtefna também foi capaz de
ativar células T CD8 Aos 30 dias, observamos uma maior porcentagem ld@sd
CD4" em animais Bko imunizados com OVA tanto para méméefetora
(CD44""CD62L") e em WT na memodria central (CD¥¥CD62L""), e uma maior
porcentagem de T CD&m animais Bko imunizados com DNA-Hsp65, a pesar d
neste periodo ndo ter havido diferenca signifieatatre esses grupos de imunizagao.
As vacinas de DNA ativam além de T CDebmumente ativadas em vacinas protéicas,

T CD8' via MHCI, pois como foi anteriormente, o DNA pladerl pode transfectar
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diretamente APCs profissionais ou células muscsilgtee sdo capazes de ativar uma
alta porcentagem de células T C8urunathan, Klinmaet al, 2000).

Ao avaliar a cinética de geracao das células dedGnaram animais deficientes
de células B ou normais, observamos que aos 7agids as imunizacdes, ja houve a
presenca de TEM (CDA4Y CD62L%), tanto para linfécitos T CO4quanto T CD8, o
que permaneceu aos 15 e 30 dias apds as imunizéidesas 6 a 9). Mas o
aparecimento de células TCM somente foi observado38 dias. Isto sugere que o
aparecimento destas células ocorre mais tardiandengeie as células de TEM, e que o
periodo do surgimento destas células, independprelenca das células B, pois 0s
animais Bko assim como os WT, também apresentarf@mdbipo de TCM somente aos
30 dias apods a ultima imunizagcédo. Pode-se assenirigjue a auséncia de TCM aos 7 e
15 dias apés as imunizacfes, possa ter sido dat®rd® tempo analisado. Nestes
periodos de tempo, estamos avaliando a respostanaj sendo comum observar um
maior niumero de células efetoras nessa fase (fasa&l) da resposta imune (Lefrancois,
2003). Este fato pbde ser verificado pela alta porcentagentélulas com fenotipo
CD44"™" (dados ndo mostrados) que caracteriza o fendtipaétidas efetoras (X.
Zhang, 1998). Desse modo, podemos sugerir que ad% dias apos imunizacodes,
ainda nao houve tempo suficiente para a formacacdCdé.

De forma interessante, aos 7 dias ap6s a Ultimairagdo, somente 0 grupo
imunizado com DNA-Hsp65 ndo apresentou diferencgaraentagem de células T
CD4" TEM entre os animais Bko e WT, como foi observadoa o grupo imunizado
com OVA e os outros grupos do controle negativbraa vetor (Figura 4). Epstein, Di
Rosaet al, 1995, demonstraram que a ativacao de células T em anhedicientes
de células B foi normal em resposta ao KLH. Enquaqnte Williams, Oxeniugt

al., 1998mostraram que a capacidade de células B em proraatévacéo de células T
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CD4" depende do antigeno utilizado, mostrando assinasj@élulas B podem néo estar
exercendo importancia para a ativagio de T 'Gidd resposta ao DNA plasmideal com
o inserto da Hsp65. Entretanto, ja foi demonstiaelo nosso grupo, que as células B
sao capazes de capturar o DNA plasmidesivo (Coelho-Castelo, Santos Juniral,
2003) e apresentar peptideos derivados da HSP&5Tpab4 (Almeida, comunicacgio
pessoal). Uma analise com um maior n experimeatéa smportante para concluir esta
observacio. Observamos também, uma menor porcentigeo de células T CD4
quanto T CD8 em Bko respondedoras a OVA, quando comparadacemagem de
células T CD24 e TCDS respondedoras & Hps65. Embora em ambos os tipos de
imunizacdo a participacdo de células dendriticaacrofagos e célula B podem
desempenhar papel importante na apresentacdo Ggerane, acreditamos que a
participacdo das células B néo se restrinja afesggneno, podendo influenciar direta
ou indiretamente no desenvolvimento da memoriandiécitos T. Nos animais WT néo
houve esta diferenca para T CDE para T CD§ houve uma maior porcentagem de
células TEM nos animais imunizados com OVA. Isfonga que as células B parecem
ter importancia crucial nas fases iniciais da reponune na imunizacdo com proteina,
mas parece nao exercer essa tanta importancia gismacdo destas células, na
imunizagcdo com DNA- Hsp65. A diferenca na porcemtagde células T CD8
encontrada entre os grupos de imunizacdo nos anBkai, pode ser devido ao fato de
que no momento da ativagdo, na auséncia de cddlas DNA induza uma maior
ativacdo de T CDB8pela transfeccdo direta de células somaticas queadazes de
ativarem células T CO8fetivamente.

