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RESUMO 

 

SALES, N. S. Efeitos da eletroporação in vivo na resposta imunológica induzida por uma 

vacina de DNA contra tumores induzidos por HPV-16. 2015. 63 f. Dissertação (Mestrado 

em Microbiologia) - Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2015.  

O câncer cervical é a terceira causa de morte de mulheres no mundo e a quarta causa de 

mortes em mulheres por câncer no Brasil. Seu principal agente etiológico é o vírus do 

papiloma humano (HPV). Já foram identificados mais de 100 tipos virais, e cerca de 40 deles 

infectam a mucosa anogenital, os quais são classificados de acordo com seu potencial 

oncogênico como vírus de alto ou baixo risco. Dentre os tipos virais de alto risco, destacam-se 

o HPV-16 e o HPV-18, que são considerados os principais causadores de câncer cervical. 

Esforços estão sendo feitos na busca de estratégias imunoterapêuticas que combatam os 

tumores causados por esses vírus, uma vez que as vacinas profiláticas atualmente 

comercializadas, não são capazes de beneficiar pessoas já infectadas ou com o câncer 

estabelecido. Neste contexto, as vacinas de DNA têm demonstrado boa eficácia em estudos 

contra esses tipos de tumores em modelo murino, e são consideradas seguras, estáveis e 

capazes de induzir resposta imune específica. Entretanto, essas formulações apresentam baixa 

imunogenicidade em humanos, fazendo-se necessária a busca de abordagens que aumentem a 

eficácia dessas vacinas, tais como o uso de adjuvantes, a otimização de códons e a utilização 

de sistemas de entrega plasmidial. A eletroporação in vivo (EP) é um método de entrega de 

vacinas de DNA, que consiste na aplicação de pulsos elétricos, promovendo a abertura de 

poros na membrana e facilitando a entrada do DNA na célula. Essa técnica já vem sendo 

amplamente estudada pela sua capacidade de potencializar o efeito de vacinas de DNA. Nosso 

grupo desenvolveu uma vacina baseada em DNA (pgDE7h) que expressa a proteína E7 do 

HPV-16 fusionada à glicoproteína D (gD) do vírus herpes simplex tipo 1 (HSV-1). O uso da 

EP para a entrega de 50 µg dessa vacina pela da via intramuscular (i.m.) aumentou o efeito 

antitumoral terapêutico em camundongos desafiados com a linhagem TC-1, que expressa as 

proteínas E6 e E7 do HPV-16, proteção total. A vacina combinada à EP induziu migração de 

células para o sítio de inoculação e promoveu maior ativação de células T CD8
+
E7-

específicas. Foi observado ainda o aumento de linfócitos de perfil citotóxico e a indução de 

linfócitos polifuncionais capazes de secretar IFN-γ, IL-2 e TNF-α simultaneamente. Também 

foi observado um aumento da frequência de células de memória efetora produtoras de IFN-γ e 

maior avidez das células T ativadas em animais submetidos à eletroporação. O uso da EP em 

imunizações feitas pela via intradérmica (i.d.) não foi capaz de melhorar a eficiência da 

vacina. Em conclusão, os resultados obtidos nesse trabalho consolidam o uso da EP como 

técnica potencializadora do efeito terapêutico induzido pela vacina pgDE7h administrada pela 

via i.m.  reforçando seu potencial de aplicação em futuros ensaios clínicos. 

 

Palavras-chave: Câncer Cervical. HPV. Vacinas de DNA. Eletroporação. 

 



ABSTRACT 

 

SALES, N. S. Effects of the in vivo electroporation in the induced immune response by 

DNA vaccines against induced tumors by HPV-16. 2015. 63 p. Masters thesis 

(Microbiology) – Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 

2015. 

Cervical cancer is the third leading cause of cancer death among women in the world and the 

fourth cause of cancer death in women in Brazil. It’s main etiological agent is human 

papilloma virus (HPV). More than 100 types of this virus have been identified and about 40 

of them infect anogenital mucosal tissues. Among them, they are classified as high or low risk 

viruses according to their oncogenic potential. Among the high-risk virus types, HPV-16 and 

HPV-18 are considered the main cause of cervical cancer, being responsible for around 85% 

of the cases. Efforts are being made in the search for immunotherapeutic strategies against 

HPV-induced tumors, since the prophylactic vaccines now commercialized, are not able to 

benefit already infected individuals or patients with established cancer. In this context, DNA 

vaccines have demonstrated good efficacy against these tumors in murine studies, and are 

considered safe, stable and capable of inducing specific immune response. However, these 

formulations have shown immunogenicity in humans, requiring the use of approaches that 

increase the efficacy of these vaccines, such as the use of adjuvants, codon optimization and 

the use of different plasmid delivery systems. The in vivo electroporation (EP) is a method for 

delivering DNA vaccines, consisting on the application of electric pulses that open transient 

pores in the cell membrane and facilitate DNA entry into the cell. This technique has been 

extensively studied for its ability to potentiate the effect of DNA vaccines. Our group has 

developed a DNA vaccine expressing the E7 protein of HPV-16 fused to glycoprotein D (gD) 

of herpes simplex virus type 1 (HSV-1) (pgDE7h). The use of EP for the delivery of 50 µg of 

the vaccine by the intramuscular route (im) increased the therapeutic effect in mice challenged 

with the TC-1 tumor cell line that expresses the HPV-16 E6 and E7 proteins, generating full 

anti-tumor protection. The vaccine combined to EP induced increased cell transfection by 

plasmid DNA and the migration of pro-inflammatory cells to the inoculation site. It was also 

observed an enhanced activation of CD8
+
 E7-specific cells, with greater cytotoxic ability and 

capacity of secreting IFN-γ, IL-2 and TNF-α simultaneously. It was also observed an 

increased frequency of CD8
+
 T cells with greater avidity and effector memory phenotype in 

animals subjected to the electroporation immunization system. The use of EP in 

immunizations through the intradermal (id) route was not able to improve the vaccine 

effectiveness. In conclusion, the present results consolidated the EP as a powerful technique 

to potentiate the therapeutic effect induced by the pgDE7h vaccine administered by 

intramuscular injection reinforcing its potential for use in future clinical trials.    

