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RESUMO

SULCZEWSKI, F.B. Mecanismo de geracdo de resposta imune humoral induzida pelo
direcionamento do antigeno MSP1,iPADRE para duas populacgdes distintas de células
dendriticas via receptores DEC205 e DCIR2. [104 péaginas. Dissertacdo (Mestrado em
Biologia da Relacdo Patdgeno-Hospedeiro)]. Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade
de Séo Paulo; S&o Paulo, 2017.

As células dendriticas (DCs) sdo células do sistema imune inato que s&o
especializadas na instrucdo de repostas imunes adaptativas. Entretanto, ha varios subtipos de
DCs com diferentes biologias e especializa¢cbes que podem igualmente instruir respostas
distintas. No baco murino, as DCs convencionais podem ser classificadas em CD8a" e CDS8a'.
As DCs CD8o’ expressam o receptor endocitico DEC205 e sdo especializadas na
apresentacdo cruzada de antigenos. Por outro lado, as DCs CD8a expressam outro receptor
endocitico conhecido como DCIR2 e sdo principalmente associadas a apresentacdo de
antigenos pela via fagocitica. Anticorpos monoclonais (mAbs) aDEC205 e oDCIR2
conjugados a proteinas antigénicas estdo sendo largamente utilizados como estratégia de
direcionamento de antigenos para as DCs CD8a" ¢ CD8a’. Este trabalho tem como objetivo
analisar as respostas imunes celular e humoral induzidas pelo direcionamento de uma proteina
modelo para esses dois subtipos de DCs via os receptores DEC205 e DCIR2 apés a
administracdo de uma ou duas doses dos mAbs chiméricos. Foi utilizado o antigeno
quimérico MSP1;PADRE conjugado aos mAbs aDEC205 e aDCIR2 juntamente com Poly
I:C como adjuvante. A montagem das respostas celular e humoral foi analisada 3, 4, 5 e 6 dias
apos a imunizacao para avaliar a resposta inicial e 3, 4, 5 e 6 dias depois da segunda dose para
estudar a influéncia do segundo contato com o antigeno na resposta imune induzida pelo
direcionamento de antigenos para cada subtipo de DC. Os resultados obtidos ap6s a
administracdo da primeira dose mostraram que o direcionamento de antigenos para o subtipo
de DCs CD8a’ induz uma robusta resposta humoral. Houve um aumento no numero de células
T auxiliares foliculares (Trgq) e células B do centro germinativo (CG), bem como de
plasmdcitos. Em contrapartida, o direcionamento para o subtipo de DCs CD8a" induziu um
maior nimero de células produtoras de IFN-y e células T CD4" polifuncionais. Ja em relacio
a resposta secundaria, o direcionamento de antigenos para as DCs CD8a” promoveu mudanca
de classe de 1gG e a producdo de citocinas com um perfil de resposta auxiliar Th2/Th17. J&
quando o antigeno foi direcionado para as DCs CD8a", houve um aumento progressivo de
células T produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-qa, juntamente com células T produtoras somente
de IL-10. Além disso, os titulos de anticorpos contra a proteina MSP1;9 aumentaram depois
da segunda dose e ocorreu uma mudanga de classe de _I%Gs. Também houve um aumento de
duas populacdes de células Tey (CXCR5™"PD-179" e CXCR5™PD-1"") quando o
antigeno foi direcionado via DEC205, mas ndo houve aumento de células B do centro
germinativo no periodo de tempo analisado. Pode-se concluir que o direcionamento de
antigenos para DCs CD8a  induz inicialmente uma forte resposta humoral, sugerindo que
essas DCs sdo especializadas na instrucdo de células Ty, Porém, ap6s a administracdo da
segunda dose do mADb de fusdo ha a instrugdo de uma resposta Th2/Th17. Ja o direcionamento
de antigenos para DCs CDS8a" induz inicialmente uma forte resposta Thi, indicando que essas
DCs sédo especializadas na instrucdo desse perfil de resposta auxiliar. Apesar disso, apos a
segunda imunizacéo ha a diferenciacéo de células Tg.

Palavras-chave: Células Dendriticas. Direcionamento de antigenos. Subtipos de DCs.

Resposta imune celular. Resposta imune humoral.



ABSTRACT

SULCZEWSKI, F.B. Mechanism of generation of humoral immune response induced by
targeting of MSP1;,PADRE antigen to two different subsets of dendritic cells via
DEC205 and DCIR2 receptors [104 p. Master Thesis (Parasitology) - Instituto de Ciéncias
Biomeédicas, Universidade de S&o Paulo; S&o Paulo, 2017.

Dendritic cells (DCs) are cells of innate immune system specialized in priming
adaptive immune responses. However, there are several DCs subsets with different biology
and specializations to prime T cells. In the murine spleen, conventional DCs can be classified
into CD8a" and CD8a’. CD8a" DCs express the DEC205 endocytic receptor and are
specialized in antigen cross-presentation. On the other hand, CD8a” DCs express another
endocytic receptor known as DCIR2 and are mainly associated with the presentation of
antigens by the phagocytic pathway. Monoclonal antibodies (mAbs) «DEC205 and aDCIR2
conjugated to antigenic proteins are widely used to target antigens to CD8o" and CD8o” DCs.
This study aims to analyze the cellular and humoral immune responses induced by the
targeting of a model protein to these two DCs subsets via the DEC205 and DCIR2 receptors
after the administration of one or two doses of the chimeric mAbs. The MSP1,,PADRE
chimeric antigen was conjugated to mAbs aDEC205 and aDCIR2 and Poly I: C was used as
an adjuvant. The humoral and cellular responses were analyzed 3, 4, 5 and 6 days after the
immunization to evaluate the initial response and 3, 4, 5 and 6 days after the second dose to
study the influence of the second contact with the antigen on the immune response induced by
antigen targeting to each DC subtype. The results obtained after the administration of the first
dose showed that antigen targeting to CD8a” DCs induces a robust humoral response. In
addition, there was an increase in the number of follicular helper T cells (Tgy) and germinal
center (CG) B cells, as well as in plasma cells. In contrast, antigen targeting to CD8o" DCs
induced a greater number of IFN-y-producing cells and polyfunctional CD4" T cells. When
the secondary response was considered, antigen targeting to CD8a” DCs promoted 1gG class
switch and the production of cytokines with a Th2/Th17 helper profile. When the antigen was
targeted to CD8a" DCs, there was a progressive increase of IFN-y, IL-2 and TNF-a producing
T cells together with T cells producing only IL-10. In addition, the antibody titres to the
MSP114 protein increased after the second dose, and a 1gG class switch also happened. There
was also an increase in two Tgy cell populations (CXCR5™M"PD-1"19" and CXCR5™PD-
1) when the antigen was targeted via DEC205, but there was no increase of germinal
center B cells in the time period analyzed. We can conclude that antigen targeting to CD8a’
DCs initially induces a strong humoral response, suggesting that these cells are specialized in
the instruction of Tgy. However, after the administration of the second dose of the fusion
mADb, there is the instruction of a Th2 / Th17 response. On the other hand, antigen targeting to
CD8a" DCs initially induces a strong Th1 response, indicating that these cells are specialized
in the instruction of this auxiliary response profile. Nevertheless, after the second
immunization, differentiation of Tgy cells occurs.

Keywords: Dendritic cell, Antigen targeting, DC subsets, Cellular immune response,

Humoral immune response.
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1 INTRODUCAO
1.1 Células Dendriticas

As ceélulas denditicas (DCs) sdo células de resposta imune inata que estdo associadas
com a instrucéo e a promogéo da resposta imune adaptativa, fazendo a interacdo entre esses
dois sistemas (STEINMAN, 2007). Essas células séo as principais células apresentadoras de
antigenos (APCs), sendo especializadas da instrucéo de células T virgens em ceélulas efetoras.
Dessa forma, as DCs reconhecem, processam e apresentam o0s antigenos complexados a
moléculas do complexo principal de histocompatibilidade (MHC) de classe | e Il, fornecendo
0s trés sinais necessarios para a eficiente ativacdo das células T (MELLMAN ;STEINMAN,
2001). Assim, as DCs sdo fundamentais para a geracdo das respostas mediadas por células T
CD4" e T CD8" e, direta ou indiretamente, células B (GUERMONPREZ et al., 2002;
MACLENNAN ;VINUESA, 2002).

Por outro lado, as DCs também estdo relacionadas com a inducdo de respostas imunes
tolerogénicas. Essas células, na auséncia de inflamagdo, apresentam antigenos proprios as
células T instruindo-as a um perfil de células regulatérias (YAMAZAKI et al., 2007). Elas
fagocitam células mortas permanecendo imaturas (sem aumentar a expressao de moléculas
co-estimulatérias) (SAUTER et al., 2000). A apresentacdo desses antigenos proprios a
linfécitos T na auséncia dos sinais co-estimulatorios promove a tolerdncia imunoldgica na
periferia (STEINMAN et al., 2000). Deste modo, as DCs regulam as respostas imunes sendo
consideradas como um ponto de controle e regulacdo da resposta adaptativa (BANCHEREAU
;STEINMAN, 1998).

Além disso, as DCs sdo células migratorias, elas se diferenciam a partir de precursores
na medula dssea e migram para diferentes regiGes no organismo, estando presentes no sangue,
em tecidos linfoides como, timo, bago, linfonodo e em tecidos n&o linfoides como figado, rim,
pele e pulmdo (AMORIM;CHAGAS; et al., 2016). Nestes locais, as DCs terminam seu
processo de diferenciacdo, mas ainda permanecem imaturas, expressando baixos niveis de
CD80 (B7-1), CD86 (B7-2), CD40 e MHC Il (DUDEK et al., 2013). Sua maturagao
completa ocorre somente apds o contato com um antigeno e/ou com ligantes de receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs) e citocinas, levando ao aumento da expressédo de CD80,
CD86, CD40 e MHC Il e a migracdo para orgdos linfoides secundéarios, onde ocorre a
apresentacdo de antigenos (MUNZ;STEINMAN ;FUJII, 2005; TOMURA et al., 2014).

Os PRRs sdo amplamente expressos pelas DCs e estéo relacionados com sua fungéo

de reconhecer patdégenos ou danos (isto é, inflamagdo) e maturar na presenca desses
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estimulos, por meio da ligacdo desses PRRs com os padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) ou a dano (DAMPs) (TAKEDA;KAISHO ;AKIRA, 2003). O grupo de
PRRs mais conhecidos séo os receptores do tipo Toll (TLRs), presentes na membrana externa
(TLR1/2, TLR4, TLR5 e TLR2/6, TLR10, TLR11l, TLR12, TLR13) e na membrana
endossomal (TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9) dessas células (KAWAI ;AKIRA, 2010). A
ligacdo desses receptores com seus ligantes promove a maturagédo da DC fazendo com que
ela, além de migrar para o linfonodo, produza citocinas inflamatorias, como TNF-a, IL-6, IL-
12 e interferon (IFN) do tipo | amplificando a resposta inata e influenciando a reposta
adaptativa (IWASAKI ;MEDZHITOV, 2015; PULENDRAN ;AHMED, 2006).

Contudo, as DCs ndo sdo uma linhagem homogénea de células, pelo contrério, ha
diversos subtipos que podem ser classificados de acordo com marcadores de membrana e sua
funcdo. Basicamente, elas podem ser classificadas em plasmocitoides e convencionais
(SHORTMAN ;LIU, 2002). As DCs plasmocitoides (pDCs) sdo células especializadas na
expressao de IFN do tipo I, respondendo rapidamente e eficientemente a infeccBes virais
(COLONNA;TRINCHIERI ;LIU, 2004). As DCs convencionais (cDCs) estéo principalmente
associadas a apresentacdo de antigenos e a instrucdo de células T. Dependendo da localizacéo
anatdmica das cDCs, elas podem ser divididas em outros subtipos, como na pele onde ha as
células de Langerhans e as DCs dermais e no baco, onde elas podem ser subdivididas pela
expressdo da cadeia alfa da molécula CD8 (DCs CD8a" e CD8a’) (KLECHEVSKY et al.,
2008; STEINMAN, 2003).

1.1.1 Ontogenia e classificacdo de DCs

O processo de ontogenia de DCs ainda nédo foi completamente elucidado. Em termos
gerais, sabe-se que as DCs originam-se a partir de células mieloides da medula 6ssea
conhecidas como precursores mieloides comuns (CMPs) (MERAD et al., 2013). Os CMPs
diferenciam-se em precursores de DCs e macrofagos (MDPs) que originam duas linhagens
atualmente consideradas completamente distintas: a linhagem de DCs e a linhagem de
mondcitos (FOGG et al., 2006). A linhagem monocitica inicia-se com a diferenciagdo do
MDP para o precursor comum de monocitos (cMoP). O cMoP esta associado a ontogenia de

monacitos, macréfagos e células inflamatorias derivadas de mondcitos e macréfagos, na qual
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se encontram células CD11c" anteriormente conhecidas como DCs derivadas de mondcitos
(GUILLIAMS et al., 2014). Ja a linhagem de DCs inicia-se pela diferenciagcdo dos MDPs para
o0s precursores comuns de DCs (CDPs). Os CDPs diferenciam-se em células conhecidas como
prée-DCs que finalizam o processo de diferenciacdo para DCs imaturas (POLTORAK
;SCHRAML, 2015). Além disso, sabe-se que as pDCs e as cDCs possuem ontogenias
distintas. Os CDPs pode dar origem a pré-pDCs ou a pré-cDCs e estes se diferenciam para
pDCs e cDCs, respectivamente (DIAO et al., 2004).

As pré-cDCs podem sair da medula dssea e serem encontradas no sangue, terminando
sua diferenciacdo no tecido, onde passam a expressar diferentes marcadores fenotipicos
(BRETON et al., 2015; WU ;LIU, 2007). Classicamente, as cDCs s&o subdividas em
diferentes subtipos baseados na expressao desses marcadores, como citado anteriormente.
Entretanto, recentemente esta sendo proposta uma nova classificacdo das cDCs de acordo com
sua ontogenia, pois a identidade funcional dessas células é determinada pelo seu processo de
diferenciacdo (HEIDKAMP et al., 2016). Fundamentado na subdivis&o classica das cDCs pela
expressao da cadeia alfa da molécula CD8 no baco e de CD103 nos 6rgaos nédo linfoides de
camundongos, e com base em sua ontogenia, as cDCs foram ainda chamadas de cDC tipo 1
(cDCs1) (DCs CDS8a" ou CD103%) e ¢DCs tipo 2 (cDCs2) (DCs CD8uo CD11b* )
(GUILLIAMS et al., 2014).

Guilliams e colaboradores (2014) fundamentaram essa classificacdo pelos fatores de
transcricdo expressos durante a diferenciacdo. As cDCs1 se diferenciam pela expressao dos
fatores IFN-regulatory factor 8 (IRF8), DNA-binding protein inhibitor 1D2, basic leucine
zipper transcriptional factor ATF-like 3 (BATF3) e nuclear factor interleukin (IL)-3
regulated protein (NFIL3). J& as cDCs2 expressam RELB63, PU, recombining binding
protein suppressor of hairless (RBPJ) e IRF4. Inclusive, IRF8 vem sendo associado como o
fator de transcricdo responsavel pela diferenciacdo final de cDCsl e IRF4 de cDCs2
(BAJANA et al., 2016; SICHIEN et al., 2016).

Com isso, uma nova estratégia de identificacdo das DCs também estd sendo proposta.
De acordo com a expressdo de marcadores de superficie e dos fatores de transcri¢do, as cDCs
podem ser identificadas independentemente do tecido, sendo consideradas cDCs1 as células
MHCII*F4/80°CD64'CD11c*CD26*XCR1"CD172a IRF8"IRF4°® e c¢DCs2 as células
MHCII'F4/80°CD64 CD11c*CD26*XCR1°CD172a"IRF8IRF4™  para  camundongo,
substituindo o marcador XCR1 por CAM1 em humanos e outros primatas (GUILLIAMS et
al., 2016). Entretanto, a expressdo desses marcadores ndo sao as Unicas diferencgas entre essas

duas populacbes de cDCs, ja que elas apresentam perfis transicionais diferentes e
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caracteristicos de cada populagdo que demonstram suas identidades celulares especificas
(GUILLIAMS et al., 2016; SEE et al., 2017).

Além disso, nos ultimos anos foram identificadas em camundongos e humanos
populacdes de pré-cDCs que ja estdo comprometidas com a diferenciacdo para cDC1 e cDC2,
sendo existe ja& uma pré-cDC que se diferencia em pré-cDC1 ou em pré-cDC2, originando
posteriormente a cDC1 e a cDC2, respectivamente (SCHLITZER et al., 2015; SEE et al.,
2017). Dessa forma, a pré-cDC seria instruida para tornar-se uma ¢cDC1 ou uma cDC2, porém
esse processo ainda ndo foi caracterizado. A figura 1 sintetiza a ontogenia de DCs mostrando

que as cDCs1 e as cDC2 se diferenciam por vias distintas.

CELULA-TRONCO CMP CMoP
PRE-PDC k(//////PREcDC
J PRe-CDC1 " l PRE-CDC2
y
PDC

cbcl cDC2

Figura 1 - Ontogenia de diferentes subtipos de DC. Esquema de classificacdo baseado na ontogenia
das DCs. A célula-tronco hematopoiética diferencia-se em precursor mieloide comum (CMPs) que origina o
precursor comum de mondécitos (CMoP) e o precursor comum de DC (CDP). O CDP se diferencia em pré-DC
que pode ser pré-pDC que posteriormente se diferencia em pDC ou pré-cDC. Essa pré-DC pode originar tanto
pré-cDC1 que dara origem a cDClquanto a pré-cDC2 que se diferencia em cDC2.
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1.1.2 DCs CD8a"

As DCs CDS8a" sd0 cDCs1 presentes nos 6rgaos linfoides como o baco e o linfonodo
de camundongos, sendo histologicamente localizadas na zonas de células T (CROZAT et al.,
2011; DUDZIAK et al., 2007). Essas células sdo especializadas na apresentacdo cruzada de
antigenos para células T, sendo capazes de fagocitar células mortas e apresentar antigenos
para células T CD4" e T CD8" simultaneamente, processo fundamental na inducéo de
imunidade em infecgbes virais (ALLAN et al., 2003; I'YODA et al., 2002). As DCs CD8a"
possuem uma magquinaria especializada nesse processo de apresentacdo de antigenos,
expressando inclusive Clec9a, um receptor para células necréticas (SANCHO et al., 2009).
Além disso, esse subtipo de DC esta envolvido com a manutencgdo da tolerancia periférica, na
auséncia de inflamagao e sinais de danos, as DCs CD8a" sdo especializadas na instrugdo de
células T reguladoras (YAMAZAKI et al., 2008).