Aos 15 dias apoOs as imunizacdes, os dados dasadighire 7, indicam a
importancia dos linfocitos B na manutencédo de a8luCD4 TEM, mas parecem mais

uma vez ndo exercerem importancia na manutenc@eéldias T CD8 neste intervalo

74



de tempo. Como ainda ndo houve deteccdo de TCMgnpasl inferir que aos 15 dias
apos as imunizacgdes, as células ainda ndo entrexdase de memaoria. Segundo varios
autores, aos 15 dias ap0Os o inicio da respostaeimesta entra em sua fase de
contracdo. E como foi demonstrados por Whitmirgnaset al, 2009, as células B se
mostram importantes aos 15 dias apds a infeccéo Lok, ou seja, na fase de
contracdo da resposta imune. Sabe-se que as cBlplasmovem co-estimulacédo para
células T CDZ4 por meio da interagéo entre CD40 que se liga ad0QCo linfocito T
promovendo uma potencializacdo na ativacdo dedtdacgConstant, 1999). Com o
auxilio da co-estimulacdo, ha uma maior prolifecagéstas células na fase de ativacéo
da resposta imune. Além da co-estimulacdo dada @E&M0, a co-estimulacdo
promovida pelo CD28 promove uma maior sobrevivém®asas células T na fase
efetora por promover um aumento da expressédo d& B&s células ativadas (Boise,
1995). Assim, ha um aumento na quantidade de ecélglee entram na fase de
contracdo, e consequentemente permite uma maigondislidade de células
remanescentes desta fase para se tornarem de mé@yster, 1995)nfelizmente, ndo
foi feita a analise da expressdo destas molécutasnessos experimentos. Esta
cooperacao direta entre TCDd células B ndo acontece com as células TCBgue
poderia explicar uma porcentagem homogénea deaséWCD8 em animais Bko e
WT.

Aos trinta dias apds a dUltima imunizacdo, houve edeatdo de células
CD44""CD62L° (TEM) j4 observada aos 7 e 15 dias, e também hauve
aparecimento de células CD42CD62L"" (TCM), tanto para CD4quanto CD8.
Este resultado corrobora com os dados de (Shed) 20@ propuseram a hipétese de
que as células T se diferenciam primeiro em C4@D62L"" e depois em

CD44""cD62L"". Isto foi mostrado em seus experimentos, pelasfeaéncia de
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células T CD&CD62L" que, no animal receptor, adquiriram ao passaredpd 0
fendtipo CD62IM"". Esta hipétese da diferenciacdo linear tambémst \m outros
estudos como (Kaech, Tatal, 2003). E, de acordo com seus trabalhos, mesmogjue
precursores das células de memoria estivessermpees® inicio da resposta primaria,
estas células ndo possuem caracteristicas de naeoadnio, proliferacdo basal e rapida
resposta ao reencontro com o antigeno. Isto mogtreestes precursores possuem uma
diferenciacdo gradual apds a fase de contracaimApedemos sugerir que em Nossos
modelos de vacinacdo, a cinética de geracdo dataséle memoria, parece estar
coerente com a hipotese linear de diferenciacagug¢aobservamos o aparecimento de
células CD4%9/CD62L'°" nas fases iniciais da resposta imune, e o apaeatinde
células CD4A9CD62L"™" em uma fase mais tardia da resposta, supostampdsea
fase de contracdo, como foi proposto aos 15 diés apimunizacoes.