 

Keywords: Cervical Cancer. HPV. DNA vaccines. Electroporation. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O papiloma vírus humano (HPV) é um vírus não envelopado, com DNA circular dupla 

fita, e tropismo por epitélio escamoso. Seu genoma é composto de aproximadamente 8.000 

pares de bases. O vírus HPV possui dois genes de expressão tardia que codificam as proteínas 

do capsídeo viral, denominadas L1 e L2 (L, do inglês late). A proteína L1, sozinha ou 

associada à L2, forma partículas que se assemelham ao vírus, conhecidas como VLPs (do 

inglês Viral-Like Particles) (DE VILLIERS et al., 2004; KIRNBAUER et al., 1992). As VLPs 

mostraram-se altamente imunogênicas e induzem  resposta de anticorpos neutralizantes capaz 

de evitar infecções por vírus HPV em humanos (BROWN et al., 2001). Já as proteínas 

codificadas por genes de expressão precoce (E, do inglês early), desempenham funções 

importantes na regulação do ciclo viral (VILLA, 2006). Especificamente, as proteínas E6 e E7 

interagem com diversas proteínas celulares, contribuindo para o processo de malignização 

celular. Entre outras ações já descritas, a proteína E7 interage com pRb liberando o fator de 

transcrição E2F, e a proteína E6 promove a degradação de p53, promovendo proliferação 

celular e bloqueio de apoptose, respectivamente (WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 1990). 

As oncoproteínas virais E6 e E7 são constitutivamente expressas em células de carcinoma 

cervical, e estão relacionadas à transformação celular e manutenção deste estado. Por essas, 

proteínas representam alvos potenciais para o desenvolvimento de formulações vacinais 

contra tumores relacionados ao HPV (FRAZER, 2004).  

O câncer cervical é o terceiro tumor mais frequente em mulheres e a quarta causa de 

mortes por cancer em mulheres no Brasil. Segundo dados divulgados pelo Instituto Nacional 

do Câncer (INCA, 2015), em 2013, foram relatados 15.590 novos casos deste tipo de câncer 

no Brasil e 5.430 óbitos. Todos os casos de câncer de colo de útero estão associados a 

infecções persistentes pelo vírus do papiloma humano com potencial oncogênico (PARKIN et 

al., 2005). Em diferentes frequências, o vírus HPV também está associado a outros tipos de 

câncer como de cabeça e pescoço, pênis, vagina, vulva e ânus  bn (MUÑOZ et al., 2006). 

Mais de 100 tipos de HPV foram identificados e cerca de 40 infectam a mucosa anogenital 

(de VILLIERS et al., 2004), sendo classificados em tipos virais de baixo ou alto risco, devido 

à sua propensão ao desenvolvimento de câncer. Dentre os tipos que fazem parte do grupo de 

baixo risco, destacam-se como mais frequentes o HPV-6 e HPV-11, associados à formação de 

verrugas genitais benignas. Já os vírus HPV-16 e HPV-18 pertencem ao grupo considerado de 

alto risco e são considerados os principais agentes causadores do câncer cervical (BOSCH et 
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al., 2002), causando conjuntamente mais de 80% dos casos deste tipo de câncer, sendo o 

HPV-16 o responsável por  pelo menos 50% dos casos (WALBOOMERS et al., 1999). 

O tratamento de tumores induzidos por HPV atualmente disponíveis envolvem 

cirurgia, radioterapia e quimioterapia, correspondendo a intervenções invasivas, agressivas e 

que não agem especificamente sobre as células tumorais. Apesar de muito terem contribuído 

para salvar vidas, esses tratamentos induzem efeitos adversos graves e não apresentam boa 

eficácia no controle de tumores em estágios avançados (KENTER et al., 2009), evidenciando 

a necessidade do desenvolvimento de estratégias vacinais que impeçam o estabelecimento de 

infecções por vírus HPV ou que busquem conter lesões ou tumores induzidos por esse vírus. 

Visando evitar a infecção viral, e consequentemente a ocorrência do câncer em longo 

prazo, foram desenvolvidas vacinas preventivas baseadas em VLPs que se encontram 

disponíveis para comercialização. Essas vacinas são compostas pela proteína L1 do capsídeo 

viral e induzem a produção de anticorpos neutralizantes, conferindo proteção contra a 

infecção pelos tipos virais cobertos pela vacina. A vacina Gardasil (Merck & CO. Witehouse 

Station, NJ, USA) contém VLPs dos tipos virais HPV-6, 11, 16 e 18 e a Cervarix produzida 

pela GlaxoSmithKline (GSK, Filadélfia, PA, Estados Unidos) dos HPV-16 e 18. Entretanto, 

as vacinas profiláticas não protegem indivíduos com infecções já estabelecidas, uma vez que 

as proteínas do capsídeo não são expressas pelas células tumorais (FRAZER, 2004). Além 

disso, essas vacinas apresentam custo elevado, impedindo sua distribuição em larga escala, o 

que seria necessário para que o número de casos de câncer de colo de útero seja de fato 

reduzido (LIN et al., 2010).  