As DCs CD8a" também expressam em sua membrana o receptor endocitico DEC205,
também chamado de CD205 (JIANG et al., 1995). Ele é membro da familia de receptores de
lectinas do tipo C, apresentando diversas fungdes, entre elas a captura e a internalizacdo de
antigenos que se ligam a ele (MAHNKE et al., 2000). Além disso, ele realiza a endocitose
pela via de endossomos tardios, o que favorece ainda mais a apresentacdo cruzada de
antigenos, estimulando tanto a via de MHC de classe | quanto a via de MHC de classe I,
possibilitando a instrucdo tanto de células T CD8" quanto de T CD4", respectivamente
(BONIFAZ et al., 2002).

1.1.3 DC CD8a

As DCs CD8a’ também estdo presentes no baco e nos linfonodos de camundongos
mas, diferentemente das DCs CD8a’, estdo localizadas nas zonas marginais as células B na
polpa vermelha do bago (SHIN et al., 2016). Estas células, além de serem negativas para a
cadeia alfa da molécula CD8, expressam o marcador de superficie CD11b, sendo
consideradas cDC2. As DCs CD8a  sdo especializadas em apresentagdo de antigenos via
MHC de classe Il, sendo principalmente associadas a instrucdo de respostas T auxiliares com
um perfil Th2 (DUDZIAK et al., 2007).
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Além desses marcadores, as DCs CD8a” também expressam outro receptor endocitico,
0 DCIR2, que € um receptor de superficie que também pertence a familia das lectinas do tipo
C (NUSSENZWEIG et al., 1982). Quando este receptor se liga a algum antigeno, ele também
estimula a sua internalizacdo. Assim, a acdo do DCIR2 na captura do antigeno pela DC €
importante para o inicio da resposta inata que culminara na ativacdo da resposta imune

especifica contra os antigenos endocitados (STEINMAN, 2007).

1.2 Resposta de celular induzida por DCs

As DCs exercem um papel central na indugdo de respostas adaptativas celulares. Na
verdade, elas sdo especializadas na instrucdo de linfécitos T a se tornarem efetores
(STEINMAN, 2007). Como APCs, as DCs interagem diretamente com as células T a partir de
varias ligacdes entre receptores e seus ligantes e indiretamente via secre¢do de citocinas em
processo conhecido como sinapse imunolégica (DUSTIN, 2014). A sinapse imunoldgica € a
interface de contato entre a APC e a célula T, sendo que na regido central ha a interacdo entre
o receptor de células T (TCR) com o MHC da APC, uma regido conhecida como complexo de
ativacdo supramolecular central. Na regido periférica da sinapse imunoldgica ocorre também
a ligagdo de integrinas e moléculas coestimulatorias e seus ligantes, formando o complexo de
ativacdo supramolecular periférico (DUSTIN;CHAKRABORTY ;SHAW, 2010). Essas
ligacbes fornecem e amplificam os sinais que levam a inducdo de proliferacdo e ativacdo da
célula T (HUPPA et al., 2003). No entanto, o estado de maturacdo da DC influencia o tempo
de duracdo da sinapse imunoldgica, sendo que DCs maduras realizam sinapses mais longas
que DCs imaturas (BENVENUTI et al., 2004). Alem disso, o sinal de diferentes moléculas
co-estimulatorias influencia a sinapse e a instrucdo da célula T (CHOI et al., 2011,
SAITO;YOKOSUKA ;HASHIMOTO-TANE, 2010).

As DCs podem apresentar antigenos tanto via MHC de classe | quando MHC de classe
Il por meio de sinapses com células T CD8" e T CD4", respectivamente (SAVINA
;AMIGORENA, 2007). Dessa forma, além de instruir a reposta de células auxiliares, as DCs
podem influenciar a sua polarizacdo (KAPSENBERG, 2003). As citocinas e as moléculas co-
estimulatorias expressas pelas DCs durante a sinapse influenciam a polarizacdo dessa
resposta: por exemplo, a IL-12 esta associada a instrucdo da resposta Thl enquanto que a

expressdo de ICOSL associa-se a indugdo de células auxiliares foliculares (ATHIE-
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MORALES et al., 2004; CHOI et al., 2011). A figura 2 mostra as diferentes polarizagdes e as
citocinas envolvidas na promogdo de cada resposta. As principais polarizagdes séo Thl
(induzidas principalmente por IL-12), Th2 (induzidas principalmente por IL-4), Th17 (IL-6 e
TGF-B), Ten (IL-6 € 1L-21) e Treg (TGF-B) (ZHU;YAMANE ;PAUL, 2010).

IL-6

TNFy TGF

Figura 2 - Polarizagdo da resposta de células T auxiliares. Diferentes polariza¢des da resposta de
células T auxiliares. As células T virgens, durante, em um processo de apresentacao de antigeno, recebem sinais
da APC que instruem sua polarizacdo para Thl (IL-12, 1L-18 IFN-y), Th2 (IL-4, IL-2), Th17 (IL-6, TGF-p),
Th22 (IL-6, TNF-a), Treg (TGF-B), Ten (IL-6 € 1L21) e Th9 (TGF-B). Fonte: (CARBO et al., 2014) (Adaptada).

Recentemente, vem sendo estudada a influéncia do subtipo da DC na polarizagdo da
resposta de células T CD4". As cDCs2, por exemplo, vem sendo associadas a instrucdo de
células Th17 enquanto que as cDCs1, principalmente as DCs CDS8a", estdo relacionadas com
a resposta Thl (SCHLITZER et al., 2013; SOARES et al., 2007). Dessa forma, cada subtipo
de DCs especificamente apresenta caracteristicas intrinsecas a sua propria biologia que
garantem a sua especializacdo na indugdo de uma polarizacio de células T CD4" (SHIN et al.,
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2016). Essas caracteristicas podem ser desde a expressdo de TLRs e sua ativacdo frente aos
seus ligantes ou, até mesmo, as expressdes de diferentes moléculas co-estimulatorias,
citocinas, vias de sinalizacdo e fosforilacdo intracelulares e outros mecanismos dependentes
do subtipo de DC (LI et al., 2016; NAPOLITANI et al., 2005; SHIN et al., 2015).

1.3 Influéncia de DCs na Resposta Humoral

A producdo de anticorpos neutralizantes de alta afinidade € fundamental para a
eficiéncia de uma vacina na protecdo contra o estabelecimento de uma doenca infecciosa e
principalmente na resposta imune induzida por um agente infeccioso (AMANNA ;SLIFKA,
2011). Para que isso ocorra com antigenos proteicos utilizados em uma vacina é fundamental
a ativacdo tanto de células B quanto de células T CD4" (TARLINTON ;LEW, 2007). Assim,
as DCs estdo envolvidas com a inducdo da producéo de anticorpos, pois elas sdo responsaveis
pela instrucdo das células T CD4" que se diferenciam em células T foliculares auxiliares
(Ten), ou com outras polarizagbes que auxiliam a resposta humoral (SAHAY et al., 2013).
Além disso, as DCs também produzem o fator de ativacdo de célula B BAFF estimulando
diretamente as células B (MACLENNAN ;VINUESA, 2002).

As células Try sdo células T CD4" que passaram a expressar CXCR5 e PD-1 e assim
podem migrar para o interior dos foliculos e na regido de células B, formando estruturas
conhecidas como centros germinativos (CG) (MA et al., 2012). Essas células séo, na verdade,
uma polarizagdo da resposta auxiliar especializada na estimulacéo dos linfocitos B, secretando
IL-21 e promovendo a proliferagdo e ativacdo de células B, bem como a produgdo de
anticorpos neutralizantes de alta avidez (PEREZ-MAZLIAH et al., 2015; WEINSTEIN et al.,
2016). As células Ty se diferenciam pela acdo do fator de transcricdo Bcl-6 e pela
diminuicdo da expressdo de blimp-1 que juntos promovem a polarizacdo dessas células
(JOHNSTON et al., 2009). As DCs sdo as principais células a fornecerem o0s sinais para a
diferenciacdo das Tgy, pois elas expressam ICOSL e OX40L que estimulam a expressdo de
Bcl-6 via fosforilagdo de STAT3 (TAHILIANI et al., 2017; UENO et al., 2010).

O CG é uma estrutura presente em 6rgdos linfoides secundarios, caracterizado pela
presenca de células B, células Try e DCs foliculares. E onde ocorre o aumento da afinidade do

receptor das células B (BCR) com o antigeno e a mudanca de classe de isotipo (TAS et al.,
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2016). O CG é formado pela zona clara onde localizam-se as células Tg4 € a zona escura onde
ha& uma intensa proliferacéo de células B, havendo entre essas duas zonas, um fluxo de células
gue mantém essas estruturas extremamente dinamicas (VICTORA ;MESIN, 2014). Na zona
escura, juntamente com a proliferacdo, ocorre a hipermutacdo somatica que leva ao aumento
da afinidade ao antigeno (MESIN;ERSCHING ;VICTORA, 2016). As células que proliferam,
migram posteriormente para a zona clara, local onde interagem com as DCs foliculares e com
as células Try para serem selecionadas de acordo com sua afinidade (VICTORA et al., 2010).
As células B de alta afinidade recebem um sinal de sobrevivéncia fornecido principalmente
via CD40-CD40L, podendo entdo diferenciar-se em plasmdcitos ou células B de meméria. J&
as células de baixa afinidade retornam para a zona escura para sofrer novamente hipermutacao
somatica (VICTORA ;NUSSENZWEIG, 2012). Assim, o CG ¢ responsavel pela
diferenciacdo de células produtoras de anticorpos de alta avidez bem como pela formacéo de

células B de memoria (Figura 3).
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Figura 3 - Reacdo do centro germinativo. As células B ativadas formam o centro germinativo
migrando pela zona escura, onde proliferam intensamente e sofrem hipermutacéo somatica. As células migram
entdo para a zona clara onde sdo selecionadas positivamente e se diferenciam em plasmoécitos ou em células B de
memoria. Se essas células receberam um sinal fraco de sobrevivéncia, elas retornam para a zona escura para
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sofrerem novamente hipermutagdo somatica e se ndo receberam sinal de sobrevivéncia, entram em apoptose.
Fonte: (DE SILVA ;KLEIN, 2015) (Adaptado)

1.4 Direcionamento de Antigenos para DCs

O direcionamento de antigenos para DCs consiste basicamente de uma estratégia de
enviar antigenos diretamente para essas células. Geralmente, os antigenos sdo complexados a
anticorpos ou acoplados a algum ligante de receptores que sdo expressos na membrana da
DCs, sendo assim direcionados até essas células (MACRI et al., 2016). Essa estratégia vem
sendo aplicada no desenvolvimento de vacinas com o enfoque de geracdo de uma resposta
imune especifica a um antigeno de interesse, de acordo com a biologia da DC e a capacidade
que ela possui de instruir células T (STEINMAN, 2008). Ha varios receptores expressos na
superficie da DC que vem sendo alvo para o direcionamento de antigenos, sendo os mais
utilizados o0 DEC205, o DCIR2, o Clec9A e até mesmo os receptores da porcdo constante dos
anticorpos (receptores Fc) (APOSTOLOPOULOQOS et al., 2013).

Dessa forma, dependendo do receptor que a DC expressa, pode-se direcionar
antigenos especificamente para um subtipo DC, como é o caso das DCs murinas linfoides
CDS8a" e CDSa’. Para o direcionamento de antigenos para as DCs CD8a" pode-se utilizar um
anticorpo para o receptor DEC205 e para as DCs CD8a’, um anticorpo para o receptor DCIR2
(LEHMANN et al., 2016). Essa estratégia foi desenvolvida a partir de 2000 com a producéo
dos anticorpos monoclonais aDEC205 e aDCIR2 e, desde entdo, vem demonstrando
resultados bastante promissores na criacdo e otimizagdo de vacinas contra agentes infecciosos
e cancer (STEINMAN, 2012). O anticorpo NLDC-145 liga-se especificamente ao receptor
DEC205 altamente expresso por DCs CDS8a’, ja 0 anticorpo monoclonal 33D1 liga-se ao
receptor DCIR2 nas DC CD8a (JIANG et al., 1995; NUSSENZWEIG et al., 1982).

A administracdo in vivo dos anticorpos NLDC-145 (a«DEC205) e 33D1 (aDCIR2)
promove a ligagdo do aDEC205 nas DCs CD8a" esplénicas, bem como em células B, NK e
em outros granulocitos e do aDCIR2 somente as DCs CD8a (IDOYAGA et al., 2011).
Imunizagdes com a utilizacdo de ambos 0s anticorpos conjugados a antigenos tém mostrado
resultados que indicam a indugdo de fortes respostas adaptativas aos antigenos e inclusive
protecdo a desafios com patogenos (AMORIM;RAMPAZO; et al., 2016; APOSTOLICO et
al., 2017; BOSCARDIN et al., 2006; CHAPPELL et al., 2012; DO et al., 2010; DUDZIAK et
al., 2007; HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et al., 2015; SHIN et al., 2015).
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Na realidade, o primeiro estudo de direcionamento de antigeno para a DC CDS8a" foi
realizado em 2001 por Hawiger e colaboradores. Nesse estudo, utilizaram a lisozima de ovo
de galinha como antigeno modelo complexada ao aDEC205. Sua administracdo in vivo
seletivamente estimulou as DCs CDS8a" instruir uma resposta especifica de células T
(HAWIGER et al., 2001). J& Bonifaz e colaboradores em 2002 usaram a ovalbumina
conjugada ao mesmo anticorpo, mostrando que as DCs CD8o’ eficientemente podem
processar e apresentar o antigeno via MHC de classe | & células T CD8" (BONIFAZ et al.,
2002). Por outro lado, a imunizagdo com o anticorpo 33D1 teve precedentes em 1996 quando
Finkelman e colaboradores injetaram diretamente o anticorpo de ratos em camundongo e
verificaram uma robusta resposta humoral, porém ainda sem saber qual era o alvo desse
anticorpo (FINKELMAN et al., 1996).

Esses primeiros resultados indicaram que na auséncia de estimulo inflamatorio,
quando a DC esta imatura, o direcionamento de antigeno para a DC CD8a’ induz uma
resposta de tolerdncia ao antigeno, e esses resultados foram sistematicamente confirmados
(BONIFAZ et al., 2002; ETTINGER et al., 2012; FINKELMAN et al., 1996; PETZOLD et
al., 2012; SPIERING et al., 2015). Contudo, na presenca de um adjuvante e inflamacéo, o
direcionamento do mesmo antigeno para essa DC induz uma forte resposta de células T
(BONIFAZ et al., 2002; BONIFAZ et al., 2004; HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et al.,
2015).

Os primeiros indicios referentes ao direcionamento de antigenos para DCs CD8a’ via
DCIR2 mostravam que na auséncia de um estimulo inflamatorio a imuniza¢do com aDCIR2
era capaz de induzir células efetoras (CHAPPELL et al., 2012; FINKELMAN et al., 1996)..
Contudo, revelou-se que na auséncia de adjuvante a resposta de células T era apenas de curta
duracdo, sendo necesséario um estimulo inflamatério para a maturacdo da DC e promocgéo de
uma resposta duradoura (DUDZIAK et al., 2007).

O aCD40 é um dos adjuvantes mais frequentemente utilizados nos protocolos de
imunizacdo que envolvem o direcionamento de antigenos para as DCs CD8o" e CD8a.. Ele se
liga diretamente no CD40 promovendo o aumento da expressdo das moléculas co-
estimulatorias (BONIFAZ et al., 2004; BOSCARDIN et al., 2006; DUDZIAK et al., 2007;
HEATH;WU ;HOWARD, 1994). Além disso, ligantes de TLR também s&o utilizados, sendo
o mais frequente o Poly I:C que liga-se nos receptores TLR3 e MDA-5
(AMORIM;RAMPAZO; et al., 2016; HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et al., 2015;
SHIN et al., 2016; SHIN et al., 2015). Na realidade, a administragdo de Poly I:C no

direcionamento de antigenos via DEC205 tem se mostrado como o melhor adjuvante a ser
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utilizado na indugdo de células T CD4" produtoras de IFN-y (TEWARI et al., 2010;
TRUMPFHELLER et al., 2008). O Poly I:C induz uma producéo sistémica de IFN do tipo I,
principalmente pelas células NK, que amplificam a maturacdo das DCs, promovendo uma
reposta Thl (LONGHI et al., 2009).

A caracterizacdo e a validagdo da estratégia de direcionamento para DCs foi realizada
com a utilizacdo de antigenos modelos e, em algumas ocasifes, animais transgénicos.
(BONIFAZ et al., 2002; BONIFAZ et al., 2004; BOSCARDIN et al., 2006; DUDZIAK et al.,
2007). Os resultados desses trabalhos possibilitaram o uso de antigenos de relevancia clinica
em sistemas abertos com a utilizacdo de camundongos selvagens. Inimeros antigenos ja
foram direcionados para as DCs, antigenos de diferentes parasitas, virus e até mesmo
antigenos oriundos de tumores (AMORIM;RAMPAZOQO; et al., 2016; APOSTOLICO et al.,
2017; BOSCARDIN et al., 2006; DO et al., 2010; HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et
al., 2015; TEWARI et al., 2010; TRUMPFHELLER et al., 2008; WANG et al., 2009)

Os primeiros estudos direcionando antigenos de relevancia clinica foram realizados
com as proteinas circumsporozoita (CS) de Plasmodium yoelii, com a proteina GAG do virus
HIV, com a proteina LACK de Leishmania major e com a proteina de viruléncia (LcrV) de
Yersinia pestis. Nesses estudos, houve a inducdo de uma robusta resposta celular, tanto de
células T CD8" quando de células T CD4" e uma forte resposta humoral com altos titulos de
anticorpos especificos a proteina direcionada. No caso do direcionamento do LcrV de
Yersinia pestis, foi o primeiro relato de uma resposta imune protetora quando camundongos
foram imunizados com aDEC205 e aDCIR2 e desafiados com o patogeno (BOSCARDIN et
al., 2006; DO et al., 2010; SOARES et al., 2007; TRUMPFHELLER et al., 2008).