Ainda aos 30 dias apds as imunizacbes, a porcentadgecélulas CDA4TEM
continua menor em animais Bko. Como ja foi propossta diferenca pode ser
decorrente da deficiéncia de co-estimulacdo prodaoyielas células B na fase de
ativacdo da resposta imune. Assim, a populacaouiigpl para se tornar memaoria apos
a fase de contracdo foi menor. Células do fené@m4""/CD62L"" sdo mais
evidentes em linfécitos T CD§Figura 9). Para células TCM somente houve difsaen
significativa entre a porcentagem de células T TBdtre Bko e WT, nos animais
imunizados com OVA. E mesmo nao havendo diferenigaifgativa entre a
porcentagem de células CDACM nos outros grupos de imunizacdo, também
observamos um pequeno aumento da porcentagem dé TIM nos animais WT
guando comparada com animais Bko.

Como foi visto, sabe-se que as células T TBdfrem co-estimulacdo pelas

células B por meio da interacdo entre CD40 queigse do CD40L no linfocito T
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promovendo uma potencializacédo na ativacdo dekilad€onstant, 2000). Entretanto,
Bourgeois, Rochat al, 2002, sugeriram um novo mecanismo de cooperagdd d
CD4" com T CDS8 por meio também de interacdes CD40-CD40L, anafogueracio

T CD4'- Célula B para antigenos néo- inflamatorios. fst@omprovado pela deteccdo
de CD40L em T CDBap0s 4 dias de sua ativagdo na presenca de céldas. E
esta deteccdo ndo ocorreu em célula T de memdostrando assim, seu requerimento
somente no momento da ativacdo. Diante destasrev&de pode-se sugerir que a
deficiéncia de células T CD4m animais Bko poderia estar influenciando nagjera
de célula T CD8de memoria. No entanto, nossos resultados mostrgua a auséncia
de células B, nio interferiu na geracdo nem na teagéo de células T CD&le
memoria. Varios trabalhos ja demonstraram que posta primaria de T CD8na
auséncia de T CD4é normal em varias infec¢cdes (Shen, 2004). Esserebcio
corrobora com os dados da figura 4, mostrando gatvacdo de T CD8néo ficou
prejudicada na auséncia de células B quando hoomeedeficiéncia na inducdo de T
CD4". J& outros autores mostram que a resposta se@ddaf CD8 em um segundo
encontro com o antigeno ¢ diminuida na auséncia@®4 (Von Herrath, Yokoyama
et al, 1996; Riberdy, Christenseat al, 2000). Bourgeois, Rochat al, 2002,
mostraram que células T CDativadas, na auséncia de T CDderderam a capacidade
de expansdo em um reencontro com 0 antigeno. WMa& vez, nossos resultados
mostraram que a resposta de T C08 memdria também nao ficou prejudicada diante
da deficiéncia de células T CDénduzida pela auséncia de células B. As células T
CD8" foram capazes de responder ao reestinmlwitro dado pelas respectivas
proteinas, pois a porcentagem de células T 'G@@8memoria induzidas na auséncia de

células B, foi similar & porcentagem encontradaamsais WT (Figuras 5, 7 e 9).
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Cabe ressaltar, que os animais do controle negétivenizados com salina)
obtiveram uma alta porcentagem de células de manams 15 e 30 dias apOs as
imunizacOes. Esta alta porcentagem pode ser detert® fato de que os animais
utilizados nos experimentos relacionados nestalttamao sagerm free Deste modo,
ha algumas evidéncias que mostram que estes andeaenvolvem uma resposta
imune aos antigenos microbianos da flora intestiftét Q. Jiang, 2004), mostraram
algumas evidéncias de que a producédo de IgA nassasiqelas células B-1 depende
de sua interagdo com T CD4sto foi demonstrado, quando foi feita a traré&fera de
células B-1 + T CD4para animais com imunodeficéncia combinada gra@Bnao
germ free Estes animais recuperaram a quantidade normi@/Adeas mucosas, o0 que
nao ocorreu quando foram transferidas somenteaselBtl, ou mesmo quando esta
transferéncia foi feita em animagerm free E, 8 semanas apos a transferéncia destas
células, houve a detecgdo de células T Tha baco destas animais. (Valérie Julia,
2000) demonstraram que orgaos linféides secunddeamimais Balb/oaive contém
células T com fendtipo de memodria e especificamtigenos microbianos da flora
intestinal. E estes linfocitos tiveram reacdo cdaz@om antigenos deeishmania
major. Estes mesmos autores mostram também que as CElglasforam primadas na
mucosa intestinal conseguem recircular pelo badmfenodos e sdo rapidamente
estimulados a produzirem IL-4 e IL-10 aos antiget®k. major. Outro aspecto que
deve ser considerado € que também ha algumas eldée que a imunizacdo com
salina pode levar a um efeito placebo ativandola@®ldo sistema imune. O tipo de
imunizacdo intramuscular pode causar uma pequeitec@o no local, o que leva a
liberacdo de corticotropina (CRH) que induz a sgiwede IL-1, podendo ativar o