Por outro lado, as vacinas terapêuticas visam induzir resposta celular citotóxica 

específica contra células alvo que expressam as oncoproteínas E6 e E7, necessárias para a 

malignização celular e também para a manutenção do estado transformado (FRAZER, 2004; 

LIN et al., 2010), possibilitando a eliminação de lesões já existentes (WU, 2007). Entre as 

vacinas terapêuticas, as formulações vacinais que empregam DNA plasmidial representam 

uma estratégia em potencial na indução de resposta imune antígeno-específica (DONNELLY; 

WAHREN; LIU, 2005). Essa abordagem vacinal apresenta várias vantagens em relação às 

vacinas tradicionais baseadas em vetores vivos, pois são seguras, estáveis, de fácil fabricação 

em larga escala e apresentam capacidade de induzir resposta celular (TRIMBLE et al., 2003).  

Em relação às vacinas de DNA contra tumores induzidos por HPV, plasmídeos 

codificando as oncoproteínas de HPV apresentam baixa imunogenicidade, exigindo o 

desenvolvimento de abordagens capazes de intensificar a ativação de células T CD8
+ 

antígeno-específicas como: fusão a genes carreadores, otimização de códons, administração 
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de adjuvantes e a busca de métodos de entrega mais eficientes capazes de transfectar um 

maior número de células ou direcionar o DNA plasmidial para um sítio com maior presença 

de APCs (KUTZLER; WEINER, 2008; TRIMBLE et al., 2003). A utilização de abordagens 

como as acima mencionadas permitiu a detecção de indução de resposta de células T CD8
+
 

específicas contra epítopos de E6 e E7 e tornaram as vacinas capazes de conferir algum grau 

de proteção terapêutica a desafios com células tumorais transformadas com as proteínas E6 e 

E7 do HPV-16 (CHEN et al., 2000). 

Considerando vacinas avaliadas em ensaios clínicos contra tumores associados ao 

HPV, algumas estratégias baseadas em vacinas de DNA foram testadas recentemente. Entre 

essas formulações está uma estratégia que codifica a proteína híbrida empregando a fusão de 

E7 à proteína HSP70 de Mycobacterium tuberculosis (que promove a ativação de células 

dendríticas), sendo observada resposta imune em 8 dos 15 pacientes com CIN2/3, e regressão 

de lesões em 3 de 9 pacientes (TRIMBLE et al., 2009). Outro trabalho demonstrou resultados 

promissores com uma vacina de DNA codificando as proteínas E6/E7 utilizando o método de 

EP para a entrega do DNA, induzindo um aumento da resposta citotóxica de linfócitos T 

CD8
+
 produtores de IFN-γ em 14 dos 18 pacientes (BAGARAZZI et al., 2012).  Como as 

lesões foram removidas cirurgicamente antes da vacinação, não foi possível avaliar a 

regressão histológica após imunização com essa formulação vacinal. A vacina de DNA que 

está em estágio mais avançado de desenvolvimento, é a GX-188, que foi testada em 9 

pacientes com lesões CIN3. Essa abordagem foi desenvolvida, visando facilitar a 

apresentação e processamento dos antígenos E6/E7 por células dendríticas, pela co-expressão 

do ligante denominado de Fms-like tyrosine kinase-3 (Flt3L) e utiliza a EP como método de 

entrega. Em 8 dos 9 pacientes, observou-se o aumento de resposta de linfócitos T CD8
+
 e 

atividade citolítica, além de secreção de citocinas, e  regressão completa das lesões em sete 

pacientes (KIM et al., 2014). 

No Laboratório de Desenvolvimento de Vacinas (LDV) foi desenvolvida uma 

formulação vacinal terapêutica contra tumores induzidos por HPV baseada na expressão de 

E7 de HPV-16 fusionada à glicoproteína D (gD) do HSV-1 (LASARO et al., 2005). Nessa 

construção vacinal, a proteína gD confere um potencial adjuvante relacionado à sua 

capacidade de interação com receptor HVEM (do inglês Herpes Vírus Entry Mediator) que 

promove ativação de células do sistema imunológico de modo direto pela produção de NF-kB 

(SCIORTINO et al., 2008) ou, indiretamente, pelo bloqueio da ligação de BTLA e CD160 a 

este receptor que resultaria em sinais co-inibidores (STEINBERG; CHEUNG; WARE, 2011). 

Em modelo murino, esta vacina mostrou-se capaz de ativar células T CD8
+
 E7-específicas e 
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gerar proteção antitumoral terapêutica em 40% dos camundongos tratados após implante da 

linhagem tumoral TC-1 capaz de expressar as proteínas E6 e E7 do HPV-16. A formulação 

foi aprimorada pela co-administração de plasmídeos que codificam citocinas, pela imunização 

i.d. utilizando o gene gun ou por otimização dos códons que codificam a proteína, resultando 

em todos os casos em um aumento expressivo do efeito terapêutico antitumoral (DINIZ et al., 

2010, DINIZ; FERREIRA, 2011 e dados não publicados). Os resultados recentemente obtidos 

pelo grupo, refletem o grande potencial da vacina terapêutica em desenvolvimento. 