Sabe-se que o direcionamento de antigenos para DCs CDS8a" induz tanto resposta de
células T CD8" quanto de células T CD4" que proliferam e produzem as citocinas IL-2, TNF-
a e IFN-y, tipicas de uma resposta Th1 (AMORIM;RAMPAZO; et al., 2016; APOSTOLICO
et al., 2017; HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et al., 2015). Entretanto, ainda existem
controvérsias referentes ao direcionamento de antigenos para as DCs CD8a’. H& estudos que
mostram que o direcionamento via DCIR2 pode induzir uma proliferagdo de células T CD4"
dez vezes maior que o direcionamento via DEC205 (DUDZIAK et al., 2007). Entretanto, em
sistemas abertos, a proliferacdo induzida pelo direcionamento via DEC205 € superior a
imunizagdo com aDCIR2 (BARBOSA, 2011; ANTONIALLE 2013) . Além disso, ha
resultados que mostram que a resposta humoral inicial induzida pelo direcionamento via

DCIR2 é superior a resposta induzida pelo direcionamento via DEC205, mas o nivel de
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anticorpos em uma resposta de secundaria é semelhante (HENRIQUES et al., 2013; SHIN et
al., 2015).

No caso de estimulos via anticorpo aDCIR2, ha evidéncias que DCs da zona marginal
ao CG e da zona de células T induzam a ativacdo de células B extrafoliculares e de células T
CD4". As células B ativadas migram para a zona de células T e interagem com estas células
resultando em intensa proliferacdo das celulas Try e B. Entretanto, este estudo foi realizado
sem a utilizacdo de qualquer adjuvante (CHAPPELL et al., 2012). Por outro lado, no
direcionamento via DEC205, ha evidéncias que as células B do CG também expressam o
receptor DEC205 (VICTORA et al., 2010). Dessa forma, essas células também poderiam
participar da induc&o da resposta humoral no direcionamento de antigenos para DCs CD8a.".

Apesar das informacGes descritas acima, pouco se sabe até 0 momento a respeito do
mecanismo de ativacdo da resposta humoral quando antigenos sao direcionados para DCs via
anticorpos monoclonais quiméricos, apesar de sua eficiéncia ja ter sido amplamente
demonstrada (AMORIM;RAMPAZO; et al, 2016; APOSTOLICO et al., 2017,
BOSCARDIN et al.,, 2006; HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et al., 2015). Os
mecanismos de inducdo da resposta humoral e também da resposta celular envolvidos no
direcionamento de antigenos para DCs ainda ndo foram completamente elucidados. Estudos
sd0 necessarios para compreender como as células B séo estimuladas por esses protocolos de
imunizagdo e relagdo com as células T auxiliares, bem como as diferengas no envolvimento
das DCs CD8a" e CD8a na geragio da resposta humoral.

Como j& mencionamos acima, a propria biologia das DCs CD8a’ e CD8a” possui
particularidades entre si, sendo as DCs CD8a. capazes de induzir 10 vezes mais proliferacéo
de células T especificas CD4" quando comparadas as DCs CD8a” (DUDZIAK et al., 2007).
Por esse motivo, as respostas induzidas pelo direcionamento de antigenos a esses dois
subtipos de DCs podem ser diferentes quando comparadas. Além disso, sabe-se que a
quantidade de IL-6, IL-12 e IL-2 expressas pela DC também influencia a instrucdo e a
diferenciacdo de células Tgy in vivo (BALLESTEROS-TATO ;RANDALL, 2014). Neste
sentido, o direcionamento de antigenos para cada um desses subtipos de DC pode induzir uma
resposta adaptativa dependendo das caracteristicas biolégicas de cada DC. O estudo dessa
resposta pode revelar propriedades e especializagdes de cada uma dessas células.

A maioria dos protocolos de imunizagdo que utilizam proteinas recombinantes e até
mesmo que direcionam o antigeno para DC utilizam mais de uma dose da proteina ou dos
mAbs quiméricos. Dessa forma, ap6s a administracdo da primeira dose pode ocorrer a

instrucdo de celulas T virgens a se tornarem efetoras. Apos a segunda dose pode haver uma
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amplificacdo da resposta induzida na primeira dose e a instru¢do de novas celulas ou
montagem de uma nova resposta baseada nas células especificas que foram expandidas
durante a resposta primaria.

Apols a imunizacdo com o mAb quimérico, um segundo contato com o antigeno
aumenta ainda mais os titulos de anticorpos especificos (AMORIM;RAMPAZO; et al., 2016;
BOSCARDIN et al., 2006; BRAGA et al., 2010; HENRIQUES et al., 2013; RAMPAZO et
al., 2015). A segunda exposicdo ao antigeno, que ocorre apos a segunda dose da imunizacéo,
parece aumentar a interacdo entre as DCs e as células T. E essa exposicdo prolongada ao
antigeno aumenta a geracdo de células Try e a formacdo de CG, sugerindo uma inter-relagcdo
entre o tempo de exposicdo ao antigeno e o grau da resposta humoral (BAUMJOHANN et al.,
2013). Entretanto, o aumento das células Try pode ter efeitos limitados na ativagdo de células
B durante o segundo contato com o antigeno pois na dindmica do CG essas células estdo
envolvidas com a selecdo clonal e a primeira imunizacdo pode ja ter induzido a selecdo de
clones com alta afinidade (DEENICK et al., 2010).

Assim, para entender como a resposta ao direcionamento de antigenos para DCs via
DEC205 ou DCIR2 é montada em protocolos que utilizam duas doses de imunizacdo, a
resposta inicial induzida foi avaliada 3, 4, 5 e 6 dias apds a administracéo da primeira dose.
Além disso, também foi estudada a resposta promovida 3, 4, 5 e 6 dias ap6s a administracdo
da segunda dose. Buscamos, desta forma, entender a influéncia tanto do primeiro quanto do
segundo contato com o antigeno para compreender como a resposta foi induzida. Ainda, o
estudo da resposta inicial apds o direcionamento do antigeno nos permite avaliar a
especializacio de cada subtipo de DC na instrucio de respostas de células T CD4".

Para isso, foi utilizado um antigeno quimérico descrito com Rosa e colaboradores
(2004) formado por uma proteina derivada de Plasmodium vivax conjugada ao epitopo
PADRE (do ingés “Pan allelic DR epitope”). Essa proteina é formada pelo fragmento de 19
kDa da proteina 1 de superficie de merozoito (MSP1,9). Na verdade, ela é um fragmento que
se origina da proteo6lise da proteina MSP1 no processo de invasao do parasito ao eritrocito que
é alvo de uma forte resposta humoral e tem sido utilizado no desenho de vacinas que visam a
indugdo de anticorpos contra o parasita (WILSON et al., 2011). J4 o PADRE é um epitopo
sintético criado para ligar-se fortemente as moléculas de MHC Il humano mais frequentes na
populacdo, sendo também reconhecido pelo haplétipo I-A/I-E® de camundongos C57BL/6, e
assim induzir uma forte resposta de células T CD4" (DEL GUERCIO et al., 1997). Dessa
forma, a MSP11 é utilizada como alvo da resposta humoral enquanto o PADRE como alvo da
resposta celular (ROSA et al., 2004).
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A sequéncia do cDNA da proteina MSP1,4 foi clonada previamente juntamente com
do antigeno PADRE nos plasmideos codificadores da cadeira pesada dos anticorpos
aDEC205, aDCIR2 e no isotipo controle por Barbosa (2011). Os mAbs quiméricos obtidos
foram denominados oDEC205-MSP1,PADRE, oDCIR2-MSP1;,PADRE e ISO-
MSP1,,PADRE. A figura 4 mostra a estrutura desses mAbs formados pela cadeia leve e
pesada de cada anticorpo monoclonal. Como nota-se na figura, o antigeno MSP1;,PADRE foi
clonado na por¢do C-terminal da cadeia pesada dos anticorpos. Importante ressaltar que esses
anticorpos possuem uma mutacdo na porcdo Fc que impede que se liguem ao receptor Fc
presente em outras APCs. As imunizagdes de camundongos com esses mAbs quiméricos
induziram forte resposta de células T CD4" e altos titulos de anticorpos especificos para a
MSP1;9.

\\ %adeia leve \\ //Cadeia leve Cadeia leve

Cadeia pesada Cadeia pesada Cadeia pesada
MPS1,,PADRE MPS1,,PADRE | | MPS1,,PADRE
aDEC205- MPS1,,PADRE aDCIR2-MPS1,,PADRE ISO-MPS1,,PADRE

Figura 4 - mAbs quiméricos. Figura esquemética da estrutura dos mAbs quiméricos aDEC205-
MSP1,,PADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE e ISO-MSP1,,PADRE. O antigeno MSP119PADRE esta fusionado a
cadeia pesada de cada anticorpo.



36

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a geracdo das respostas celular e humoral induzidas pelo direcionamento da
proteina MSP1;PADRE para dois subtipos de DCs via DEC205 e DCIR2 apds a primeira

imunizacédo e ap0s 0 segundo contato com o antigeno.

2.2 Objetivos Especificos

- Produzir e avaliar a integridade e a fungdo dos anticorpos oDEC205-
MSP1;0PADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE e ISO-MSP1;,PADRE;

- Avaliar a resposta celular quando o antigeno ¢ direcionado para DCs CD8a” ou DCs
CDS8ao” in vivo 3, 4, 5 e 6 dias ap6s a administracdo da primeira e segunda doses da
imunizacao;

- Avaliar a producdo de anticorpos especificos anti-MSP1;9 quando o antigeno é
direcionado para DCs CD8o” ou DCs CD8a" in vivo 3, 4, 5 e 6 dias apds a administracdo da
primeira e segunda doses da imunizacéo;

- Analisar a diferenciagdo de células Try € a resposta de células T CD4" 3, 4, 5 e 6 dias
apos a administracdo da primeira e segunda doses da imunizacéo;

- Avaliar a formacdo de Centros Germinativos e Células B plasmaticas 3, 4, 5 e 6 dias
apos a administracdo da primeira e segunda doses da imunizacéo.

- Determinar a especializagdo dos subtipos de DCs CD8a" e CDS8a” na instrucdo da

resposta adaptativa;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Camundongos

Foram utilizados camundongos C57BL/6 fémeas com idade entre 4 e 8 semanas
provenientes do Biotério de Criacdo e Experimentacdo do Departamento de Parasitologia da
USP. Além disso, utilizou-se também camundongos CD4 nocaute (CD4 KO) com fundo
C57BL/6 com idade entre 4 a 8 semanas provenientes do Biotério de Matrizes do Instituto de
Ciéncias Biomédicas. Os camundongos foram mantidos em condi¢es livres de patdgenos ao
longo do tempo necessario para o estudo e com agua e comida ad libitum. Os procedimentos
adotados para a manipulacio dos animais estfo de acordo com a Comissé&o de Etica no Uso de
Animais (CEUA) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP e foram aprovados por este

comité com o numero 105/2015.

3.2 Clonagem dos mAbs quiméricos e producdo das proteinas recombinantes MSP1,9€
MSP1,,PADRE

Os plasmideos codificadores da cadeia pesada foram previamente clonados por
Barbosa (2011). A sequéncia do cDNA da proteina MSP1,4 foi clonada juntamente com do
antigeno PADRE nos plasmideos codificadores das cadeias pesadas dos anticorpos aDEC205,
aDCIR2 e ISO (gentilmente cedidos pelo Dr. Michel C. Nussenzweig, The Rockefeller
University, Estados Unidos) formando assim os plasmideos pDEC205-MSP1;,PADRE,
pDCIR2-MSP1,,PADRE e pISO-MSP1,;PADRE. Esses plasmideos foram produzidos em
larga escala para a producdo dos mAbs quiméricos juntamente com os plasmideos
codificadores das cadeias leves de cada anticorpo (pDEC kappa, pDCIR2 kappa e pISO
kappa).

As proteinas recombinantes MSP1;9 e MSP1;PADRE também foram produzidas de

acordo com a padronizagdo de Barbosa (2011).
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3.3 Producéo de plasmideos em larga escala

Os plasmideos codificadores dos anticorpos aDEC205-MSP1;,PADRE, aDCIR2-
MSP1,,PADRE e ISO-MSP11sPADRE (isotipo controle) foram produzidos em bactérias
DH5a. Cinguenta (50) ng de cada plasmideo foram adicionados em 10 pL de suspensdo de
bactérias competentes DH5a completando o volume para 100 uL com 0,1 M de cloreto de
calcio (CaCl,). Apos a incubacdo de 30 minutos no gelo, foi realizado um choque térmico por
40 segundos a 42 °C no banho-maria seguido de outra incubagdo de 5 minutos no gelo. Apos,
500 pL de meio Luria-Bertani (LB) (Sigma®) foram adicionados e as bactérias foram
incubadas a 37 °C com agitacdo de 200 RPMs por 1 hora. Entdo, as bactérias foram
centrifugadas a 2000 RPMs por 3 minutos e 400 pL do sobrenadante foi retirado. O pellet foi
ressuspendido e semeado em meio agar-LB com 100 pg/mL de ampicilina em uma placa de
Petri. Depois de uma incubacdo over night a 37 °C foi realizado um pré-indculo, utilizando
uma unica colénia em 5 mLs de meio LB com 100 pg/mL de ampicilina, que permaneceu
over night a 37 °C com agitacdo de 200 RPMs. O indculo foi preparado a partir do pré-
indculo em 500 mL de meio LB com 100 pg/mL e este novamente foi incubado over night a
37 °C com agitacdo de 200 RPMs.

O DNA plasmidial foi extraido com a utilizacdo do kit “PureLink HiPure Plasmid
Maxiprep Kit” (Thermo Fisher Scientific®) de acordo com as indicacdes do fabricante. Apos
0 crescimento das bactérias, a cultura foi transferida para tubos de centrifuga e centrifugadas a
8.000 g por 20 minutos a 4 °C. O pellet foi ressuspendido em 10 mL de tampédo de
ressuspensdo. Apds a ressuspensdo completa das bactérias foram adicionados 10 mL de
tampéo de lise e o pellet foi homogeneizado. Depois de uma incubacdo de 5 minutos a
temperatura ambiente, 10 mL de tamp&o de precipitacdo foram adicionados sendo a mistura
homogeneizada por inversdo até a solucdo parecer homogénea. Ap6s uma centrifugacdo por
10 minutos a temperatura ambiente a 12.000 xg, o sobrenadante foi entdo transferido para
uma coluna previamente equilibrada com 10 mL de tampéo de equilibrio. Apos passar pela
coluna, foram utilizados 60 mL de solucdo de lavagem e o DNA foi eluido em 15 mL de
tampdo de eluicdo em um tubo conico de 50 mL e foram acrescentados 10.5 mL de
isopropanol seguido de centrifugacdo a 12.000 g por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi
descartado e o DNA foi cuidadosamente lavado com 5 mL de etanol 70% no fluxo laminar
over night para sepsia da amostra, sendo posteriormente centrifugado 2.000 g por 30 minutos
a 4 °C e ressuspendido em 500 pL agua ultra pura estéril. Os plasmideos pDEC205-
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MSP1;,PADRE, pDCIR2-MSP1;,PADRE e plISO-MSP1;,PADRE foram submetidos a uma
eletroforese em gel de 1% de agarose e armazenados a -20 °C até 0 momento do uso.

3.4 Producéo dos mAbs aDEC205-MSP1,sPADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE e ISO-
MSP1,,PADRE

A producdo dos mAbs quiméricos oDEC205-MSP1,PADRE, oDCIR2-
MSP1,,PADRE e ISO-MSP1,PADRE foi realizada por transfeccdo transiente de células
HEK293T (ATCC No CRL-11268) de acordo com Barbosa (2011). Brevemente, essas celulas
foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado com 2 mM L-glutamina, 10 U/mL
antibiotico-antimicotico, 1 mM piruvato de sodio e 5% de soro fetal bovino com baixa
concentracdo de IgG (Invitrogen) e em placas de 150 mm (Corning). Quando as células
atingiram confluéncia de aproximadamente 70%, o meio foi trocado por meio DMEM
substituindo o soro fetal bovino por 1% de nutridoma (Roche). Em seguida, as células foram
transfectadas com os plasmideos codificadores das cadeias leve e pesada dos mAbs
aDEC205, aDCIR2 e ISO em fusdo com a proteina MSP1;PADRE. Para isso, 10 ug de cada
plasmideo foram adicionados a uma solugdo salina de 150 mM de NaCl e misturados a 100
uL polietilenimina (0,45 mg/mL) por placa sendo agitado em vortex por 10 segundos e
incubado 10 minutos a temperatura ambiente. O volume final de 1,1 mL foi transferido para
cada placa. As células transfectadas foram incubadas em estufa a 37 °C com 5% CO, por 7
dias.

Apos 7 dias os mAbs foram precipitados e purificados. O sobrenadante das células foi
coletado e centrifugado a 7.500 xg por 20 minutos sendo filtrado em filtros de 0,22 um
(Corning®). Os anticorpos presentes no sobrenadante foram precipitados com sulfato de
amonio (NH4),SO, 60% em uma relagdo massa/volume permanecendo over night em
agitacdo. Depois deste periodo, os sobrenadantes foram centrifugados e o pellet foi
ressuspendido em PBS 1 X (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10 mM NayHPO,, 2 mM KH,PO,).
Para remocdo do sulfato de amonia foi realizada uma dialise em 2 L de PBS 1 X gelado por
16-20 horas. Apds a didlise, os anticorpos foram purificados por cromatografia de afinidade a
esferas de proteina G (Amersham) na propor¢éo de 1 mL de esferas para 50 mL de anticorpo.
Apbs a incubacdo over night a 4 °C em constante agitacéo, essa suspensao foi centrifugada a
800 g por 5 minutos, o pellet formado pelas esferas ligadas aos anticorpos de interesse foi
transferido para uma coluna de cromatografia (BioRad) e as esferas foram lavadas com 5 mL

de PBS 1X. A eluicdo foi realizada em tampdo glicina 0,1 M, pH 3,0 e foram coletadas
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aliquotas de 500 pL contendo 50 pL de tampao Tris-HCI 1 M pH 8,0 para neutralizagdo. A
solucdo de tris-glicina foi entdo substituida por PBS 1 X em uma didlise e a solucdo contendo
os anticorpos quiméricos foi filtrada novamente em filtros de 0,22 pum e quantificada no
Nanodrop™ (Thermo Fisher Scientific). A integridade foi determinada por SDS PAGE 12%
em condi¢Oes redutoras. Para isso 1 pg de cada anticorpo foi adicionado a tampéo de amostra
e aquecido a 95 °C na presenca de Ditiotreitol (DTT) e posteriormente transferido para o gel

de poliacrilamida 12% que foi corado com Coomassie Blue (Amresco) ap0s a eletroforese.
3.5 Ensaio de Ligacdo em Células CHO

A ligacdo do mAbs quiméricos em seu receptor foi avaliada pela sua ligacdo em
células CHO transgénicas que expressam os receptores DEC205 ou DCIR2. As células CHO-
DEC205 e CHO-DCIR2 foram gentilmente cedidas pelo Dr. Michel Nussenzweig (The
Rockefeller University, Estados Unidos). Essas células foram incubadas com 5, 0,5, e 0,05
pg/mL  dos anticorpos oDEC205-MSP1,PADRE, oDCIR2-MSP1,,PADRE e ISO-
MSP1;,PADRE ou somente com tampéo de citometria (PBS 1 X mais 2% de soro fetal
bovino) como controle negativo por 30 minutos no gelo. Apds esse periodo de incubacdo, as
ceélulas foram lavadas duas vezes com tampdo de citometria e incubadas com algG-Alexa
Flour 488 (Thermo Scientific) por 30 minutos no gelo. Depois de duas lavagens, as células
foram transferidas para tubos e a citometria de fluxo foi realizada. A aquisicédo foi realizada
no FACS CALIBUR (BD Bioscience) e analisada no software FlowJo (versdo 9.3, Tree Star,
San Carlo, CA).