sistema imune (R. Paus, 2006). Sabe-se também gueedeptores de CRH em
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mastocitos da pele, que sao responsaveis por nmaédadées cutaneas ao estresse, o que
pode aumentar a ainda mais a resposta imune naaecao (Maurer, 2003).

Em conjunto, os dados de fenotipagem das céluldsado em diferentes tempos
apos as imunizacdes, sado importantes, pois masirarginética de geracao das células
de memoria que parece ter inicio ainda na faserafeta resposta imune. Mostram
também que 15 dias ap0s as imunizacoes, parecenseromento crucial no inicio da
formacgédo das células T CD4le memodria. Provavelmente, neste intervalo de demp
segundo dados da literatura, as células estaoicio oa fase de contracdo da resposta
imune. Assim, a influéncia das células B se masiags significativa para a geracéo de
células de memoria em sua fase inicial (fase efptqror promoverem uma co-
estimulagdo direta com T CD4E esta contribuicdo se reflete em todos os peside
tempo analisados, pois foi importante para a foémade células disponiveis para se
tornar de memoria. J& para T COED44""/CD62L'" e " nem as células B nem as
células T CD2 parecem exercer uma contribuicdo muito acentuadarmacéo destas,
pois a inducdo e manutencido das células T'QDBA estes fendtipos de meméria ndo
ficou prejudicada em nenhum periodo de tempo athklisa auséncia de células B, nem
na presenca de uma porcentagem de células T @iBvdnuida pela auséncia de células
B.

Levando-se em consideracdo que as células T" @B8memodria sdo muito
importantes na vacinagdo com DNA, e que a indugitad células € um diferencial
neste tipo de imunizacdo, fomos avaliar se a aiséde células B afetava a
porcentagem de células T CD8 memodria que expressavam CD127. Segundo dados
da literatura, as células que conseguem manteprassdo de CD127 durante a fase de
contracdo, sdo destinadas a se tornarem célulaB8 @2 meméria. O nimero de

células com alta expressdo de CD127 durante adlasmntracdo é constante, mas o
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namero de células com baixa expressao de CD12huiirdrasticamente nesta fase.
Diante disto, as células que sdo CO%2%e tornam células TEM, e as que expressam
CD127"%" se tornam células TCM (Kaech, Tah al, 2003). Assim, a avaliacdo do
fenétipo CD8/CD44"™"/CD62L°Y/CD127, promove uma caracterizacdo mais
detalhada e auxilia no entendimento da cinéticayelacio das células T CD8e
memoria. A menor porcentagem de células COEM que expressavam CD127
encontrada em animais Bko tanto aos 15 quanto @a#ia3 apds as imunizacdes foi
surpreendente, ja que a auséncia de células Bfet@n @ porcentagem de células CD8
TEM CD127. A cinética de expressao desta molécula é bastaetessante. O CD127
tem sua expressdo diminuida em duas situacdes a@dakena presenca do antigeno
(Fase de ativacao), ou em concentracfes cresadmtds7 (Swainson, Verhoeyest

al., 2006). Aléem de manter as células de memodria,-@ thmbém ¢é responsavel por
promover a proliferacdo de linfécitos T maduros periferia e em ambientes
linfopénicos(Fry e Mackall, 2005). As analises de expressagaie da IL-7 por PCR
em tempo real (Figuras 19 A e B), como ja citadmagcmostraram que apesar de nao
ter sido estatisticamente significativa, ha umaomexpressao desta citocina no baco de
animais Bko do que em animais WT. Deste modo, syaressdo pode estar
promovendo a proliferacdo homeostatica que foi gstgp nos animais deficientes de
células B. Esta maior expressao de IL-7 nos anilB&& pode estar promovendo a
diminuicdo da expressdo desta molécula nas cAluk38" destes animais aos 15 e aos
30 dias apods as imunizagdes. A ndo diferenca estatencontrada entre a expresséo de
IL-7 no baco de animais Bko e WT, foi proveniente win grande desvio padrdo
encontrado. O n experimental foi pequeno e houva vemiacdo muito grande entre os
animais dos grupos. Nestes experimentos ndo ftiadasa intensidade de fluorescéncia