Entretanto, dispor de um método de administração que aumente a imunogenicidade da vacina 

pode ser determinante para o sucesso da mesma em um futuro ensaio clínico.  

A técnica de eletroporação (EP) in vivo emprega a utilização de pulsos elétricos que 

formam poros transientes na membrana celular e promovem deslocamento de DNA, 

facilitando a entrada do plasmídeo na célula. Essa técnica promove maior eficiência de 

transfecção e, consequentemente, aumento da quantidade de antígeno produzido (AIHARA et 

al., 1998; BEST et al., 2009; LIU et al., 2008; MIR et al., 1999). Além disso, a EP promove o 

recrutamento de células pró-inflamatórias e indução de secreção de citocinas e quimiocinas, 

gerando um ambiente inflamatório no sítio da inoculação, o que pode estar diretamente 

relacionado ao aumento da imunogenicidade desencadeado por este método de entrega 

(BABIUK  et al., 2002 ; KALAT et al., 2002; SHIROTA et al., 2007). 

Alguns trabalhos comparativos utilizando vacinas de DNA demonstraram um aumento 

de eficiência de 10 a 100 vezes em imunizações realizadas pelas vias i.m. ou i.d. quando 

associadas à EP in vivo (NYSTROÖM et al., 2010). Esses estudos e a demonstração da boa 

tolerabilidade da técnica em ensaios clínicos têm promovido um crescente interesse neste 

método para a entrega de vacinas de DNA e outros fármacos, como quimioterápicos 

(MÖLLER et al., 2009). Visando aumentar a eficiência da estratégia vacinal desenvolvida 

pelo grupo, o  presente trabalho, portanto, propôs avaliar os efeitos da EP in vivo nas respostas 

imunológicas induzidas pela vacina de DNA desenvolvida no LDV, voltada ao controle de 

tumores induzidos por HPV-16. 
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2 OBJETIVOS 

 

O presente trabalho teve como objetivo central avaliar os efeitos da EP in vivo na 

resposta imunológica induzida por uma vacina de DNA contra tumores induzidos por HPV, 

que codifica a proteína E7 do HPV-16 geneticamente fusionada à gD de HSV-1, denominada 

pgDE7h. Especificamente, o projeto apresentou como metas principais os seguintes pontos:  

 

 Comparação da eficiência de transfecção in vivo de células utilizando a eletroporação, 

pela administração de plasmídeo que codifica a enzima luciferase.  

 Avaliação dos efeitos gerados na resposta de células T CD8
+
 E7-específica e na 

proteção terapêutica antitumoral frente ao modelo de células TC-1 com a vacina 

pgDE7h após administração i.m. seguida ou não da EP in vivo.  

 Análise do uso de eletrodos para imunização intradérmica (i.d.) utilizando a EP in vivo 

para a entrega da vacina pgDE7h buscando avaliar os efeitos na indução de células T 

CD8
+
 E7-específica e resposta antitumoral induzidos.  

 Avaliação do perfil de células que migram para o sítio de inoculação da vacina após 

utilização da EP in vivo pelas vias i.m. e i.d. e determinação da potencialização do 

efeito da vacina de DNA. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 VETORES 

 

A vacina pgDE7h foi desenvolvida no LDV, e consiste na fusão genética da proteína 

E7 do HPV-16, após o aminoácido 244 da glicoproteína D do vírus HSV-1. A sequência do 

gene que codifica a proteína gDE7 foi adaptada para a utilização de códons humanos (DINIZ 

et al., 2013). A otimização foi realizada seguindo os algoritmos de Sistema de Otimização 

Optimum Gene (GenScript, Piscataway Township, NJ., EUA). Foram alterados os 

aminoácidos 24 e 26, na sequência do gene E7 do HPV-16, para eliminar qualquer ligação da 

proteína E7 a pRb. O gene foi clonado em regiões específicas que tem restrição para as 

enzimas PstI e BglII no terminal N’ e C’, respectivamente, para subsequente clonagem num 

vector pUMVC3 (Aldevron, Fargo, ND., EUA), que contém um promotor de CMV e um gene 

de resistência à canamicina.  

O plasmídeo que expressa a proteína luciferase (pLuc) foi construído após clonagem 

do gene sintético da luciferase (luc2) – extraído do vetor pGL4 (Promega, Madison, WI, 

EUA) – nos sítios de BamHI e XbaI do plasmídeo pcDNA3.0 (Invitrogen, Waltham, MA 

EUA). Este possui gene que codifica resistência a ampicilina/neomicina e promotor de CMV. 

A linhagem de E. coli utilizada para a propagação dos plasmídeos pgDE7h e pLuc foi 

a DH5α. Para todos os ensaios realizados a linhagem bacteriana foi cultivada em meio Luria 

Broth (LB) (1% triptona, 0.5% extrato de levedura, 171 mM NaCl, pH 7.0) por um período de 

aproximadamente 18 h a 37 °C sob agitação intensa (200 rpm) em agitador orbital. As 

linhagens recombinantes com pgDE7h ou pLuc foram rotineiramente cultivadas em meio LB 

suplementado com canamicina (50 μg/mL) ou ampicilina (100 μg/mL), respectivamente. A 

extração e purificação foram realizadas através de kits de purificação (Qiagen, Hilden, NRV, 

Alemanha), seguindo instruções do fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas em 

espectrofotômetro a 260 nm e confirmadas por inspeção visual em gel de agarose 0,8%. 