3.6 Ensaio de Ligacdo em DCs

Foram utilizado células de baco de camundongos C57BL/6 obtidas de acordo com a
descricdo na segdo “3.7 Imunizagdes e obtengdo da suspensdo de células do bago” Cinco
milhdes (5x10°) de esplendcitos foram primeiramente incubados com Fc block (BD
Bioscience) para evitar ligacGes inespecificas. Depois de 2 lavagens das células com tampéao
de citometria, 5, 0,5 e 0,05 pg/mL dos anticorpos aDEC205-MSP1,,PADRE, aDCIR2-
MSP1,,PADRE e ISO-MSP1;0PADRE, ou somente tampéo de citometria, foram adicionados
e incubados com os esplecnocitos por 40 minutos no gelo. Apds esse periodo, as células
foram lavadas duas vezes e incubadas com anticorpos anti-CD19 (clone: 1D3), anti-CD3
(clone: 145.2C11) e anti-CD49b (clone: DX5) conjugados a biotina por 40 minutos no gelo.
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Depois de duas lavagens, ocorreu uma incubagdo com os anticorpos anti-MHCII- Alexa Fluor
700 (clone: MS/11415 IAIE), anti-CD11c-BV421 (clone: N418), anti-CD8a-PE.Cy7 (clone:
53-67), anti-lgGla-PE (clone: A 85-1), estreptavidina conjugada a PerCP e “Live and Dead-
Aqua” (Thermo Fisher Scientific) por 40 min no gelo. Apos duas lavagens, as células foram
transferidas para um tubo e a citometria realizada em um citdmetro de fluxo BD LSR Fortessa

(BD biosciences) e analisada com o software FlowJo (versdo 9.3, Tree Star, San Carlo, CA).

3.7 Imunizacdes e obtencdo da suspensdo de células do baco

Os camundongos foram imunizados com os mAbs quiméricos pela via intraperitoneal.
Na primeira dose foi administrado 5 pg dos mAbs aDEC205-MSP1,,PADRE, aDCIR2-
MSP1,,PADRE e ISO-MSP1;PADRE utilizando como adjuvante 50 pg de Poly I:C ou
somente Poly I:C como controle negativo. Na segunda dose somente 0s mAbs quiméricos
foram administrados e o grupo Poly IC recebeu apenas salina. Dependendo do experimento, a
eutanasia foi realizada 3, 4, 5, 6 ou 14 dias ap6s administracdo da primeira ou segunda doses,
sendo retirado o sangue para obtencdo do soro e o baco dos camundongos.

O baco retirado foi processado para a obtengdo de uma suspencéo celular. Para isso, 0
bago foi macerado com o embolo de uma seringa em meio RMPI (Gibco) suplementado com
2% de soro fetal bovino (Gibco), 1% de HEPES e antibidticos e filtrado utilizando Cell
Strainer (Corning) de 100 um. As células foram centrifugadas a 1800 RPM por 5 minutos a 4
°C e o sobrenadante foi desprezado. As hemécias foram lisadas adicionando-se 1 mL de
tampédo ACK (155 mM NH,CI, 10 mM KHCO3 0,1mM EDTA) por um minuto seguido de 3
lavagens com meio RMPI. As células foram ressuspendidas em meio RPMI completo,
suplementado com 10% de soro fetal bovino, 2 mM L-glutamina (GIBCO), 10 mM Hepes
(GIBCO), 1 mM de piruvato de sédio (GIBCO), 1% de aminoacidos ndo-essenciais (GIBCO),
1% de vitaminas (GIBCO) e 0,01% de -Mercaptoetanol (GIBCO) e 20 ug/mL do antibiotico
ciprobacter (Isofarma, Brasil).

3.8 Determinagdo do numero de células produtoras de IFN-y

O ndmero de células totais produtoras de IFN-y foi determinado por ELISpot
utilizando o kit “Ready-SET-Go!” (eBioscience) para deteccdo de IFN-y, de acordo com as
normas do fabricante. Resumidamente, 3x10° células foram ou ndo pulsadas com 1 pg/mL da

proteina recombinante MSP1,PADRE em placas de nitrocelulose de 96 pocgos (Millipore)
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previamente sensibilizadas com um anticorpo de captura anti-IFN-y over night a 4 °C e
blogueadas com meio RPMI suplementado com 10% de soro fetal bovino. Essas células
foram mantidas em meio RPMI completo contendo 30 U/mL de IL-2 humana recombinante
por 20-24 horas em estufa a 37 °C com saturacdo de 5% de CO,. Depois da incubacdo, as
células foram desprezadas e as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS-Tween20 0,05%.
Para deteccdo, foi adicionado o anticorpo anti-IFN-y conjugado com biotina e incubado por 2
horas em temperatura ambiente. O excesso de anticorpo foi retirado por 3 lavagens em PBS-
Tween20 0,05% e a cada placa foi adicionada avidina conjugada a HRP (Horse radish
peroxidase) e incubada por mais 45 minutos. A revelagdo foi realizada apds 3 lavagens com
PBS-Tween20 0,05% e 2 lavagens somente com PBS 1 X utilizando o substrato AEC (BD
bioscience) de 15 a 45 minutos. Apos esse tempo, a reacdo foi interrompida lavando-se a
placa com agua corrente que foi seca em temperatura ambiente. A contagem dos spots foi
realizada no contador automatico de ELISpot (AID GmbH). O nimero de spots das amostras
estimuladas com MSP1,PADRE foi normalizado subtraindo-se a quantidade de spots
presente no controle negativo (sem estimulo) e multiplicando-se o nimero de spots obtidos
por 3,33 para calcular o numero de células produtoras de IFN-y por milhdo de células do

baco.
3.9 Marcagcéo intracelular de citocinas

A porcentagem de células T CD4" produtoras de citocinas foi determinada por
marcacdo intracelular para IL-2, TNF-a e IFN-y e, em alguns casos, também IL-10 e I1L-17.
Um milhdo e meio (1,5x10°%) de células foram ou ndo pulsados com 5 pg/mL da proteina
recombinante MSP1;PADRE em placas de 96 pocos com fundo em U (Costar). As células
fora incubadas em meio RPMI completo contendo 2 pg/mL do anticorpo agonista anti-CD28
por 1 hora a 37 °C e 5% de CO,. Apds esse periodo, adicionou-se 0,5 uL de Golgi Plug
Brefeldina A (BD Bioscience) e as células foram incubadas por mais 12-16 horas em estufa a
37 °C e 5% de CO,.

Para a marcacdo com anticorpos conjugados a fluorocromos para a citometria de
fluxo, as células foram centrifugadas a 1800 RPMs por 5 minutos a 4 °C e o sobrenadante foi
descartado. Trés amostras foram combinadas em uma, restando uma triplicata por grupo que
foram transferidas para placas em fundo “V” e centrifugadas novamente a 1800 RPMs por 5
minutos a 4 °C. Apo6s a centrifugacdo, as células foram incubadas com anti-CD4-PerCP

(clone: RM 4-5) e Live and Dead — Aqua (Thermo Fisher Scientific) em tampédo de
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citometria por 40 minutos no gelo. Apos esta incubagdo, foram realizadas 4 lavagens para
retirar completamente o excesso do marcador de viabilidade. As células foram entdo fixadas e
permeabilizadas com CytoFix/CytoPerm (BD Bioscience) por 15 minutos no gelo e
centrifugadas a1800 RPMs por 5 minutos a 4 °C, sendo lavadas duas vezes em PermWash 1
X (BD Bioscience). A marcagéo intracelular foi realizada com anti-CD3-APC.Cy7 (clone:
145.2C11), anti-IL-2-PE (clone:JES6-5H4), anti-TNF-a-PE.Cy7 (clone: MPG -XT22), anti-
IFN-y-APC (clone:XMG1.2) e em alguns experimentos anti-1L-10-BV421 (clone: JES5-
16E3) e anti-IL-17-BV605 (Clone: TC11-18H10) que foram diluidos em PermWash 1X e
incubados por 40 minutos no gelo. Entdo as células foram lavadas 2 vezes com tampédo de
citometria e transferidas para tubos. A aquisi¢do das amostras foi realizada no citbmetro de
fluxo BD LSR Fortessa (BD biosciences) e analisada com o software FlowJo (versdo 9.3,
Tree Star). A porcentagem de células viaveis CD3"CD4" produtoras de citocinas das amostras
estimuladas com MSP1,,PADRE foram normalizadas subtraindo-se pela porcentagem de
células produtoras de citocinas presentes nas amostras ndo pulsadas.

3.10 ELISA

A producdo de anticorpos especificos contra a proteina MSP14, foi quantificada pelo
enzima imunoensaio (ELISA) exatamente como descrito em Henriques et al. (2013). O
sangue dos camundongos imunizados foi centrifugado a 10.000 RPM por 5 minutos a
temperatura ambiente e os soros foram coletados e armazenados a -20 °C até o0 momento do
uso. A producdo de anticorpos séricos anti-MSP1l,9 foi determinada titulando-se
individualmente os soros obtidos com fator de dilui¢do 1:2 ou 1:3 em solugdo PBS- Tween 20
0,02% leite 5% BSA 0,25%.

Placas de ELISA “High binding” (Costar) foram sensibilizadas com 2 pg/mL da
proteina recombinante MSP1,9 diluida em PBS 1 X e incubadas over night a temperatura
ambiente. Apos esse periodo, as placas foram lavadas em solucéo de PBS-Tween 20 0,02% e
bloqueadas com PBS-Tween 20 0,02% leite 5% BSA 1% por 1 hora em temperatura
ambiente. Depois de 3 lavagens com PBS-Tween 20 0,02%, as amostras de soro previamente
diluidas e tituladas foram adicionadas, sendo incubadas por 2 horas em temperatura ambiente.
Apos esse periodo novamente as placas foram lavadas e o anticorpo secundario conjugado a
HRP foi adicionado na titulagdo recomendada diluido na solu¢do PBS-T0,02 leite 5% BSA
0,25%. Apo6s 2 horas, a revelagdo foi realizada ap6s 3 lavagens utilizando 1 mg/mL de orto-

fenilenediamina dihidrocloride (OPD) (Sigma) diluido em tampé&o fosfato-acido citrico, pH
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4,7, contendo 0,03% de peroxido de hidrogénio (v/v). A reacdo foi parada depois de 15
minutos com 50 pL de uma solugdo de H,SO4 4 N. As placas foram lidas em leitor BioTek
ELx800 (Biotek) em comprimento de onda de 490 nm. Os titulos foram calculados como o

logaritmo (log10) considerando-se a dilui¢cdo em que a DOygo estivesse maior que 0,1.
3.11 Quantificacdo do nimero de celulas secretoras de anticorpos

O ndmero de células totais secretoras de anticorpos anti-MSP114 foi determinado por
ELISpot. Foram utilizadas placas de nitrocelulose de 96 pocos (Millipore) previamente
sensibilizadas com 2 pg/mL da proteina recombinante MSP1;9 diluida em PBS 1X e
blogqueadas com meio RPMI 5% de soro fetal bovino. Um milhdo (10°) esplendcitos foram
adicionados por poco e incubados por 6 horas em meio RPMI 10% de soro fetal bovino a 37
°C e 5% de CO,. Apos esse periodo, as células foram desprezadas, a placa foi lavada com
PBS-Tween20 0,05% 3 vezes e o anticorpo anti-lgG-HRP foi adicionado usando uma
titulacdo 1:2000, sendo incubado por 2 horas em temperatura ambiente. A revelacdo foi
realizada ap6s 3 lavagens com PBS-Tween20 0,05% e 2 lavagens somente com PBS 1X
utilizado o substrato AEC (BD bioscience) de 15 a 45 minutos. Ap0s esse periodo, a reacao
foi interrompida lavando-se as placas com &gua corrente e secando-se a temperatura ambiente.

A contagem dos spots foi realizada em contador automatico de ELISpot (AID GmbH).
3.12 Imunofenotipagem
3.12.1 Expresséo de moléculas co-estimulatérias em DCs

Foi analisada a expressdo das moléculas co-estimulatérias (CD80, CD86 e CD40) nas DCs
CDS8o" e CD8a” nos camundongos imunizados com os mAbs aDEC205-MSP1,iPADRE,
aDCIR2-MSP1;,PADRE e 1ISO-MSP1,5PADRE usando o Poly I:C como adjuvante 1 dia
ap6s a imunizacdo. Para isso, 5x10° esplendcitos foram incubados com Fc block (BD
Bioscience) por 15 minutos no gelo e as células foram lavadas com tampéo de citometria. Os
esplendcitos primeiramente foram incubados com os anticorpos anti-CD19 (clone: 1D3), anti-
CD3 (clone: 145.2C11) e anti-CD49b (clone: DX5) conjugados a biotina por 40 minutos no
gelo na auséncia de luz. Apds a lavagem, as células foram incubadas com anti-MHCII-Alexa
fluor 700 (clone: MS/11415 IAIE), anti-CD11c-BV421 (clone: N418), anti-CD8a-BV786
(clone: 53-67), anti-CD11b-PE.Cy7 (clone: M1/70), anti-CD80-FITC (clone: 16-10A1), anti-
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CDB86-APC (clone: GL1), anti-CD40-PE (clone: 1C10) e estreptavidina APC.Cy7, bem como
Live and Dead—-Aqua (Thermo Fisher Scientific) diluidos em tampéo de citometria por 40
minutos no gelo no escuro. Apds este periodo, as células foram lavadas 2 vezes com tampéo

de citometria e transferidas para tubos.

3.12.2 Instrucéo de células Tey

Para identificacdo de células Try por citometria de fluxo, 5.10° esplendcitos foram
incubados com anti-CXCRb5-biotina (clone: 2G8) diluido em tampé&o de citometria por 40-50
minutos a 37 °C no escuro. Apos a lavagem, foram adicionados os anticorpos anti-CD19-
PE.Cy7 (clone: 1D3), anti-CD3-APC.Cy7 (clone: 145.2C11), anti-CD4-PerCP (clone: RM 4-
5) , anti-PD-1-APC (clone: J43), estreptavidina PE e Live and Dead-Aqua (Thermo Fisher
Scientific) e as placas foram incubadas por 40 minutos no gelo e no escuro. Apds este

periodo, as células foram lavadas 2 vezes com tampao de citometria e transferidas para tubos.
3.12.3 Marcacdo intracelular de Bcl-6 em células Tey

A expressdo de Bcl-6 intracelular em células Try e ndo-Try foi realizada por citometria de
fluxo. Cinco milhdes (5x10°) de esplendcitos foram incubados com anti-CXCR5-biotina
(clone: 2G8) diluido em tampédo de citometria por 40-50 minutos a 37 °C no escuro. Apés a
lavagem, foram adicionados os anticorpos anti-CD3-APC.Cy7 (clone: 145.2C11), anti-CD4-
PerCP (clone: RM 4-5), anti-PD-1-APC (clone: J43), estreptavidina PE.Cy7 e Live and Dead-
Agqua e a placa foi incubada por 40 minutos no gelo e no escuro. Apos este periodo, foram
realizadas quatro lavagens. As células foram entdo permeabilizadas com a solugdo de
permeabilizacdo do kit de marcacdo de FOXP3 (eBioscience) e o anti-Bcl6-PE foi adicionado
e incubado por 1 hora no gelo e no escuro. Apds este periodo, as células foram lavadas 2

vezes com tampé&o de citometria e transferidas para tubos.
3.12.4 Formac&o de centros germinativos e diferenciacdo de plasmocitos
A andlise da formacéo de centros germinativos (GC) e da diferenciacdo de plasmaocitos

também foi realizada por citometria de fluxo. Cinco milhdes (5x10°) esplendcitos foram
incubados com anti-CD3-APC.Cy7 (clone: 145.2C11), anti-B220-PerCP (clone: RA3-6B2),



46

anti-GL-7-FITC (clone: GL7), anti-CD95-PE (clone: Jo2), anti-CD138 (clone: 281-2), bem
como com Live and Dead—Aqua por 40 minutos no gelo e no escuro. Apds este periodo, as

células foram lavadas 2 vezes com tampao de citometria e transferidas para tubos.

3.12.5 Aquisicdo e analise dos dados

A aquisicdo das amostras foi realizada no citometro de fluxo BD LSR Fortessa (BD
biosciences) e os dados foram analisados com a utilizacdo do software FlowJo (versdo 9.3,
Tree Star).

3.13 Producado de citocinas

A producéo de citocinas foi quantificada diretamente no soro de animais imunizados
com oDEC205-MSP1,)PADRE, aDCIR2-MSP1;sPADRE e ISO-MSP1;sPADRE usando
Poly I:C como adjuvante ou no sobrenadante de células provenientes de camundongos
imunizados que foram pulsadas in vitro com a proteina recombinante MSP1;0PADRE. As
citocinas TNF-a e IL-6 foram dosadas no soro de camundongos 24 horas apds a imunizagao
para avaliar a resposta inata promovida pelo direcionamento de antigenos para DCs. As
citocinas IFN-y, 1L-2, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-17 foram dosadas no sobrenadante das
culturas de esplendcitos provenientes de camundongos que receberam duas doses de
imunizacdo, sendo a primeira utilizando Poly I:C como adjuvante e a segunda somente
solucdo salina e mAbs quiméricos. Quatorze dias depois da segunda dose, os esplendcitos
foram estimulados in vitro com 5 pg/mL da proteina recombinante MSP1,0PADRE em placas
de 96 pocos com fundo em U (Costar). Depois de 48 e 96 horas, os sobrenadantes foram
coletados e as citocinas produzidas quantificadas.