de CD127, portanto a populacdo de T CD#8io foi subdividida em CD187 e
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CD127"%". As andlises foram feitas aos 15 e 30 dias apéswaszacoes, pois segundo
o mesmo trabalho Swainson, Verhoeral, 2006, a expressdo de CD127 comeca a
se detectada nos dias 10 a 12 apos a estimulag@eéidéas T.

ApOs uma caracterizacdo bastante detalhada dagerdds células T induzidas
tanto na presenca quanto na auséncia de célulgarBmos para a realizacdo de
transferéncia adotiva de células B para animais Bkta transferéncia foi feita a fim de
se verificar se a diminuicéo das células CIDEM no bacgo dos animais Bko era mesmo
devido a auséncia de células B. Os resultados anastrque a transferéncia de células
B-2 (CD43) para animais deficientes, promoveu a recuperdodendtipo das células
CD4" TEM aos 15 dias e de CDAEM e TCM aos 30 dias ap6s as imunizages,
sugerindo que as células B estao participandodiggéo e manutencéo dessas células, e
que ndo estdo participando na inducdo de célule®g" TEM. Embora as células B
auxiliem na inducéo de células T CDfue expressam CD127. A maior porcentagem de
células T CDZ encontrada nos animais que receberam a transierdacélulas, pode
ser explicada pelo fato de que em natureza, estegmis sdo deficientes de células B,
ou seja, nos animais Bko estaria ocorrendo o mgecende proliferacdo homeostatica
como foi proposto anteriormente. Curiosamente, 3bslias ap0s a transferéncia das
células B, houve uma menor porcentagem de céluld®8 de memoria efetora nos
animais que receberam as células B quando comparadacentagem de células nos
animais Bko que nao receberam a transferéncia. fiagncontrada uma maior
porcentagem de células T CD& memoria central nos animais Bkot comparados com
os animais Bko (Figura 15, A e B). Assim, de acotdm estes resultados, podemos
sugerir que as células B poderiam estar influendciamo aparecimento de células T

CD8" de memodria central.
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Além da acao das ceélulas B e da IL-7, a IL-15 tamiééum fator relacionado
com a manutencao das células de memoéria. E deaacord os resultados obtidos da
analise de PCR em tempo real, ndo houve diferaggtdisativa em sua expressao entre
0s grupos de imunizacdo, mas esses dados podemr sugaportancia da IL-15 no
desenvolvimento da memaria central, ja que houve omaior expressao desta citocina
aos 30 dias apds as imunizacOes (Figura 20 A éA85im, embora a deteccdo das
células de memoria central apresente a mesmaaandé aparecimento, aos 30 dias,
para animais deficientes ou ndo de células B, méemos excluir a participacdo de
outros componentes orquestrando o desenvolvimeessad células. Isso fica mais
visivel quando analisamos a producéo de outrasités como IL-12 e IFN-no baco
dos animais. Aos 30 dias ha uma menor express@agiegocinas nos animais Bko,
sugerindo que na auséncia células B, outras céhaldsriam estar expressando estas
citocinas que sdo importantes na manutencdo deasé&a memoria (Figuras 16 e 17).
E além das citocinas pro-inflamatérias, vimos gsecélulas B parecem ser fontes
importantes de producéo de IL-10, pois animais Wa8ram uma maior expressao desta
citocina quando comparada aos animais Bko tantol&oguanto aos 30 dias (Figura
18).