 

3.2 ENSAIOS DE DESAFIO COM AS CÉLULAS TC-1 

  

Os camundongos submetidos ao protocolo vacinal terapêutico foram desafiados com a 

linhagem tumoral TC-1. Essa linhagem celular é derivada do epitélio pulmonar de 

camundongos C57BL/6, e transformada com v-Has-ras e os genes E6 e E7 do HPV-16 (LIN 
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et al, 1996). As células foram lavadas duas vezes com PBS pH 7.4 e, em seguida, tratadas 

com Tripsina EDTA (CultLab, Campinas, SP, BR). Em seguida, foram ressuspensas em meio 

RPMI (GIBCO, Waltham, MA EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (Vitrocell, 

Campinas, SP, BR) para inativação da tripsina. As células foram lavadas duas vezes, 

ressuspensas em meio RPMI sem soro fetal bovino e inoculado a uma concentração de 7,5 x 

10
4
 células TC-1/animal no flanco inferior direito pela via subcutânea (s.c.). 

 

3.3 PROTOCOLO DE IMUNIZAÇÃO 

 

 Os experimentos de imunização foram realizados com grupos de 5-10 camundongos 

fêmeas ou machos C57BL/6, com idade entre 6 a 8 semanas adquiridos do Biotério de 

Camundongos Isogênicos do Departamento de Parasitologia da Universidade de São Paulo e 

manuseados de acordo com as normas estabelecidas pela Comissão de ética do Instituto de 

Ciências Biomédicas da USP.  

 Os ensaios terapêuticos realizados na primeira etapa do trabalho envolveram a 

administração da vacina pelas vias i.m. ou i.d.. Para a via i.m., foram utilizadas as doses de 

10, 25 ou 50 μg combinadas (IMEP) ou não (IM) à eletroporação, e para a via i.d. foi 

empregada a dose de 50 μg apenas (ID), ou combinada a EP (IDEP). Todas as formulações 

vacinais foram veiculadas em PBS 1X. Para a via i.m., o volume final foi de 50 μl inoculados 

no músculo tibial anterior, e para a via i.d., o volume final foi de 20 μl inoculados no pavilhão 

auditivo dos camundongos.  

As imunizações foram realizadas em regime de dose única três dias após o desafio 

tumoral, e as análises de amostras de PBMCs e esplenócitos foram realizadas 14 dias após a 

imunização. Os tumores foram monitorados durante um período de 60 dias (Figura 1). Para os 

ensaios de desafio temporal, as imunizações foram realizadas após 7 ou 10 dias do desafio. Os 

animais que receberam eletroporação (EP) foram previamente anestesiados pela via 

intraperitoneal com uma mistura de ketamina (75 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg). Na segunda 

etapa do trabalho, as imunizações foram realizadas apenas pela via i.m., conforme descrito 

acima. 
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Figura 1: Esquema do protocolo de imunização terapêutico, análise de resposta e acompanhamento da proteção 

antitumoral. 

 

3.4 ANÁLISE DO INFLUXO CELULAR PARA O SÍTIO DE INOCULAÇÃO DA 

VACINA  

 

Para os ensaios de análise de infiltrado celular no sítio de imunização, os animais 

foram divididos em cinco grupos experimentais, tanto para a via i.m., como i.d.: grupo 

inoculado com solução salina (PBS); grupo que não recebeu nenhuma inoculação (Naive); 

grupo que recebeu apenas os pulsos elétricos (EP); imunização i.m. ou i.d. (ID) do plasmídeo 

pgDE7h (IM); imunização i.m. ou i.d. seguida de EP (IMEP) ou (IDEP). 

Os grupos imunizados receberam a dose de 50 µg de pgDE7h, e as amostra de pele ou 

músculo foram coletadas após 48 de inoculação da vacina. As amostras foram maceradas, e 

tratadas com colagenase D (Sigma-Aldrich C., St. Louis, EUA) na concentração de 1 mg/ml 

por amostra, por 1 h. Após esse tratamento, as amostras foram lavadas duas vezes com PBS 

1X (pH 7.4) e filtradas com o auxílio de um filtro de 70nm (“Cell strainer”) (BD Biosciences, 

East Rutherford, NJ., EUA). As amostras foram incubadas com o tampão PBS, com 50 μl de 

uma diluição 1:100 de anticorpo monoclonal anti-NK1.1, anti-CD19, anti-CD11c ou a 

diluição 1:200 de anticorpo monoclonal anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11b, anti-Gr1 ou anti-

F4/80 conjugados a diferentes fluorocromos (BD Bioscience) por 30 min a 4 ºC. Após as 

lavagens, as células foram ressuspensas em PBS, e avaliadas em citômetro de fluxo. 

 

3.5 ADMINISTRAÇÃO DA EP IN VIVO 

 

Para a realização da EP pela via i.m., utilizamos o eletrodo CUY560-5-0.5 (Figura 

2B), que consiste em um par de agulhas fixas paralelas com espaço de 5 mm entre elas e 0,5 

mm de diâmetro. O eletrodo foi inserido no músculo tibial anterior logo após a inoculação da 

vacina. Foram aplicados 2 pulsos elétricos de 130 V cada, com duração de 450 ms (pulsos que 

forma poros na membrana celular), e 4 pulsos de 70 V cada, com duração de 450 ms (pulsos 

de transferência). Para a EP pela via i.d., foi utilizado o eletrodo CUY650P10 (Figura 2C), 

que consiste em um par de pinças revestidas com platina com espaço variável e 10 mm de 
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diâmetro. A pinça foi levemente pressionada sobre o pavilhão auditivo do animal logo após a 

inoculação da vacina. Foram aplicados 2 pulsos elétricos de 45 V cada, com intervalo de 

duração  de 450 ms, (pulsos que forma poros na membrana celular), e 4 pulsos de 20 V cada, 

com duração de 450 ms (pulsos de trasferência) Os pulsos elétricos foram entregues 

utilizando o equipamento NEPA21 SuperEletroporador (NepaGeneCo., Ltd.; Chiba, Japão) 

(Figura 2A). 