A dosagem das citocinas foi realizada por Cytometric Beads Array (CBA) usando o
sistema flex. Desta forma, as citocinas foram dosadas utilizando kits “Mouse Flex Set” para
TNFa, IFN-y, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13 e IL-17 adquiridos da BD Bioscience e
realizados de acordo com as instrucgdes do fabricante.

A aquisicdo das amostras foi feita no citdmetro de fluxo BD LSR Fortessa (BD
biosciences) e os dados foram analisados no software FCAP array (v.3 BD Bioscience). A
producdo de citocinas das amostras estimuladas com a MSP1;,PADRE foi normalizada

subtraindo-se a producéo de citocinas das amostras ndo estimuladas.
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3.14 Anélise estatistica

Os dados foram analisados utilizando-se o teste ANOVA de uma via seguido do pos
teste de Tukey ou ANOVA de duas vias seguido do pds teste de Bonferroni comparando
todos com todos ou ainda teste t-Student para comparacdo de apenas de 2 grupos. As analises
foram realizadas no programa Prism 5 (GraphPad Software Inc, La Jolla). Foram

consideradas significativas diferencas com p <0.05.
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4 RESULTADOS
4.1 Producao dos mAbs quiméricos

Para produzir os mAbs quimeéricos que foram utilizados nesse estudo utilizou-se 0s
plasmideos pDEC205-MSP1,5PADRE, pDCIR2-MSP1,sPADRE e plSO-MSP1;PADRE que
foram previamente clonados de acordo com a descri¢do na se¢do de material e métodos. Esses
plasmideos foram produzidos em larga escala para gerar a quantidade suficiente de DNA para
as transfeccbes. Para isso, bactérias DH5a foram transformadas com os plasmideos
codificadores da cadeia pesada dos mAbs oaDEC205-MSP1;,PADRE, oDCIR2-
MSP1,PADRE e 1SO-MSP1,PADRE. Ap0s crescimento over night em placa de agar
contento ampicilina, uma coldnia foi selecionada e um pré-indculo foi semeado em caldo LB
com 100 pg/mL de ampicilina. Incubou-se a 37 °C com agitacdo constante over night. O
indculo foi entdo preparado nas mesmas condi¢fes em um volume de 500 mL. Os plasmideos
foram extraidos e uma eletroforese em gel 1% de agarose foi realizada. A figura 5 mostra a

eletroforese dos plasmideos extraidos.

pDEC205 pDCIR2- ISO-
MSP1,sPADRE MSP1,5PADRE MSP1,sPADRE

12000kb 12000kb
5000kb 5000kb
3000kb 3000kb
1000kb 1000kb
650kb 650kb

. Figura 5 - Producao de plasmideos codificadores das cadeias pesadas dos anticorpos quiméricos
fusionadas ao antigeno MSP119PADRE Eletroforese em gel de agarose 1% dos plasmideos

pDEC205MSP1,,PADRE, pDCIRZMSP1,,PADRE e pISOMSP1,,PADRE.

Utilizando esses plasmideos, os mAbs de fusdo aDEC205-MSP1,,PADRE, aDCIR2-
MSP1;,PADRE e ISO-MSP1;yPADRE foram produzidos por meio da transfecgéo transiente
de células HEK293T. As células foram transfectadas com os plasmideos codificadores das
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cadeias leve e pesada de cada um dos mAbs. O sobrenadante das células foi coletado depois
de sete dias e os mADbs foram precipitados com sulfato de amonio e purificados por
cromatografia de afinidade em esferas de proteina G. Apos a purificacdo, a integridade dos
mAbs foi analisada por SDS-PAGE em condi¢fes redutoras. A figura 6 mostra as cadeias
leves (~25 kDa) e pesadas (~70kDa) dos mAbs quiméricos aDEC205 sem nenhum antigeno
conjugado (1), aDCIR2 também sem antigeno fusionado (2), aDEC205- MSP1;PADRE (3),
aDCIR2-MSP1,5PADRE (4) e 1ISO-MSP1,5PADRE (5). Quando o antigeno é fusionado a
cadeia pesada ha um aumento do peso molecular aparente que passa de aproximadamente 50
kDa para 70 kDa. Assim, os mAbs quiméricos foram produzidos eficientemente mantendo
sua integridade ap0s a purificagdo (Figura 6).

1 2 3 4 5

70kDa
50kDa 1- aDEC-VAZIO

40kDa
2- aDCIR2-VAZIO

30kDa
3- aDEC-MSP1,,.PADRE

20kDa
4- aDCIR2-MSP1,,-PADRE

10kDa] s

5- ISO-MSP1,,-PADRE

Figura 6 - Produgdo dos mAbs. Eletroforese em gel de poliacrilamida 12% em condi¢des redutoras
dos mAbs quiméricos aDEC205, oDCIR2, aDEC205-MSP1,,PADRE, oDCIR2-MSP1,,PADRE e ISO-
MSP1;,PADRE. Aproximadamente 1ug de cada mAb foi transferido para o gel e submetido a eletroforese e
depois coloragdo com coomassie blue.

Para confirmar se 0os mAbs quimeéricos mantiveram sua capacidade de ligacdo aos
receptores DEC205 e DCIR2, foi realizado um ensaio de ligacdo em células transgénicas que
expressam constitutivamente os receptores DEC205 ou DCIR2 (CHO-DEC e CHO-DCIR?2).
Os resultados de citometria de fluxo mostraram que o aDEC205-MSP1;9PADRE se ligou
especificamente, e de forma dose dependente, nas células CHO-DEC205. Por outro lado, o
aDCIR2-MSP1,5PADRE foi capaz de se ligar somente nas células que expressam o receptor
DCIR2 (CHO-DCIR?2). E, como esperado, 0 ISO-MSP1;PADRE néo se ligou em nenhuma

das células analisadas (Figura 7).
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Figura 7 - Ensaio de ligacdo dos mAbs em células CHO expressando os receptores DEC205 e
DCIR2 murinos. Ligagdo dos mAbs oDEC205-MSP1,iPADRE, oDCIR2-MSP1,;PADRE e 1SO-
MSP1,sPADRE nos receptores DEC205 e DCIR2 em células CHO transgénicas. 10° células foram incubadas
com 5, 0,5 ou 0,05 pg/mL dos mAbs no gelo. Sua ligagdo ao receptor foi detectada por citometria de fluxo com a
utilizagdo de um anticorpo anti-lgG1 de camundongo conjugado ao alexa fluor 488.

Para confirmar a ligagdo dos mAbs quiméricos nas DCs CD8a’ e CD8a” também foi
realizado um ensaio de ligacdo em esplendcitos. Os anticorpos aDEC205-MSP1,,PADRE,
aDCIR2-MSP1,PADRE e 1SO-MSP1,PADRE foram incubados com esplendcitos de
camundongos C57BL/6 em diferentes concentracdes. Na analise, foram excluidas as células
ndo-viaveis, células B (CD19"), T (CD3") e NK (CD49b") sendo selecionadas as células
CD11¢"MHC I que foram divididas em DCs CD8a" e CD8o’. O aDEC205-MSP1;,PADRE
se ligou somente nas DCs CD8a", as principais células que expressam o receptor DEC205 e 0
aDCIR2-MSP1,,PADRE ligou-se somente nas DCs CD8a’, Unicas células que expressam
DCIR2. O ISO-MSP1;PADRE néo se ligou em nenhum dos subtipos de DCs analisados
(Figura 8). Dessa forma, pode-se concluir que todos os mAbs quiméricos foram produzidos
eficientemente e que eles mantiveram sua capacidade de ligacdo especifica a seus respectivos

receptores.
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Figura 8 - Ensaio de ligacdo dos mAbs a esplenécitos. Ligagdo dos mAbs oDEC205-
MSP1,iPADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE e 1SO-MSP1,,PADRE nos receptores DEC205 e DCIR2 em DCs.
5x10° células foram incubadas com 5, 0,5 ou 0,05 pg/mL dos mAbs no gelo. Sua ligacdo ao receptor foi
detectada utilizando um anticorpo anti-IgG1 de camundongo conjugado a PE. A estratégia de analise consiste na
selecdo de células Gnicas seguido de gate em FSC x SSC. Em seguida, as células mortas foram excluidas seguido
de gate nas células CD19°CD3'CD49b". As células CD11¢"MHCII™ foram consideradas DCs que foram divididas
nos subtipos CD8a* e CD8a’. A ligagdo foi analisada nas populagdes de DCs CD8a." e CD8or’.

4.2 Resposta inata no direcionamento de antigenos para DCs

Como os mAbs quimeéricos foram produzidos eficientemente e mantiveram sua

capacidade de ligagéo, incialmente foi analisada a resposta inata induzida pela imunizacéo de

camundongos com esses anticorpos. Os camundongos foram imunizados com 5 pg dos mAbs
aDEC205-MSP1,sPADRE, oaDCIR2-MSP1,,PADRE e ISO-MSP1,,PADRE utilizando como
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adjuvante Poly I:C ou somente Poly I1:C como controle positivo e salina como controle
negativo. Apdés 24 horas da imunizagdo foi analisada a expressdo das moléculas co-
estimulatorias CD80, CD86 e CD40 nas DCs CD8a" e CD8o por citometria de fluxo. A
estratégia para a analise da maturacdo de cada subtipo de DCs esta representada na figura 9.
Considerou-se DCs CD8a" as células CD11c"MHCII"CD8a'CD11b" e as DCs CD8a as
células CD11c"MHCII"CD8a'CD11b".
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. Figura 9 - Estratégia de analise de DCs CD8a" e CD8a por citometria de fluxo. As células foram
marcadas com anticorpos conjugados a fluorocromos. A estratégia de analise consiste em gate nas células Unicas
seguido por tamanho x complexidade e células viaveis, células CD3'CD19°CD49b"MHCII, CD11c" e entdo
CD8a'CD11b" (células que expressam DCIR2) ou CD8a"CD11b™ (células que expressam DEC205).

Os resultados mostram que né@o houve diferenca na expressdao de CD80, CD86 e CD40
quando o antigeno é direcionado para DCs CD8a" ou CD8a’. Os niveis de expressdo dessas
moléculas co-estimulatorias foram semelhantes quando comparamos 0S grupos de
camundongos que receberam diferentes mAbs e Poly IC ou somente o adjuvante. Na verdade,
é a presenca do adjuvante que induz a maturacdo da DC, sugerindo que o direcionamento do
antigeno via DEC205 ou DCIR2 ndo influencia a ativagdo das DCs CD8a" ou CD8a’. No
entanto, as DCs CD8a" expressam maiores niveis de CD80 e CD40 em relagdo as DCs CD8a’

em todas as imunizagdes que usam o Poly IC como adjuvante 24 horas apés sua
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administracdo (Figura 10). Contudo, ambos os subtipos de DCs aumentaram a expressao de
CD80, CD86 e CD40 em relacdo ao controle negativo (salina) mostrando que ambas estdo

maduras.
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Figura 10 - Expressdo de moléculas co-estimulatérias em DCs. Camundongos foram imunizados
com mAbs quiméricos usando Poly IC como adjuvante ou somente salina como controle negativo. 24 horas ap6s
a imunizacdo, a ativacdo das DCs foi analisada pela expressdo de CD80 (A), CD86 (B) e CD40 (C) por
citometria de fluxo. As barras sélidas representam as DCs CD8a" e as barras sem preenchimento, as DCs CD8a.".
Os gates foram realizados nas DCs CD8a" e CD8a’ de acordo com a estratégia mostrada na figura 9. Na analise
estatistica foi aplicado o teste de andlise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) em que *** p<0,001 e **
p<0,01. Resultados representativos de dois experimentos independentes.

Além disso, para avaliar a resposta inata sisttmica induzida pelo direcionamento do
antigeno MSP13,PADRE para as DCs CD8a" e CDS8a, as citocinas TNF-a e IL-6 foram
quantificadas no soro desses camundongos imunizados com os mAbs aDEC205-
MSP13sPADRE, aDCIR2-MSP1;5PADRE ou ISO-MSP1;5PADRE usando Poly I:C como
adjuvante e salina. Ap6s 24 horas da imunizagdo, o sangue foi coletado e as quantidades de
TNF-a e IL-6 nos soros foram dosadas por Cytometric Bead Array (CBA) de sensibilidade
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aumentada. Os camundongos que foram imunizados com oaDEC205-MSP1,PADRE,
aDCIR2-MSP1,PADRE ou ISO-MSP1;PADRE usando Poly I:C como adjuvante ou
somente poly IC apresentaram um aumento da concentracao sérica de TNF-a, indicando que o
adjuvante induziu a producdo de TNF-a e que o direcionamento de antigenos também néo
influencia a concentracdo sérica desta citocina. Nao houve diferenca estatistica quando
comparamos o grupo Poly IC com nenhum dos outros grupos, havendo, no entanto, uma
tendéncia de aumento quando o Poly IC foi comparado com salina. lgualmente, 0s niveis
séricos da IL-6 foram superiores em todos os grupos de camundongos que receberam Poly IC
qguando comparados aos controles que receberam somente salina. Surpreendentemente, o
direcionamento do antigeno para o subtipo de DCs CD8a induziu um maior aumento de IL-6
comparado ao direcionamento para o subtipo CDS8a" ou a auséncia de direcionamento
(animais imunizados com 0 mAb ISO-MSP1;PADRE), sugerindo um aumento sistémico de
IL-6 (Figura 11).
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Figura 11 - Expressao de citocinas inatas induzidas pelo direcionamento de antigenos para os diferentes
subtipos de DCs. Camundongos foram imunizados com mAbs quiméricos usando Poly IC como adjuvante ou
somente salina como controle negativo. Vinte e quatro horas apds a imunizagdo, o sangue foi coletado e as
citocinas TNF-o (A) e IL-6 (B) foram quantificadas no soro utilizando CBA. Na anélise estatistica foi aplicado o
teste de andlise de variancia de uma via (one-way ANOVA) em que *** p<0,001, ** p<0,01 e * p<0,05.
Resultados agrupados de dois experimentos independentes.
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4.3 Resposta celular inicial induzida pelo direcionamento de antigenos para DCs

Para avaliar a montagem da resposta imune induzida pelo direcionamento de antigenos
para DCs, camundongos foram imunizados com oDEC205-MSP1;0PADRE, aDCIR2-
MSP13,PADRE ou ISO-MSP1,5PADRE usando Poly I:C como adjuvante. Apés 3, 4, 5¢e 6
dias da imunizagdo, a resposta celular foi determinada pela marcagédo intracelular das
citocinas inflamatorias IFN-y, IL-2 e TNF-a de acordo com a estratégia de analise da figura
12. Os resultados indicam que o direcionamento do antigeno MSP1;sPADRE via DEC205
estimula o aumento do nimero de células T CD4" que expressam IFN-y e IL-2. Os resultados
de células T CD4" produtoras de IFN-y e IL-2 sdo superiores (p< 0,05) no grupo que foi
imunizado com aDEC205-MSP1,,PADRE quando comparado com 0s grupos que receberam
aDCIR2-MSP1;PADRE ou I1ISO-MSP1,5PADRE usando Poly I:C ou somente Poly IC no
sexto dia apds a imunizacdo. Quanto a producdo de TNF-a, ndo foi verificada diferenca

estatistica entre os grupos (Figura 13).
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Figura 12: Estratégia Analise da Expressdo de Citocinas em Células T CD4". Primeiramente foi
realizado um gate na regido de singlets e na regido de linfdcitos. Posteriormente, selecionou-se as células viveis
e CD3'CD4" que sdo células T auxiliares. Nessas células avaliou-se a expressdo das citocinas IFN-y, IL-2 e
TNF-q.
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Figura 13 - Resposta celular induzida pelo direcionamento de antigenos via DEC205 e DCIR2.
Camundongos foram imunizados com oDEC205-MSP1,,PADRE, oDCIR2-MSP1,,PADRE ou ISO-
MSP1;,PADRE na presenga de Poly I:C. 3, 4, 5 e 6 dias ap6s a imunizacdo o bago foi retirado e as células
estimuladas com 5 pg/mL da proteina MSP1,,PADRE. Anélise da citometria de fluxo, gate nas células
CD3*CD4". (A) células produtoras de IFN-y, (B) de IL-2 e (C) de TNF-a. Na analise estatistica foi aplicado o
teste de analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) em que *** p<0,001 e ** p<0,01. Resultados de
trés experimentos independentes agrupados.

Além disso, a andlise de células polifuncionais pelos boolean gates no 6° dia indica
que somente o grupo que foi imunizado com aDEC205-MSP1,5PADRE induziu células triplo
funcionais (células produtoras das 3 citocinas simultaneamente) e células duplo funcionais
(células produtoras de duas citocinas) bem como as células produtoras somente de uma

citocina (Figura 14). Assim, os resultados iniciais indicam que o direcionamento de antigenos
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via DEC205 é capaz de induzir uma resposta inicial de células T CD4", instruindo um perfil
de resposta Th1. Assim, esse resultado nos sugere que as DCs CD8a" sdo especializadas em

instruir a polarizagdo de células T CD4" para um perfil Thi.
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Figura 14 - Células produtoras de uma, duas ou trés citocinas no sexto dia apds a administracédo da
primeira dose. Boolean gates foram aplicados nos resultados de marcagéo intracelular de citocinas no 6° dia
apos a primeira imunizacdo. A porcentagem de células produtoras de uma, duas ou trés citocinas foi determinada
descontando-se as amostras sem estimulo. Resultado representativo de dois experimentos independentes.

4.4 Resposta humoral inicial induzida pelo direcionamento de antigenos para DCs

A analise da resposta humoral foi primeiramente realizada pela determinacdo dos
titulos séricos de anticorpos anti-MSP1;9 tanto IgM como 1gG. Para isso, o soro dos
camundongos imunizados com aDEC205-MSP1;PADRE, aDCIR2-MSP1,5PADRE ou ISO-
MSP1;,PADRE na presenca de Poly IC foram utilizados para a realizagdo de ELISA.
Referente a resposta de IgM, os resultados mostram uma tendéncia de que a imunizagdo
utilizando aDCIR2-MSP1;5PADRE induz maiores titulos de IgM no 5° e no 6° dias apos a
imunizagdo (Figura 15 A). Entretanto, as imuniza¢cdes com oDEC205 e ISO também
induziram a producéo dessa imunoglobulina. Contudo, com relagéo a produgéo de anticorpos
IgG, surpreendentemente o direcionamento do antigeno MSP1;,PADRE para as DCs CD8a’
induziu elevados titulos desses anticorpos no 5° e no 6° dias ap0s a imunizacgéo (Figura 15 B).