Para verificarmos a real importancia das ceélulasaBproducdo de citocinas,
avaliamos o perfil de citocinas expressas por esthdas aos 15 e 30 dias apos as
imunizacdes. Observamos que as células B sédo iampestna producao de IL-12 (p40)
e INF« principalmente aos 30 dias ap0s as imunizacdesre®dgltados também
mostraram que, as células B aos 15 e 30 dias eqgoags IL-10. Embora as células B
de animais imunizados com OVA expressaram maisOlldé que as células B de
animais imunizados com DNA, esta diferenca naoekiatisticamente significativa

(Figura 23), mostrando que a inducdo da expresssia ditocina independe do tipo de
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imunizacdo. As células B dos animais imunizados €@vA também apresentaram
nivel maior de RNAm para IL-12 (p40) quando comgaraos linfocitos B dos animais
imunizados com DNA plasmideal. Por outro lado, edpgédo de IFN¢ foi menor,
apenas, nos linfocitos B dos animais imunizados &A\. Trinta dias depois essa
variagao nao se mostrava estatisticamente signiéca

Chamou-nos a atencéo a producédo de IL-10 nos iio&B aliado ao fato de a
auséncia dessas células levava diminuicdo dasasélel memoria, assim optamos pela
caracterizagdo do fenétipo das células B. Como emmus sdo purificados por selecéo
negativa, usando anticorpo anti-CD43 ligado a misteras magnéticas, a principal
populacéo recuperada é da subpopulagdo B-2 (QDA9subpopulacdo B-1, onde se
encontra as células B-la que sdo classicamentéasdBi com fendtipo regulador,
tendem a ficar aderida a coluna (Berlese, comuacaessoal). Surpreendentemente, a
maior populagdo produtora de IL-10 era COED43 (Figura 24). Isso demonstra que
h& evidéncias da presenca de células com fen@gqdador dentro da subpopulacdo de
células B-2. Segundo Allman e Pillai, 2008, a papé&b de células T2-MZB € derivada
de células B-2 e secreta altos niveis de IL-10.ré&3sltados obtidos mostram fortes
evidéncias da presenca destas células no baco niosig Além disso, podemos
sugerir que estas células possam estar participdadmanutencdo das células de
memoria. Apesar de a IL-10 ser considerada umaic#doreguladora, é descrito que
esta citocina € requerida para a formacgdo de sélul@aD8 de memoéria apds infeccéo
com Listeria monocytogeneppis segundg@Foulds, Rotteet al, 2006), na presenca de
IL-10 a erradicacéo da infeccdo ocorre mais tardide Assim, 0 antigeno permanece
por mais tempo podendo ativar uma maior quanticdeleélulas T CD8e assim
promover um aumento da populacdo dessas célulagegiaeio disponiveis para se

tornar de memoria.
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Para se obter mais evidéncias do papel regulasksad células, verificamos a
expressao de Foxp3 nas células B por PCR em teeglo A figura 25 mostra que
houve a deteccdo de Foxp3 nestas células e o aevekpressdo foi dependente do
estimulo, principalmente aos 30 dias apés as imgdes. Essa € a primeira descricao
de Foxp3 em células B. Alguns trabalhos sugeremossilpilidade, mas nenhum
mostrou tal fendbmeno experimentalmente. A presdeggoxp3 € bem caracterizada na
populacao de linfécitos T com fenadtipo reguladendo muitas vezes, a participacdo de
IL-10 como marcador fenotipico deste subtipo celllgresenca de uma subpopulacao
de linfécitos B com fendtipo regulador e que exgaeBoxp3 € bastante intrigante e
interessante. Novos ensaios serdo necessariosigfama a funcdo e o exato fendétipo
dessas células. Em nossos experimentos podemosirsoge ela pode estar
correlacionada com a cinética de aparecimento dmdma central, pois tanto a
expressao de IL-10 quanto de Foxp3 foram maiores3@odias apOs as imunizacgodes,
mesmo periodo em que foi detectada a presencdudasc€CM. Estes achados trazem
implicacdes importantes para a geracdo de memerizidh longa em modelos de

vacina.
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6. CONCLUSOES
Os dados apresentados neste trabalho permiternmuoomok:

- Células B sdo importantes na geragdo/ manutededoélulas T CD% de
memoria efetora e de células CDEEM CD127 em modelos de vacinagdo com DNA
plasmideal e antigeno protéico;

- Mais de um subtipo de células B parece ser iraptgtneste processo, pois
houve a deteccao de células B com fenoétipo regul@xpressao de IL-10) no baco dos
animais WT;

- Houve a deteccédo de células B expressando Falqu) ainda inédito na

literatura.
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