A                                                             B 

        

 

 

 

 

C 

 

 

 

 

 

Figura 2: Fotos representativas do equipamento NEPA21 SuperEletroporador (NepaGeneCo., Ltd.; Chiba, 

Japão). (A), e os eletrodos  utilizados pela via i.d., CUY650P10 (B) e pela via i.m., CUY560-5-0.5(C).  

 

3.6 DETECÇÃO DA EXRESSÃO DO GENE REPÓRTER (LUC2) EM CAMUNDONGOS 

APÓS TRANSFECÇÃO POR EP 

 

Para detecção da atividade da luciferase in vivo, foram utilizados três 

camundongos/grupo C57BL/6, fêmeas, de 6-8 semanas. Os animais foram inoculados com 

plasmídeo pLuc pelas vias i.m. oui.d. com ou sem eletroporação. O grupo controle recebeu 

apenas PBS 1X (pH 7.4). Os resultados de bioluminescência foram obtidos após inoculação 

de 200 µl de luciferina (Promega, EUA), por via intraperitoneal, na concentração de 150 

mg/kg de peso corpóreo, e visualização no equipamento IVIS® Spectrum (Caliper, Stoke 

Rochford, Inglaterra) 48 h ou 7 dias após a transfecção.  As imagens de bioluminescência 

foram exibidas no modo “fótons” e analisadas posteriormente no próprio equipamento para 

obtenção dos valores de fluxo total (p/s), que se refere ao número de fótons por segundo. 

 

3.7 MARCAÇÃO INTRACELULAR DE CITOCINAS  
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A marcação intracelular de citocinas intracelulares foi realizada utilizando amostras de 

células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ou esplenócitos, tratados com tampão de 

lise de hemácias ACK (BioSourceInternational, Waltham, MA EUA). Em seguida, as 

amostras foram centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos e ressuspensas em meio RPMI. As 

células foram cultivadas a uma concentração aproximada de 10
6
 células/poço por 6 h a 37 ºC 

em placa de fundo côncavo em 200 μl de meio RPMI completo e Brefeldin A (GolgiPlug; BD 

Bioscience, EUA) a uma concentração de 10 μg/mL e IL-2 (5 ng/mL) na presença ou não do 

peptídeo E7 específico para linfócitos T CD8
+
 (E7 49-57: RAHYNIVTF). Após as lavagens, 

as células foram incubadas com 50 μl de uma solução diluída 1:100 do anticorpo monoclonal 

anti-CD8
+
 por 30 min a 4 ºC. As células foram lavadas com PBS 2% SFB e fixadas com 

tampão contendo paraformaldeído a 4%. Em seguida, as células foram permeabilizadas com 

tampão contendo saponina a 0,5% e incubadas no mesmo tampão com 50 μl de uma solução 

diluída 1:100 de anticorpo monoclonal anti-IFN-γ, anti-TNFα ou anti-IL-2  conjugados a 

diferentes fluorocromos (BD Bioscience) por 30 min a 4 ºC. Após as lavagens, as células 

foram ressuspendidas em PBS 2% SFB e avaliadas em citômetro de fluxo. 

Para os ensaios de avidez, diluições seriadas do peptídeo E7 foram usadas como 

estímulo variando a concentração entre 0,001 e 3 µg/mL.  Em alguns experimentos, anti-

CD107a conjugado a fluoróforo e 10 μg/ml de monensina (GolgiStop; BD Biosciences) foram 

adicionados durante o estímulo in vitro. Para os ensaios de fenotipagem de memória, 

juntamente com a marcação de CD8 de superfície foram utilizados anticorpos anti-CD62L e 

anti-CD44. Os tampões e anticorpos foram comprados da BD Biosciences. As amostras foram 

examinadas por citometria de fluxo, usando o FACS LSRFortessa (BD Biosciences, San Jose, 

CA, USA), e os dados foram analisados através do software FlowJo  (TreeStar, OR, USA). 

 

3.8 CITOTOXICIDADE IN VIVO 

 

O ensaio de citotoxicidade in vivo foi realizado para verificar a presença de células T 

CD8
+
 citotóxicas específicas para o peptídeo E7 (RAHYNIVTF) em animais imunizados, de 

acordo com metodologia descrita por Barber, Wherry e Ahmed (2003). Quatorze dias após as 

imunizações, um grupo de animais não imunizados foi submetido à eutanásia e seus baços 

coletados para obtenção de esplenócitos, conforme descrito anteriormente (item 3.7) e as 

células foram incubadas com CFSE (carboxyfluorescin succinimidyl ester) (Invitrogen) a 0,5 

μM ou 5 μM , em PBS por 15 min a 37 ºC. Após a incubação, as células foram lavadas e 
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ressuspendidas em meio RPMI acrescido de 2% de SFB (RPMI 2%). Ao tubo contendo a 

população de células marcadas com 5 μM de CFSE, foram adicionados 2,5 μg/mL do 

peptídeo E7 e incubado por 40 min a 37 ºC. Após esse período, as células foram lavadas com 

meio RPMI 2% para a remoção do peptídeo não ligado e, em seguida, contadas. Quantidades 

iguais das duas populações de células marcadas foram misturadas e centrifugadas a 1.500 

rpm. O sedimento de células foi ressuspendido em RPMI de modo a conter 2-4x 10
7
 

células/100 μL e injetado nos animais imunizados pela via do plexo retro-orbital. No dia 

seguinte, todos os animais foram submetidos à eutanásia e os esplenócitos obtidos como 

descritos no item 3.7. As células foram lavadas 3vezes com PBS contendo soro fetal bovino a 

2% (PBS 2%), ressuspendidas em 400 μL de PBS 2% e examinadas por citometria de fluxo. 