A imunizacdo com oDEC205-MSP1,PADRE induziu a producdo de baixos titulos de
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anticorpos, a resposta humoral foi inferior as imuniza¢des com aDCIR2-MSP1,iPADRE e
ISO-MSP1,sPADRE no 5° e no 6° dias apds a primeira dose.
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Figura 15 - Resposta humoral induzida pelo direcionamento de antigenos via DEC205 e DCIR2:
Camundongos foram imunizados com oDEC205-MSP1,,PADRE, oDCIR2-MSP1,,PADRE, ISO-
MSP1;,PADRE e Poly I:C. 3, 4, 5 e 6 dias ap06s a imunizagdo foi realizada puncdo cardiaca para obtengdo dos
soros. Titulos séricos de anti-MSP1,4 foram determinados por ELISA. (A) Titulos de IgM anti-MSP1,4 € (B)
Titulos de 1gG anti-MSP1,,. Cada simbolo representa um animal individual e os titulos estdo apresentados em
escala logyo. Na anélise estatistica foi aplicado o teste de anélise de variancia de duas vias (two-way ANOVA)
em que *** p<0,001. Resultados de trés experimentos agrupados.

Além disso, o nimero de células produtoras de IgM e 1gG no bago dos camundongos
imunizados foi analisado por ELISpot para confirmar os resultados do ELISA. Néao foi
verificada diferenca significativa no nimero de células produtoras de anticorpos IgM entre 0s
grupos analisados (Figura 16 A). Ja em relacdo as células produtoras de anticorpos IgG
especificos ao antigeno direcionado, o direcionamento da MSP1,5PADRE para a populagdo
de DCs CD8a induziu o aumento significativo dessas células, confirmando os resultados

obtidos com os titulos anticorpos séricos (Figura 16 B). Assim, em conjunto, esses resultados



59

indicam que a reposta humoral induzida pelo direcionamento de antigenos via o receptor

DCIR2 é maior que a resposta humoral induzida pelo direcionamento via DEC205.
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Figura 16 - Células secretoras de anticorpos especificos contra a MSP1;5. Camundongos foram
imunizados com aDEC205-MSP1;;PADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE, ISO-MSP1;;PADRE e Poly I:C. 3,4, 5 e
6 dias apds a imunizacdo o baco foi retirado. Numero de células secretoras IgM (A) e 1gG (B) no bago dos
animais imunizados por ELISpot. Na analise estatistica foi aplicado o teste de anélise de variancia de duas vias
(two-way ANOVA) em que *** p<0,001. Resultados representativos de trés experimentos independentes.

Para estudar essa resposta humoral com maiores detalhes, foi realizado um ELISA de
subtipos de anticorpos 1gG (IgG1, IgG2b, IgG2c e 1gG3). O resultado mostrou que somente
nos camundongos imunizados com aDCIR2-MSP1;0PADRE houve producdo de todos os
subtipos de anticorpos 1gG. A presenca de IgG1, IgG2b, IgG2c e IgG3 no soro desses
camundongos sugere que houve mudanca de classe (Figura 17). Nos camundongos
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imunizados com aDEC205-MSP1;PADRE somente foi detectado 1gG1l e naqueles que
receberam o isotipo controle houve a presenca de anticorpos 1gG1, 1gG2c e IgG2b, mas estes

ultimos com titulos mais baixos.
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Figura 17 - Subtipos de 1gG. Camundongos foram imunizados com aDEC205-MSP1,,PADRE,
aDCIR2-MSP1,,PADRE ou ISO-MSP1,,PADRE e Poly I:C. Seis dias apds a imunizacdo foi realizada a puncéo
cardiaca. E os soros foram usados em um ELISA de subtipos de IgG especificos contra a MSP 1,9 As barras
representam a média + desvio padrdo de amostras individuais. Resultados representativos de trés experimentos
independentes.

Com isso, pode-se inferir que a montagem da resposta imune induzida pelo
direcionamento de antigenos via DCIR2 inicia-se com a promoc¢do de uma forte resposta
humoral. Diferentemente, da reposta induzida via DEC205 que induz baixos titulos de
anticorpos séricos e células B antigeno especificas, mas induz células T CD4" polifuncionais.

Logo, esses resultados sugerem que a montagem da resposta imune pelo direcionamento de
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antigenos para o subtipo de DCs CDS8a" ocorre primeiramente pela instrugdo de uma resposta

celular.

4.5 Instrucdo de celulas Tgy, formacdo de CG e diferenciagdo de plasmacitos apds a

administracdo da primeira dose da imunizacéo

A diferenca na resposta humoral induzida pelo direcionamento de antigenos via
DEC205 e DCIR2 sugere que os mecanismos de inducdo de reposta entre esses dois
protocolos de imunizagdo devem ser diferentes entre si. Assim, analisamos a diferenciagdo de
células Try instruidas pelo direcionamento de antigenos para DCs CD8o” e CD8a’, bem como
utilizamos um controle sem direcionar. A Figura 18 mostra a estratégia de analise da
diferenciacdo de células Tgy por citometria de fluxo. Primeiramente foi realizado um gate nas
células Unicas seguido por tamanho x complexidade e células viaveis. As células CD19"
foram excluidas da anélise e foram selecionadas as células CD3"CD4" sendo consideradas

células Trya populacio de células CXCR5M9"pp-1M19n,

Singlets Linfocitos CD19

T T T T T

0
<PE-CyT-A> CD19

CXCR5Hishpp-1 High CD3*CD4*

0.522

. .y
< < 4 5

10 10* 10° 0 10 10 10 10

<PE-A>: CXCRS <APC-Cy7-A>: CO3

3

Figura 18: Estratégia de andlise de células Try por citometria de fluxo. Primeiramente foi realizado
um gate na regido de singlets e na regido de linfocitos. Posteriormente, selecionou-se as celulas viaveis e CD19°
CD3*CD4". Considerou-se Tg as células CXCR5MpD-1 19",
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Os resultados indicam que os camundongos que foram imunizados com oaDCIR2-
MSP1,,PADRE apresentam um maior numero de células Ty em relacdo aos grupos que
receberam aDEC205-MSP1;5PADRE, 0 isotipo controle ou somente Poly I:C no 5° dia apds a
imunizacdo. Nenhum dos outros grupos imunizados apresentou aumento de células Try
(Figura 19). Para confirmar que essas células sdo de fato células Tgy, foi avaliada a expresséo
de Bcl-6, o fator de transcricdo responsavel por essa polarizacdo de resposta auxiliar. Para
isso imunizamos camundongos com aDCIR2-MSP1,,PADRE e Poly I:C e, ap6s 5 dias da
imunizacéo, os esplendcitos foram imunofenotipados. Os resultados indicam que as células T
CD4*CXCR5"9"PD-1"9" s30 positivas para Bcl-6 e que a mediana de fluorescéncia para Bcl-
6 € superior nessas células quando comparada com as células ndo-Try (CD4"'CXCR5PD-1).
Isso confirma que as células T CD4'CXCR5M"PD-1M9" sgo células Try. Com esses
resultados pode-se afirmar entdo que o direcionamento do antigeno MSP1,;PADRE para as
DCs CD8o via DCIR2 induz a polarizagdo de células T CD4" virgens para um perfil de

celulas auxiliares foliculares (Figura 20).
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Figura 19 - Diferenciagdo de Células Tgy. Camundongos foram imunizados com oDEC205-
MSP1,,PADRE, aDCIR2-MSP1;,PADRE, ISO-MSP1;,PADRE e Poly I:C. O baco foi retirado 3, 4, 5 e 6 dias
apos a imunizagdo e as células foram marcadas com anticorpos conjugados a fluorocromos. (A) Dot plots de
citometria de fluxo das células do bago com gate nas células Try. Dados representativos de trés experimentos
independentes. (B) Porcentagem de células Ty dos camundongos imunizados. Resultados de trés experimentos
independentes. Na analise estatistica foi aplicado o teste de analise de varidncia de duas vias (two-way ANOVA)
em que * p<0,05. As barras representam a média + erro padrao das médias obtidas em cada experimento.
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Figura 20 - Expressdo de Bcl-6 em células Tgy € ndo-Tgy: Camundongos foram imunizados com
aDCIR2-MSP1;,PADRE e Poly I:C. Cinco dias apds a imunizagdo, o baco foi retirado e marcado com
anticorpos conjugados a fluorocromos. (A) Dot plot da citometria de fluxo das células do bagco com gate nas
células Ty (CD4A'CXCR5™M9"PD-1"9") em azul e ndo-Tgy (CD4'CXCR5PD-1" ) em vermelho. Foi realizado
um gate em células Unicas, células viaveis, CD3"CD4"CXCR5'PD-1". (B) Mediana de fluorescéncia de Bcl-6
nas células Try e ndo-Try Naanlise estatistica foi aplicado o teste T em que *** p<0,001.

Devido ao aumento de células Try em nossos experimentos, também foi analisada a
formagdo de CG, pois as células Try estdo funcionalmente associadas por promoverem a
formacdo de CG. Por citometria de fluxo, consideramos células do CG as células que
expressam os marcadores B220*"GL-7"CD95". A andlise foi realizada de acordo com a figura
21. Primeiramente foi realizado um gate na regido de células Unicas e na regido de linfocitos
de acordo com o tamanho x complexidade das células. As células ndo viaveis e CD3" foram

excluidas da analise, sendo consideradas células B do CG as células B220*GL-7"CD95".
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Figura 21 - Estratégia de analise de células B do centro germinativo. Primeiramente foi realizado
um gate na regido de singlets e na regido de linfocitos. Posteriormente, selecionou-se as células CD3'B220".
Considerou-se Tgy as células GL-7"CD95".

Dessa forma, os esplendcitos de camundongos imunizados com oDEC205-
MSP1,0PADRE, oDCIR2-MSP1,,PADRE ou ISO-MSP1,,PADRE e de Poly IC foram
analisados. Os resultados de citometria de sugerem que houve um aumento de células B do
CG no 5° dia apds a imunizacdo nos camundongos que foram imunizados com aDCIR2-
MSP1,;PADRE. Os camundongos imunizados com aDCIR2-MSP1,,PADRE apresentaram
um maior nimero de células B220°GL-7'CD95" em relacdo ao grupo que recebeu o
aDEC205-MSP1,,PADRE (Figura 22). Nenhum dos outros grupos apresentou aumento de
células B do CG. Com isso, o direcionamento de antigenos para DCs CD8a também

promoveu a formacéo de CG.
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Figura 22 - Formacdo do centro germinativo. Camundongos foram imunizados com aDEC205-
MSP1;,PADRE, aDCIR2-MSP1,;,PADRE ou ISO-MSP1;,PADRE e Poly I:C. O bago foi retirado 3, 4,5¢ 6
dias ap0s a imunizagdo e os esplendcitos foram marcados com anticorpos conjugados a fluorocromos. (A) Dot
plots de citometria de fluxo das células do bago com gate nas células B do CG. (B) Porcentagem de células do
CG dos camundongos imunizados (médiat DP). Na analise estatistica foi aplicado o teste de analise de variancia
de duas vias (two-way ANOVA) em que ** p<0,01 e * p<0,05. As barras representam a média + erro padrdo das
médias obtidas em cada experimento. Dados representativos de 3 experimentos independentes.
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Além disso, foi analisada por citometria de fluxo a diferenciacdo de células
plasmaticas secretoras de anticorpos (B220-°"CD1389") também chamadas de plasmécitos.
A estratégia de andlise esta indicada na Figura 22. Os resultados indicaram que somente 0s
camundongos imunizados com oDCIR2-MSP1,,PADRE apresentaram um aumento
significativo das células B220-°"CD138""%" no 5° e no 6° dias apds a imunizago (Figura 23).
As imunizacgdes com aDEC205-MSP1;5PADRE e com o isotipo controle ndo foram capazes
de instruir a diferenciacdo dessas células. Dessa forma, com esses resultados pode-se concluir
que o direcionamento de antigenos & populacdo de DCs CD8a’ induz uma robusta resposta

humoral na fase de montagem da resposta imune.
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Figura 23 - Estratégia de analise de células B Plasmaticas. Primeiramente foi realizado um gate na
regido de singlets e na regido de linfécitos. Posteriormente, selecionou-se as células CD3". Considerou-se células
B plasmaticas as células B220-"CD138""",
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Figura 24 - Diferenciacdo de células B plasmaéticas. Esplenécitos dos camundongos imunizados
foram marcados com anticorpos conjugados a fluorocromos. (A) Os graficos mostram a populacdo de células
plasméticas dentro da populagdo de células CD3". (B) Média + DP da porcentagem de células B220-°*CD138"9",
Na analise estatistica foi aplicado o teste de analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) em que ***
p<0,001. Resultados representativos de 3 experimentos independentes.
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4.6 Analise da influéncia de células T CD4" na formacgdo de centro germinativo,
diferenciacéo de plasmdcitos e na producéo de anticorpos

Até 0 momento, os resultados indicam que o direcionamento de antigenos para as DCs
CD8a induz a diferenciacdo de plasmocitos, a formacdo de centros germinativos e altos
titulos de anticorpos 6 dias apds a primeira imunizacdo. Para descartar a hipdtese que essa
resposta poderia ser instruida somente pela ativagdo de células B devido ao acimulo de
antigenos na regido marginal da zona de células B, foram imunizados camundongos selvagens
“wild type” (WT) e camundongos nocaute para CD4 (CD4 KO) (CHAPPELL et al., 2012).
Seis dias ap0s a primeira imunizacgao, detectamos um aumento do ndmero de plasmdcitos, de
celulas B do centro germinativo e altos titulos de anticorpos especificos ao antigeno
direcionado nos camundongos WT. Ja nos animais CD4 KO ndo houve a promocao dessa
resposta pois detectamos uma diminuicdo significativa de plasmadcitos, células B do centro
germinativo e, inclusive, dos titulos séricos de anticorpos (Figura 25). Assim, pode-se
concluir que a resposta humoral promovida pelo direcionamento de antigenos para DCs
CDSa é dependente de células T CD4". Desta forma, os plasmdcitos, bem como o centro
germinativo e 0s anticorpos anti-MSP119 ndo sdo induzidos somente pela ativacdo de células
B por células T CD4".
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Figura 25 - Células T CD4" participam da formacio de centros germinativos, diferenciacio de
plasmaécitos e da producio de anticorpos quando o antigeno é direcionado para DCs CD8a’. Camundongos
wild type (WT) e CD4 KO foram imunizados com aDCIR2-MSP1,,PADRE e Poly I:C. Cinco dias ap6s a
imunizacdo, o bago foi retirado e os esplendcitos foram marcados com anticorpos conjugados a fluorocromos.
Dot plots de citometria de fluxo dos esplendcitos indicando os plasmécitos (B220'°“CD138") com gate em
células CD3™ (A) e as células B do centro germinativo (GL-7"CD95") com gate em células CD3'B220" (C). (B)
Porcentagem relativa de plasmocitos e de (D) células B do centro germinativo. (E) Titulos de anticorpos
especificos para a proteina MSP1,4 por ELISA. Na analise estatistica foi aplicado o teste t-Student em que ***
p<0,001 em (B), (D) e (E).

4.7 Andlise de células Tgy, do centro germinativo e dos plasmacitos antes da
segunda dose

Para entender melhor a resposta montada ap6s a segunda dose dos mAbs quiméricos,
analisamos primeiramente a diferenciacdo de células Tgy, do centro germinativo e de
plasmdcitos 14 dias ap6s a administracdo da primeira dose, no mesmo dia em que a segunda
seria administrada. Os resultados de citometria de fluxo mostram que a porcentagem de
células Ty, células B do centro germinativo e plasmacitos sdo semelhantes entre 0s grupos
imunizados (Figura 26). Isso indica que nesse periodo ndo ha diferenca no nimero dessas
células no baco dos camundongos imunizados com aDEC205-MSP1;9PADRE, aDCIR2-
MSP13,PADRE ou ISO-MSP1;PADRE usando Poly I:C como adjuvante. Dessa forma, 0s
resultados das analises dessas repostas depois da segunda dose ndo sofrem influéncia da
celularidade basal no momento da administracdo da segunda dose. Assim, as possiveis

diferengas entre os grupos de camundongos imunizados resultardo da expansdo de células
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instruidas na primeira dose ou de uma nova reposta montada a partir da segunda
administragdo dos mAbs quiméricos.
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Figura 65 - Citometria de fluxo de celulas Ty, das células B do centro germinativo e dos
plasmdcitos. Camundongos foram imunizados com aDEC205-MSP1;,PADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE ou
ISO-MSP1;,PADRE na presenca Poly I:C. Quatorze dias ap0s a imunizagdo, o bago foi retirado e 0s

esplendcitos foram marcados com anticorpos conjugados a fluorocromos para marcacdo de células Ty (A),
células B do centro germinativo (B) e plasmécitos (C).

4.8 Resposta imune celular ap6s a segunda dose da imunizagéo

Para avaliar a influéncia da segunda dose dos mAbs quiméricos na reposta imune
induzida pelo direcionamento de antigenos para as DCs CD8u’ e CD8a” via DEC205 e

DCIR2, respectivamente, imunizamos animais com duas doses dos mAbs quiméricos. A
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primeira dose foi administrada na presenca de Poly IC como adjuvante, enquanto que a
segunda dose foi administrada 14 dias apds a primeira na auséncia de Poly IC para evitar
instrucdo de novas células. Os camundongos foram imunizados pela via intraperitoneal com
5ug dos mAbs aDEC205-MSP1;sPADRE, aDCIR2-MSP1,5PADRE ou ISO-MSP1,,PADRE
utilizando ou ndo 50 pg de Poly I:C ou somente Poly I:C ou salina. Trés, 4, 5 e 6 dias ap0s
administracdo da segunda dose, os camundongos foram eutanasiados e as respostas imunes
celular e humoral foram avaliadas. Assim, pode-se avaliar a montagem da resposta imune
logo apos a segunda dose, bem como as respostas secundarias instruidas por cada subtipo de
DCs.