Os dados foram analisados para a determinação das porcentagens de células marcadas com 

0,5 μM ou 5 μM de CFSE pelo programa FlowJo (TreeStar, OR, USA). 

 

3.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 

 

As análises estatísticas foram realizadas através dos testes T, ou ANOVA seguidos de 

testes de comparação de Bonferroni, Tukey ou Dunnett. Os valores de p < 0,05 foram 

considerados como indicativos de relevância estatística. A análise estatística do gráfico de 

sobrevivência foi realizada através do teste Long Rank (Mantel Cox). 
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4 RESULTADOS 

 

4.1 COMPARAÇÃO DOS EFEITOS DA EP IN VIVO PARA ENTREGA DE DNA 

PLAMIDIAL PELAS VIAS INTRAMUSCULAR E INTRADÉRMICA 

 

4.1.1 Análise e quantificação da transfecção in vivo da atividade de luciferase após inoculação 

pelas vias i.m. e i.d. 

 

Primeiramente, o presente trabalho buscou avaliar a eficiência de transfecção in vivo 

de um plasmídeo que codifica a enzima luciferase (denominado pLuc) após a utilização da 

técnica de eletroporação. Para isso, camundongos C57BL/6 fêmeas receberam uma dose de 

50 μg de pelas vias i.m. (IM), i.m. associada à EP (IMEP), i.d. (ID), i.d. associada à EP 

(IDEP) ou apenas PBS. Os resultados de bioluminescência foram obtidos 48 h ou 7 dias após 

a inoculação do plasmídeo. A atividade de luciferase foi quantificada por imagens de 

bioluminescência obtidas 7 a 10 min após a inoculação de luciferina e posteriormente 

quantificados em relação ao fluxo total de fótons emitidos (p/s) durante a reação de 

luminescência. (Figura 3).  

Em relação à imunização pela via i.d., nos grupos ID e IDEP, apesar de dois dos três 

animais apresentarem emissão de luminescência (Figura 3A), não houve diferença estatística 

entre o grupo inoculado com e sem EP tanto no período de 2 dias como de 7 dias após a 

administração do pLuc (Figura 3B-C), sugerindo que a EP neste caso, não aumenta os níveis 

de transfecção do DNA. Por outro lado, a imunização pela via i.m. utilizando EP (IMEP) 

promoveu um aumento significativo da luminescência em relação ao grupo inoculado apenas 

com o plasmídeo (IM) em ambos os períodos avaliados, demonstrando capacidade de 

transfecção in vivo superior a todos os grupos de imunização (Figura 3).   
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Figura 3: EP in vivo aumenta a expressão de luciferase pelas diferentes vias de imunização. Camundongos 

fêmeas C57BL/6 (n=3) foram vacinados com 50 μg/camundongo de pLuc, pela via i.m. (IM) ou i.d. (ID), 

combinadas à EP (IMEP ou IDEP), e o grupo controle recebeu apenas PBS. (A) A intensidade de 

bioluminescência foi obtida 48 h ou 7 dias após a inoculação do plasmídeo pLuc e as imagens representam a 

atividade de luciferase em camundongos 7 a 10 min após a inoculação de luciferina. Quantificação do fluxo total 

de fótons (p/s) durante a reação de luminescência, 48 h (B) e 7 dias (C), após a inoculação de pLUC * P< 0.05; 

** P< 0.01. 

 

4.1.2 Análise da indução de efeito terapêutico antitumoral e da ativação de células T CD8
+
 

pela imunização com o plasmídeo vacinal pgDE7h pelas vias i.m. e i.d. associadas à EP 

 

Com o objetivo de avaliar o efeito da EP na indução da resposta antitumoral 

promovida pela vacina de DNA  pgDE7h, camundongos C57BL/6 foram inoculados pela via 

s.c. com 7.5x10
4 

células da linhagem tumoral TC-1 e após 3 dias imunizados em regime de 

dose única pela via i.m. com 50 µg (IM), ou pela via i.m. seguida da eletroporação (IMEP), 

com 10, 25 ou 50 µg do plasmídeo. O grupo controle recebeu apenas PBS pela mesma via 

sem eletroporação. A figura 4A apresenta a porcentagem de animais livres de tumores ao 

longo de 60 dias para os grupos mencionados acima. Como pode ser observada, a dose de 50 

µg da vacina de DNA (sem eletroporação) foi capaz de promover proteção antitumoral de 

20% dos animais imunizados. No entanto, a associação da EP aos grupos que receberam 

doses de 10 e 25 µg de pgDE7h levou à  proteção antitumoral em 20% e 60% dos animais, 

respectivamente. Além disso, observamos que o uso da EP foi capaz de potencializar os 
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efeitos terapêuticos observados em animais vacinados com 50 µg, levando a 100% de 

proteção antitumoral por pelo menos 60 dias, apresentando diferença estatística em relação 

aos grupos imunizados com 50 µg da vacina e ao grupo controle PBS (Figura 4A). 