A resposta celular induzida pelo direcionamento de antigenos para os dois subtipos de
DCs foi determinada por ELISpot e marcacdo intracelular de citocinas (ICS). Os resultados
revelam que os animais imunizados com aDEC205-MSP1,0PADRE apresentaram um maior
namero de células produtoras de IFN-y em relagdo aos camundongos que receberam aDCIR2-
MSP1,,PADRE e 1ISO-MSP1,;iPADRE nos dias 4, 5 e 6 ap0s a segunda administracdo dos
mAbs. Quando o antigeno foi direcionado para as DCs CD8a com a utilizagdo do mAb
aDCIR2, houve um aumento de células produtoras de IFN-y em relagdao ao controle ISO-
MSP1,0PADRE somente no 6° dia apés a administracdo da segunda dose e que foi
significativamente inferior ao direcionamento do antigeno MSP1,PADRE via DEC205
(Figura 27). Assim, o direcionamento de antigenos para as DCs CDS8a’ induz um maior

namero de células produtoras de IFN-y apds a administragdo da segunda dose.
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Figura 27 - ELISpot de células produtoras de IFN-y. ELISpot para células produtoras de IFN-y
induzidas pelo direcionamento de antigenos para DCs dos dias 3 a 6 ap6s a administracdo da segunda dose dos
mAbs aDEC205-MSP1,,PADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE ou ISO-MSP1;,PADRE na presenca de Poly I:C.
Esplendcitos foram reestimulados com 1ug/mL da proteina MSP1,,PADRE por 24 horas a 37° e 5% de CO,. Na
andlise estatistica foi aplicado o teste de anélise de varincia de duas vias (two-way ANOVA) em que ***
p<0,001 e * p<0,05. Resultado representativo de dois experimentos independentes.

Para melhor caracterizagdo da resposta celular induzida pelo direcionamento de
antigenos para esses dois subtipos de DCs, foi realizada uma marcagdo intracelular de
citocinas (IFN-y, IL-2, TNF-a) analisando-se a producéo dessas citocinas por células T CD4".
Quando camundongos foram imunizados com aDEC205-MSP1,,PADRE, houve um aumento
significativo do nimero de células T CD4" produtoras de IFN-y, IL-2 € TNF-a em relagdo aos
demais grupos 3, 4, 5 e 6 dias ap6s a administracdo da segunda dose, exceto na producdo de
IL-2 no terceiro dia, quando comparado ao grupo imunizado com aDCIR2-MSP1;,PADRE.
Por outro lado, a imuniza¢do com oDCIR2-MSP1,;PADRE e ISO-MSP1,,PADRE ndo
induziu aumento do numero de células que expressam IFN-y, IL-2 e TNF-o. no mesmo
periodo de tempo. Houve apenas diferenca significativa quanto a producdo de TNF-a no
grupo imunizado com aDCIR2-MSP1;5PADRE e Poly IC no 4° dia ap6s a administragdo da
segunda dose (Figura 28).
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Figura 28 - Expresséo de IFN-y, IL-2 e TNF-0 em células T CD4" induzidas pelo direcionamento
de antigenos via DEC205 e DCIR2. Camundongos foram imunizados com duas doses de aDEC205-
MSP1,,PADRE, aDCIR2-MSP1;PADRE ou ISO-MSP1,;,PADRE na presenca de Poly I:C. Trés, 4, 5 e 6 dias
ap6s a segunda imunizagdo, o baco foi retirado e as células estimuladas com 5 ug/mL da proteina
MSP1;,PADRE ex vivo. A secrecdo de citocinas foi bloqueada com brefeldina A por 12 horas. ApGs este
periodo, as células foram marcadas para receptores extracelulares, fixadas, permeabilizadas e as citocinas IFN-y,
IL-2 e TNF-a foram marcadas. Foi realizado um gate em células viaveis, células CD3"CD4" e a porcentagem de
células produtoras de IFN-y (A), IL-2 (B) e TNF-a (C) foi determinada descontando das amostras estimuladas a
producdo das citocinas das células sem estimulo. Na andlise estatistica foi aplicado o teste de analise de variancia
de duas vias (two-way ANOVA) em que *** p<0,001 e * p<0,05. Resultado representativo de dois experimentos
independentes.

Além disso, as analises de celulas polifuncionais por ICS mostraram que somente
qguando o antigeno € direcionado para DCs via DEC205 hé inducédo de células produtoras de

mais de uma citocina. Os camundongos imunizados com aDEC205-MSP1,5PADRE tiveram
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um aumento das células T CD4" triplo funcionais produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-a
simultaneamente. Também, houve um aumento das células duplo funcionais produtoras de IL-
2/TNF-a, de IFN-y/TNF-o e de IL-2/IFN-y, além das células produtoras somente de uma
citocina. A imunizagdo com aDCIR2-MSP1;PADRE ou ISO-MSP1;5PADRE ndo promoveu

essa resposta (Figura 29).
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Figura 29 - Células produtoras de uma, duas ou trés citocinas no sexto dia ap6s a segunda dose.
Boolean gates foram aplicados nos resultados de marcagdo intracelular de citocinas. A porcentagem de células
produtoras de uma, duas ou trés citocinas foi determinada descontando-se as amostras sem estimulo. Resultado
representativo de dois experimentos independentes.

Como n3o detectamos células T CD4" produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-o quando o
antigeno foi direcionado para as DCs CD8a’ via DCIR2, realizamos também uma marcacéo
intracelular para IL-17a e IL-10. Ndo detectamos células produtoras de IL-17a em nenhum
dos grupos imunizados (resultados ndo mostrados). Em relacdo a expressao de IL-10 por
células T auxiliares, surpreendentemente houve um aumento do numero dessas celulas
produzindo IL-10 3, 4, 5 e 6 dias ap6s a administragdo da segunda dose do mAb aDEC205-
MSP1,,PADRE. Uma andlise através de boolean gates mostrou que estas células produziam

exclusivamente 1L-10, sendo incapazes de produzir IFN-y, IL-2 ou TNF-a (Figura 30).
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Figura 30 - Expressdo de IL-10 em células T CD4" induzidas pelo direcionamento de antigenos via
DEC205 e DCIR2. Camundongos foram imunizados com duas doses dos mAbs aDEC205-MSP1,,PADRE,
aDCIR2-MSP1;,PADRE ou ISO-MSP1,,PADRE na presenca de Poly I:C. Trés, 4, 5 e 6 dias ap6s a segunda
imunizacao, o bago foi retirado e as células foram estimuladas com 5 pug/mL da proteina MSP1;,PADRE ex vivo.
(A) Foi realizado um gate em células viaveis, células CD3"CD4" e a porcentagem de células produtoras de 1L-10
foi determinada. (B) Boolean gates foram aplicados nos resultados de marcacdo intracelular de citocinas. A
porcentagem de células produtoras polifuncionais foi determinada. Os resultados foram normalizados
descontando-se as amostras nao estimuladas. Na andlise estatistica foi aplicado o teste de andlise de variancia de
duas vias (two-way ANOVA) em que *** p<0,001 e * p<0,05. Resultado representativo de dois experimentos
independentes.

4.9 Resposta imune humoral ap0s a segunda dose da imunizacéo

A resposta humoral foi determinada pela avaliagdo dos niveis séricos de anticorpos
IgG especificos para a proteina MSP1;9 nos animais imunizados. Observamos elevados

titulos de anticorpos anti-MSP1l;9 nos animais imunizados com o mAb oDCIR2-
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MSP1,5PADRE entre os dias 3 e 6 ap6s a administracdo da segunda dose. Em contrapartida,
os animais que receberam aDEC205-MSP1,PADRE ainda apresentaram baixos titulos de
anticorpos que foram aumentando entre os dias 3 e 6 depois da segunda dose, ndo chegando,
no entanto, aos niveis observados nos animais imunizados com o oDCIR2-MSP1,PADRE.
Em relagdo ao controle ndo direcionado (animais que foram imunizados com ISO-
MSP1,,PADRE), também houve a producdo anticorpos especificos contra a proteina MSP119

(Figura 31).
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Figura 31- Resposta humoral induzida pelo direcionamento de antigenos via DEC205 e DCIR2:
Camundongos foram imunizados com aDEC205-MSP1,iPADRE, oDCIR2-MSP1,,PADRE ou ISO-
MSP1,,PADRE na presenca de Poly I:C. Trés, 4, 5 e 6 dias apds a segunda imunizagdo foi realizada puncéo
cardiaca para obtencdo dos soros. Titulos séricos de anti-MSP1,4 foram determinados por ELISA. Titulos de 1gG
anti-MSP1,,, utilizando anticorpo secundéario anti-lgG-HRP (1:2000) e 1 pg/mL da proteina recombinante
MSP1;4 adsorvida na placa. Cada simbolo representa um animal individual e os titulos estdo apresentados em
escala logyo. Resultados representativos de dois experimentos independentes.

Para analisar a resposta humoral com mais detalhes, avaliamos também os titulos para

as subclasses de 1gG. Os resultados anteriores indicaram que o direcionamento de antigeno
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para a populagdo de DCs CD8a induziu mudanca de classe 6 dias ap6s a primeira dose da
imunizacdo. Depois da segunda administracdo, esse grupo manteve o mesmo padrdo de
resposta, com niveis superiores de IgG1l. Porém, observamos que a razdo 1gG1/IgG2c caiu
com o passar do tempo. Na imuniza¢do com o mAb aDEC205-MSP1,,PADRE, a mudanca de
classe comecgou a acontecer depois do segundo contato com o antigeno, quando detectamos
IgG1 e IgG2b no terceiro e quarto dias apds a imunizacdo, respectivamente. Além disso,
salientamos que a razdo IgG1/1gG2c quando ocorre o direcionamento de antigenos para a
populagio DCs CD8u" é consideravelmente inferior quando comparada a imunizagio com
aDCIR-MSP13,PADRE (Figura 32).
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Figura 32 - Subtipos de 1gG. Camundongos foram imunizados com aDEC205-MSP1,;PADRE, aDCIR2-
MSP1;,PADRE ou ISO-MSP1,PADRE na presenca de Poly I:C. Entre os dias 3 e 6 apds a segunda imunizagédo
foi realizada a puncéo cardiaca e os soros foram usados em um ELISA de subtipos de 1gG especificos contra a
MSP1,9 As barras pretas indicam o titulo de anticorpos 1gG1, as barras cinza escuro 1gG2b, cinza claro 1gG2c e
branca 1gG3. Subtipos de 1gG detectados apds 3 (A), 4 (B), 5 (C) e 6 (D) dias da imunizagéo.
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4.10 Analise da polarizacdo de células T CD4" para Tgy, formacdo de centros
germinativos e diferenciacdo de plasmdcitos ap6s a administracdo da segunda
dose dos mAbs quiméricos

Depois da primeira dose da imunizacdo, somente o0s camundongos que foram
imunizados com aDCIR2-MSP1;,PADRE aumentaram o nimero de células Tgy 5 dias ap6s a
imunizagdo. Para complementar esta observagédo, realizamos um experimento analisando
essas células depois da administracdo da 2* dose dos mAbs. Para nossa surpresa, quando o
antigeno foi direcionado para as DCs CD8a’, houve um aumento significativo de células Try.
Além disso, observaram-se duas populacbes dessas células: uma com um perfil
CXCR5™M"pD-1"19" que se mantém elevada do 3° ao 4° dia depois da segunda dose, e outra
com perfil CXCR5™PD-1™¢, que permanece em nlmero superior em todos os dias
analisados. Nao houve aumento dessas células nos camundongos imunizados com aDCIR2-
MSP11,PADRE ou ISO-MSP11,PADRE. Assim, o direcionamento de antigenos para DCs

CD8a" estimula a diferenciacdo de células Ty apds a segunda imunizagdo (Figura 33).
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Figura 33 - Citometria de fluxo de células Try: Camundongos foram imunizados com aDEC205-
MSP1,,PADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE ou ISO-MSP1,,PADRE na presenca de Poly I:C. Quatorze dias apds
a primeira imunizacdo, foi administrada uma segunda dose sem adjuvante. O baco foi retirado 3, 4, 5 e 6 dias
depois e os esplendcitos foram marcados com anticorpos conjugados a fluorocromos para marcacao de células
Tew (A) Dot Plots representativos de células Tgy com gate em CD19CD3'CD4". Porcentagem de
CXCR5™PD-1"" (B) e CXCR5""PD-1""" (C). Na analise estatistica foi aplicado o teste de anélise de

variancia de duas vias (two-way ANOVA) em que *** p<0,001 e * p<0,05. Resultado de dois experimentos
independentes agrupados.
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Analisamos também a formag&o de centros germinativos, considerando as células CD3"
B220"GL-7"CD95" como linfdcitos B do centro germinativo. Os resultados de citometria de
fluxo indicam que ndo houve diferenca significativa quanto a formacdo de centros
germinativos em nenhuma das imuniza¢6es em nenhum dos tempos analisados (Figura 34).
Entretanto, houve um aumento de plasmécitos (CD3 B220-°"CD138"9") no direcionamento
de antigenos tanto para a populagdo de DCs CD8a" quanto para a CD8a 4 e 5 dias apés a
administracdo da segunda dose (Figura 35). Assim, esses resultados agrupados indicam que
no segundo contato com o antigeno houve um aumento de duas populactes de células Try
(CXCR5M9"pp-1Mi9" ¢ CXCR5™'PD-1""*) quando o antigeno foi direcionado via DEC205,

mas ndo houve aumento de células B do centro germinativo no periodo de tempo analisado.
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Figura 34 - Citometria de fluxo de células B do centro germinativo: Camundongos foram
imunizados com aDEC205-MSP1,,PADRE, aDCIR2-MSP1,;,PADRE ou ISO-MSP1;,PADRE em presenca de
Poly I:C. Quatorze dias ap0s a primeira imunizacao, foi administrada uma segunda dose sem adjuvante. O bago
foi retirado 3, 4, 5 e 6 dias depois e os esplendcitos foram marcados com anticorpos conjugados a fluorocromos
para marcacédo de células do centro germinativo. (A) Dot Plots representativos de células do centro germinativo
com gate em CD3'B220". (B) Porcentagem de células B220"GL-7"CD95". Na analise estatistica foi aplicado o
teste de analise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) em que *** p<0,001 e * p<0,05. Resultado de dois
experimentos independentes agrupados.
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Figura 35 - Citometria de fluxo de plasmécitos: Camundongos foram imunizados com aDEC205-
MSP1,,PADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE ou ISO-MSP1,,PADRE em presenca de Poly I.C. Quatorze dias apds
a primeira imunizacdo, foi administrada uma segunda dose sem adjuvante. O baco foi retirado 3, 4, 5 e 6 dias
depois e os esplendcitos foram marcados com anticorpos conjugados a fluorocromos para marcacdo de
plasmécitos. (A) Dot Plots representativos de plasmécitos com gate em CD3". (B) Porcentagem CD3
B220"-°“CD138™". Na analise estatistica foi aplicado o teste de anélise de variancia de duas vias (two-way
ANOVA) em que *** p<0,001 e * p<0,05. Resultado de dois experimentos independentes agrupados.
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4.11 Determinacdo da producdo de citocinas induzidas pelo direcionamento do

antigeno para as DCs

Como ndo detectamos células produtores de citocinas pré-inflamatoérias nem de IL-10 na
resposta promovida pelo direcionamento do antigeno MSP1;PADRE para DCs CD8a,
avaliamos a producéo das citocinas IFN-vy, IL-4, IL-5, IL-10, IL-13 e IL-17 no sobrenadante
das culturas. Para isso, camundongos foram imunizados com uma doses de aDEC205-
MSP13sPADRE, aDCIR2-MSP1;5PADRE ou ISO-MSP1;5PADRE usando Poly I:C como
adjuvante ou somente Poly IC e depois del4 dias mais uma dose dos mAbs quiméricos foi
administradas, mas sem adjuvante. Depois de 14 dias da Ultima imunizacdo, os esplendcitos
foram pulsados in vitro com a proteina recombinante MSP1,0PADRE e 48 ou 96 horas depois
0 sobrenadante foi coletado para quantificagdo das citocinas. Confirmando os resultados de
marcagdo intracelular, o direcionamento do antigeno para a populagio de DCs CD8a" via
DE205 induziu o aumento das citocinas IFN-y e IL-10 ap6s 48 e 96 horas. O direcionamento
de antigeno para as DCs CD8a" e a imunizagdo com o ISO-MSP1;PADRE induziu aumento
das citocinas IL-5 e IL-13, tipicas de uma resposta Th2, mas ndo detectamos IL-4.
Interessantemente, somente nos camundongos imunizados com aDCIR2-MSP1;,PADRE
detectamos aumento de IL-17 (Figura 36). Assim, conclui-se que 14 dias ap6s a administracdo
da segunda dose dos mAbs quiméricos, o direcionamento de antigenos para DCs CD8a" induz

uma resposta Thl e o direcionamento para DCs CD8a induz uma resposta mista Th2/Th17.
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Figura 36 - Citocinas induzidas pelo direcionamento de antigenos para DCs: Camundongos foram
imunizados com aDEC205-MSP1;,PADRE, aDCIR2-MSP1;,PADRE ou ISO-MSP1;,PADRE em presenca de
Poly I:C. Quatorze dias apds a primeira imunizacdo foi administrada uma segunda dose sem adjuvante. O baco
foi retirado 14 dias depois e 0s esplendécitos foram pulsados in vitro com a proteina MSP1,iPADRE. Depois de
48 e 96 horas, o sobrenadante foi coletado e as citocinas quantificadas por CBA. Na anélise estatistica foi
aplicado o teste de andlise de variancia de duas vias (two-way ANOVA) em que *** p<0,001 e * p<0,05.

Além disso, nesse periodo de tempo também foi avaliada por citometria de fluxo a
polarizacdo de celulas Tgy, a formacdo do centro germinativo e a diferenciagdo de
plasmoécitos. N&o houve aumento de células Tgy, células B do centro germinativo nem
plasmacitos em nenhum dos grupos imunizados 14 dias apds a administragdo da segunda dose
(Figura 37). Entretanto, houve uma forte proliferacdo de células T CD4", bem como células T
CD4" produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-a nos animais imunizados com o mAb aDEC205-
MSP1;,PADRE (resultados ndo mostrados).
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Figura 37 - Citometria de fluxo de células Tgy, de células B do centro germinativo e de
plasmdcitos: Camundongos foram imunizados com aDEC205-MSP1,,PADRE, aDCIR2-MSP1,,PADRE ou
ISO-MSP1,,PADRE em presenca de Poly I:C. Quatorze dias ap6s a primeira imunizacdo foi administrada uma
segunda dose sem adjuvante. O baco foi retirado 14 dias depois e os esplendcitos marcadas com anticorpos

conjugados a fluorocromos. (A) porcentagem de células Trn, (B) de células B do centro germinativo e (C) de
plasmacitos.
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5 DISCUSSAO

O direcionamento de antigenos para DCs é uma eficiente estratégia para a inducao de
uma resposta adaptativa baseada na biologia da propria DC (STEINMAN, 2008). Neste
estudo, o antigeno MSP1;sPADRE foi direcionado para as DCs CD8u’ e CDS8a via 0s
receptores endociticos DEC205 e DCIR2 usando 0s mAbs quiméricos aDEC205 ¢ aDCIR2.
Essa estratégia foi abordada para compreender a montagem das respostas imunes induzidas
pelo direcionamento de antigenos para as DCs CD8a" e CDSa” com énfase na capacidade que
cada uma dessas células possui em induzir respostas de células T auxiliares e producdo de
anticorpos ao antigeno direcionado. Dessa forma, camundongos foram imunizados com
aDEC205-MSP1,PADRE, aDCIR2-MSP1;yPADRE ou ISO-MSP1;,PADRE em presenca
do Poly I:C como adjuvante e a montagem da resposta imune foi analisada 3, 4, 5 e 6 dias
apos a primeira e a segunda doses de imunizacao.

Primeiramente, os mAbs quiméricos com o antigeno MSP1;,PADRE fusionados na
cadeia pesada foram produzidos eficientemente e mantiveram a capacidade de ligacéo
especificamente em seu receptor. O antigeno quimérico MSP1,PADRE foi desenvolvido
para aumentar a antigenicidade da fragdo MSP1,9. Os resultados mostraram novamente que a
MSP1,9 € um forte alvo da resposta humoral e o epitopo PADRE é capaz de induzir uma
robusta resposta celular, corroborando experimentos prévios do nosso laboratério (resultados
ndo publicados) e Rosa e colaboradores (2004). E possivel afirmar que o direcionamento do
antigeno MSP1;5PADRE para DCs CD8a" induz uma robusta resposta celular Th1 especifica
ao PADRE logo apds a primeira dose da imunizacdo. Por outro lado, o direcionamento para
DCs CD8a promove uma forte resposta humoral com anticorpos anti-MSP1;9 € a instrugédo de
células Try também apos a administracdo da primeira dose dos mADbs.

Em nosso protocolo de imunizag&o foi utilizado o Poly I:C como adjuvante por ja ser
descrito como um dos adjuvantes mais eficientes no direcionamento de antigenos para DCs
(TRUMPFHELLER et al., 2008). O aumento da expressdo das moléculas co-estimulatérias
CD80, CD86 e CD40 nas DCs CDS8a" e CD8a’, bem como o aumento sérico das citocinas
TNF-a e IL-6 nos camundongos imunizados foram induzidos pela presenga do Poly I:C como
adjuvante. A imunizagdo com 0s mMAbs quiméricos aDEC205-MSP1;PADRE, aDCIR2-
MSP13,PADRE ou ISO-MSP1;iPADRE néo influencia a maturagdo das DCs. Entretanto, 0s
camundongos que receberam aDCIR2-MSP1,yPADRE tiveram um aumento da concentracédo

sérica de IL-6.



89

Os resultados da resposta imune inicial induzida pelo direcionamento de antigenos
para DC revelam que a imunizagdo com oDEC205-MSP1,PADRE e aDCIR2-
MSP1,,PADRE promove a montagem de respostas imunes distintas. O direcionamento de
antigenos para DCs CD8a" via DEC205 induziu uma forte resposta celular com células T
CD4" produtoras de IL-2, TNF-a e IFN-y, uma resposta inflamatoria Th1. Por outro lado, 0
direcionamento de antigenos para DCs CDS8a  via DCIR2 promoveu uma forte resposta
humoral, com altos titulos de anticorpos anti-MSP1;9, bem como a instrucdo de células Tgy,
formagdo de centro germinativo e diferenciacdo de plasmocitos. Dessa forma, pode-se
concluir que as DCs CD8a" sdo especializadas na instrugdo de resposta Thl enquanto as DCs
CD8a sdo especializadas na polarizacio de células T CD4" para um perfil de Tgn.

Contudo, nossos resultados mostraram que as DCs CDS8a' expressam maiores
guantidades de CD80 e CD40 quando camundongos sdo imunizados na presenca de Poly I:C.
Sabe-se que essas células privilegiam a via de sinalizacdo candnica de NF-«B via fosforilagdo
de proteinas MAPKinases como a JNK que estdo principalmente associadas com o aumento
de CD80 e CD40 (SHIN et al., 2015). Além disso, as DCs CD8a" sdo consideradas DCs
especializadas na instrucdo da polarizacdo de células T CD4" para um perfil Thl por
mecanismos dependentes de CD70 que é expresso somente nessas DCs e € considerado um
“marcador de polarizagdo Th1” por DCs CDS8a" (SOARES et al., 2007). Ainda, as DCs
CDS8a" localizam-se estrategicamente na zona de células T onde podem interagir com pDCs
que produzem IFN do tipo | amplificando sua ativacdo e aumentando ainda mais a expressao
das moléculas co-estimulatérias CD80 e CD86 (BREWITZ et al., 2017; DUDZIAK et al.,
2007).

Em relagdo as DCs CD8a’, 0 direcionamento do antigeno MSP1;3PADRE induziu o
aumento de células Tey CXCR5MPD-1M9" que sdo exatamente as células que estdo
localizadas no interior dos CGs (SHULMAN et al.,, 2013). As DCs CDS8a tém sido
consideradas especializadas na instrucdo de células Try, Acredita-se que a biologia dessas DC
possua particularidades e especializagGes que resultem na instrucdo da resposta de células T
CD4" para a polarizacdo de células Try. Essas células estdo localizadas anatomicamente
proximas na zona marginal as células B, onde ha a migracdo de células T CD4" ativadas
dependente de EBI2 (LI et al., 2016; SHIN et al., 2016). Ha fortes indicios que o subtipo de
DCs CD8a secreta uma forma soltuvel de CD25 que sequestra IL-2 no microambiente, uma
citocina que reduz a diferenciacdo de Tgy pois estimula a fosforilagdo de STATS (LI et al.,
2016). Associado a isso, esse subtipo de DCs ainda apresenta maior expressao de OX40L pela

via ndo canodnica de NF-xB, sendo que seu ligante OX40 na célula T sinaliza via STAT3
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(SHIN et al., 2015). Assim, a diminui¢do da fosforilagdo de STAT5 com o aumento da
fosforilagdo de STAT3 promove a diminuigdo da expressdo de Blimp-1 (fator de transcrigéo
que reduz a diferenciacdo de Try) € 0 consequente aumento de Bcl-6 e, portanto, a instrugdo
de Try (BALLESTEROS-TATO ;RANDALL, 2014).

Em contrapartida, ha dados que mostram que para as células T CD4" terminarem seu
processo de diferenciacdo em Try maduras elas precisam interagir com células B (GOENKA
et al., 2011). No direcionamento de antigenos para DCs CD8a’ via DCIR2 ha um acumulo de
antigenos na regido marginal a zona de células B, fazendo com elas entram em contato com o
antigeno e possam interagir com as células Ty promovendo sua diferenciagdo final e a
formagdo de CG (CHAPPELL et al., 2012). Além disso, a cinética de internalizacdo do
receptor DCIR2 é mais lenta em comparagdo com a do receptor DEC205 (DUDZIAK et al.,
2007). Isso pode aumentar a disponibilidade de antigeno para as células B. A imuniza¢do com
aDCIR2-MSP1,5PADRE induziu a formacdo de centro germinativo e a diferenciagdo de
plasmacitos, bem como altos titulos de anticorpos especificos a MSP119 ap6s a primeira dose
do mAb quimérico. Nossos resultados mostram que essa resposta humoral € dependente de
células T CD4", possivelmente Try e, dessa forma, ndo € induzida somente pelo acimulo de
antigeno na regido marginal e ativacdo somente de células B.

Os CGs, bem como as células Try, promovem a reacdo do CG que visa induzir a
formacdo e a selecdo de clones de células B com alta afinidade ao antigeno para a producgéo
de anticorpos de alta avidez (ALLEN;OKADA ;CYSTER, 2007). No 5° dia apds o
direcionamento do antigeno para DCs CD8o” houve o aumento de células B do centro
germinativo corroborando os resultados de Shin e colaboradores (2015). Entretanto, no sexto
dia essas células ja ndo estdo em maior nimero. Possivelmente houve uma forte expanséo
clonal (clamada de “exploséo clonal) entre o terceiro e o quarto dia depois da imunizagdo e
consecutivamente a selecdo dos clones de maior afinidade e a mudanca de classe
(MESIN;ERSCHING ;VICTORA, 2016). Nossos resultados mostram a producao,
possivelmente por plasmacitos, de anticorpos especificos de diferentes subclasses de IgG
indicando que est4 ocorrendo a mudanga de classe.

A segunda dose da imunizagdo parece ser responsavel pela promogdo da resposta
humoral no direcionamento de antigenos para DCs CD8o’ via DEC205. Os titulos de
anticorpos sericos anti-MSP1;9 comegam a aumentar apds 0 segundo contato com o antigeno.
Principalmente no terceiro dia apds a imunizacdo foram identificadas duas populacbes de
células Tey, uma populacdo com um perfil de expressdo intermediario (CXCR5™PD-1""

dos marcadores CXCR5 e PD-1 e outra com expressdo alta dessas mesmas moléculas
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(CXCR5M"pD-1"19" A populagio de células CXCR5™PD-1"*" & considerada como células
pré-Tey instruidas pelo contato com uma DC. Essas células diferenciam-se para Tgy madura
(CXCR5M9"pD-1"19") quando interagem com uma célula B (SUH, 2015). Apesar de ndo haver
nenhum indicio que o subtipo de DC CDS8a" ser especializado na instrucdo dessas células,
nossos resultados mostram a presenga dessas células no bago dos animais imunizados.
Acredita-se que o segundo contato estimule a diferenciagdo dessas células devido a um
contato mais prolongado com o antigeno que induz a diferenciacdo de Try (DEENICK et al.,
2010). O direcionamento de antigenos para DC CDS8a" via Clec9a também induz a instrucio
de células Tgy (LAHOUD et al., 2011).

Além disso, sabe-se que células B do CG expressam o receptor endocitico DEC205,
pois a citometria de fluxo dessas células confirma a expressdo desse marcador em ceélulas
B220"GL-7"CD95" (resultados ndo mostrados) (VICTORA et al., 2010). Possivelmente, essas
células participem da inducgdo da resposta humoral no direcionamento de antigenos para DCs
CDS8a". Dessa forma, na segunda dose da imunizagio, o mAb aDEC205 direciona antigenos
também para a populacio B220"GL-7"CD95'DEC205" (VICTORA et al., 2010). Sabe-se que
apos o direcionamento de antigenos para células B do CG via DEC205, essas células
proliferam com maior intensidade induzindo a explosdo clonal do CG. Entretanto, essa
explosdo clonal ocorre 36 horas ap6s a administracdo do aDEC205, depois dessas 36 horas,
as células B do CGs interagem com células Try e sendo assim selecionadas, diminuindo sua
frequéncia (KALAITZIDIS et al., 2017). Provavelmente ndo detectamos a formacdo de CG,
pois analisamos a presenca dessas células 72 horas apds a imunizacdo. Novos experimentos
serdo realizados para confirmar esses achados em 36 horas ap6s a segunda dose. Além disso,
foi possivel verificar a presenca de plasmdcitos e a mudanca de classe de anticorpos 1gG
depois da segunda dose de aDEC205-MSP11,PADRE que pode estar acontecendo devido a
reacdo do CG.

Ja na imunizacdo com aDCIR2-MSP1;5PADRE, o0s resultados demonstram que néo
houve aumento das populaces de células Try e células B do CG depois da segunda
imunizacdo. Acreditamos que a primeira dose da imunizacdo j& foi capaz de induzir um
namero otimizado de células Try e células B para promogdo da resposta humoral. Apds a
primeira dose, os titulos séricos de anticorpos IgG anti-MSP1q ja estavam bastante elevados
(DEENICK et al., 2010). Contudo, na segunda imunizacdo foi possivel observar que ainda
estd ocorrendo a mudanca de classe, pois a razdo entre 1gG1 e 1gG2c foi diminuindo nos dias

3,4, 5 e 6 apbs da segunda dose.
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A resposta celular de células T CD4" inflamatdrias (IFN-y'IL-2"TNF-a") foi
amplificada com a segunda dose da imunizagdo no direcionamento do antigeno
MSP1,0PADRE para DCs CD8a". Nossos resultados estdo de acordo com varios estudos que
mostram que direcionamento de antigenos para DCs CD8a" sistematicamente induz células T
CD4" produtoras de IFN-y na presenca de um adjuvante (AMORIM;RAMPAZO; et al., 2016;
BONIFAZ et al, 2004; HENRIQUES et al, 2013; RAMPAZO et al, 2015;
TRUMPFHELLER et al., 2008). Supreendentemente foram detectadas células T CD4"
produtoras de IL-10 que ndo secretam IFN-y, IL-2 e TNF-o, sendo outra subpopulagio de
células T CD4" (JANKOVIC;KUGLER ;SHER, 2010). Possivelmente, essas células podem
ser células T reguladoras que sdo instruidas para evitar o excesso de resposta inflamatoria.
Porém, novos experimentos serdo realizados para melhor caracterizacao dessas células.

Como no direcionamento do antigeno MSP1;0PADRE para DCs CDS8a néo
detectamos citocinas pré-inflamatorias, 1L-10 nem IL-17 por ICS, avaliamos 14 dias apos a
segunda dose a producdo de citocinas por CBA no sobrenadante das culturas de células de
camundongos. Nos animais imunizados com aDEC205-MSP1,,PADRE confirmamos os
resultados do ICS. Entretanto, detectamos IL-5, IL-13 e IL-17 nos camundongos imunizados
com aDCIR2-MSP1;,PADRE. Assim, a reposta celular ao direcionamento para DCs CD8a’
via DCIR2 ap6s a segunda dose da imunizacdo € induzida para um perfil misto Th2/Th17.
Portanto, as DCs CD8a também podem induzir respostas T Th2/Th17, podendo ser
especializadas na instrucdo dessas células (SCHLITZER et al., 2013).

Finalmente, a promocdo e a propria resposta imune induzida pelo direcionamento de
antigenos para DCs CD8u" e CD8a via 0s receptores endociticos DEC205 e DCIR2 séo
diferentes. Acredita-se que essas respostas sdo montadas de forma dependente da propria
biologia de cada subtipo de DC, bem como de sua localizacdo anatbmica. Entretanto, pouco
se sabe sobre as diferencas bioldgicas entre esses dois subtipos de DC que levam na inducgao
de diferentes respostas. Novas pesquisas sdo necessarias para elucidar a influéncia da biologia

de diferentes populacdes de DCs na promocéo de respostas adaptativas.
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6 CONCLUSAO

Com esses resultados podemos concluir que o direcionamento de antigenos para DCs
ndo altera o perfil de ativacdo dessas células comparando as diferentes imunizagdes. O
aumento da expressdo de CD80, CD86 e CD40 ocorre por efeito do adjuvante. Contudo,
observa-se que as DCs CDS8a’ apresentam uma maior expressio de CD80 e CD40
comparadas com as DCs CD8a’. Além disso, 0s niveis séricos de TNF-a também se mantem
semelhantes nas imunizagdes com oaDEC205-MSP1,PADRE, aDCIR2-MSP1;sPADRE,
ISO-MSP1,,PADRE ou somente Poly I:C. Entretanto, ha um aumento sistémico de IL-6
qguando o antigeno é direcionado via DCIR2. Assim, pode-se inferir que ha diferencas na
biologia das DCs CD8a’" e CDS8ar, pois elas se ativam de formas diferentes na presenca do
mesmo estimulo.

Com todos 0s nossos resultados que analisaram a resposta apds a administracdo da
primeira dose, podemos afirmar que o direcionamento de antigenos para a populacdo de DCs
CD8a induz uma robusta resposta humoral com altos titulos de anticorpos séricos. O
direcionamento de antigenos utilizando «DCIR2 aumenta o niimero de células Tgy, de células
B do CG e de plasmocitos. Isso sugere que as DC CD8a’ s@o especializadas na instrugdo de
células Tey. Ainda, mostramos que essa resposta é dependente de células T auxiliares, ndo
sendo uma ativacdo somente das células B da regido marginal. Em contrapartida, o
direcionamento para a populagio de DCs CDS8a’ induziu um maior nimero de células
produtoras de IFN-y e células T CD4" polifuncionais, indicando que essas células sio
especializadas da instrucdo de resposta celular do tipo Thl.

Depois da administracdo da segunda dose dos mAbs quiméricos, a resposta ao
direcionamento do antigeno para as DCs CDS8a apresentou altos titulos de anticorpos
especificos contra a proteina MSP119 € uma queda na razdo 1gG1/lgG2c com o passar do
tempo, indicando que apés a segunda dose ainda ha mudanca de classe. Entretanto, ndo houve
aumento na frequéncia de células Tgy e de células B do centro germinativo, mas houve
aumento de plasmocitos e a instrugdo de uma resposta T auxiliar com um perfil misto
Th2/Th17. Ja no direcionamento do antigeno para as DCs CDS8o’ houve um aumento
progressivo da resposta de células Thl (células produtoras de IFN-y, IL-2 e TNF-0) e de
outras ceélulas T auxiliares que produzem IL-10. Além disso, os titulos de anticorpos contra a
proteina MSP1;9 aumentaram depois da segunda dose e ocorreu mudanca de classe de IgG.

No segundo contato com o antigeno, houve um aumento de duas populacfes de células Tey
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(CXCR5M9"pp-1M19" ¢ CXCR5™'PD-1""*") quando o antigeno foi direcionado via DEC205,
mas ndo houve aumento de células B do centro germinativo no periodo de tempo analisado.
Assim, o direcionamento para DCs CD8a" induz uma robusta resposta Thi.

Esses resultados contribuem para a elucidacdo dos mecanismos de inducdo de resposta
imune nos protocolos que utilizam o direcionamento de antigenos como uma ferramenta de
imunizagdo para a inducdo de uma resposta imune adaptativa duradoura. Além disso, esses
achados contribuem para o desenvolvimento de vacinas contra diversos patdgenos, pois
elucidamos as respostas induzidas pelas imuniza¢Ges com aDEC205 e aDCIR2. Dessa forma,
é possivel otimizar a escolha da estratégia de imunizagdo dependendo da resposta que melhor
convém para a vacina. Também geramos dados que confirmam as especializaces das DCs
CDS8a" e CD8a” em induzir a polarizago de resposta T CD4" revelando diferencas na biologia
das DCs CD8a" e CD8a.
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