Após observar a potencialização da proteção antitumoral com o uso da eletroporação, 

avaliou-se o envolvimento dos linfócitos T CD8
+ 

na resposta antitumoral induzida pela vacina 

pgDE7h, associada ou não à eletroporação. Amostras de sangue foram obtidas 14 dias após a 

imunização e utilizadas para a marcação intracelular (ICS) de IFN-γ por linfócitos T CD8
+
E7

+
 

como indicativo de ativação dessas células. A figura 4B mostra a porcentagem de linfócitos T 

CD8
+
IFN-γ

+ 
E7-específicos em relação ao total de células T CD8

+
. De modo similar ao efeito 

observado na proteção antitumoral (Figura 4A), os resultados mostram que o uso da EP em 

animais imunizados com 50 μg levou ao aumento significativo da porcentagem de linfócitos T 

CD8
+
 produtores de IFN-γ em relação ao grupo vacinado com 50 μg pela inoculação i.m. 

convencional, alcançando níveis próximos a 6%. Além disso, vale ressaltar que os grupos 

imunizados com as doses menores (10 e 25 μg) apresentaram níveis de T CD8
+
IFN-γ

+ 
E7-

específicos ainda maiores que o grupo que recebeu 50 μg de pgDE7h  o qual foi mostrou-se 

estatisticamente semelhante ao grupo PBS.  
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Figura 4: A associação da EP à vacina pgDE7h pela via i.m. promove o aumento dos níveis de proteção 

antitumoral terapêutica e da ativação de linfócitos T CD8
+
 E7-específicos. Camundongos C57BL/6 fêmeas 

foram inoculados com 7,5x10
4
 células/ animal da linhagem tumoral TC-1 pela via s.c. e 3 dias após o desafio 

foram imunizados com 50 µg do plasmídeo pgDE7h pela via i.m. (IM) ou  com 10,  25 ou 50 µg da vacina pela 

via i.m. seguida de EP (IMEP). (A) Porcentagem de animais livres de tumores durante o acompanhamento da 

proteção antitumoral durante 60 dias após o desafio. * P< 0.05, teste Mantel Cox, * 50 µg EP vs 50 µg; ** 50µg 

vs PBS(B) Porcentagem de células T CD8
+
 produtoras de IFN-γ em amostras de sangue coletadas 14 dias após a 

imunização. As células foram estimuladas com o peptídeo E7
(49-57)

 e os valores apresentados resultam da 

diferença em relação à expressão de IFN-γ por células não estimuladas, * P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0,001. 
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Apesar de não se observar aumento significativo da expressão de luciferase em 

animais inoculados pela via i.d. com pLuc, esta mesma via foi testada com o plasmídeo 

vacinal com o intuito de se avaliar  avaliar a proteção antitumoral terapêutica e a indução de 

células T CD8
+
 E7-específicas produtoras de IFN-γ promovida pela associação à 

eletroporação. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 7,5x10
4
 células da linhagem 

tumoral TC-1 e, após 3 dias, imunizados com 50 µg do plasmídeo pgDE7h pela via i.d. (ID) 

ou combinado à EP (IDEP). O grupo controle recebeu apenas PBS. A figura 5A apresenta o 

percentual de animais livres de tumores, e permite observar que, apesar de um discreto 

aumento da proteção antitumoral do grupo IDEP em relação ao grupo ID, não foi observada 

diferença estatística entre os grupos, apresentando proteção antitumoral correspondente a 0 e 

10% de animais livres de tumores, respectivamente. A resposta de células T CD8
+
 também foi 

avaliada para os mesmos grupos em amostras de sangue coletadas 14 dias após a imunização, 

e analisada por citometria de fluxo (Figura 5B). Não foi observada diferença estatística entre 

os grupos ID e IDEP e nem em relação ao grupo PBS, apresentando níveis reduzidos de 

ativação de linfócitos T CD8
+
 IFN-γ

+ 
E7-específicos em relação aos obtidos com a vacinação 

pela via i.m. (Figura 4B). 
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Figura 5: A imunização com a vacina pgDE7h pela via i.d. associada ou não à EP promove baixos 

níveis de proteção antitumoral terapêutica e de ativação de linfócitos T CD8
+
 E7-específicos 

produtores de IFN-γ. Camundongos C57BL/6 fêmeas foram inoculados com 7,5x10
4
 células/animal 

da linhagem TC-1 pela via subcutânea e 3 dias após o desafio imunizados pela via i.d.  com 50 µg  do 

plasmídeo pgDE7h de forma convencional (ID) ou seguido de EP (IDEP). O grupo controle recebeu 

PBS após o desafio. (A) Porcentagem de animais livres de tumores durante o acompanhamento da 

proteção antitumoral durante 60 dias após o desafio. * P< 0.05, teste Mantel Cox. (B) Porcentagem de 

células T CD8
+
 produtoras de IFN-γ em amostras de sangue coletadas 14 dias após a imunização. As 

células foram estimuladas com o peptídeo E7
(49-57)

 e os valores apresentados resultam da diferença em 

relação à expressão de IFN-γ por células não estimuladas. Não foi observada diferença estatística entre 

os grupos imunizados (ns). * P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0,001 
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4.1.3 Efeitos da EP no recrutamento de células para o sítio de inoculação da vacina pgDE7h 

pelas vias i.m. e i.d. 

 

Após observação do efeito terapêutico da vacina pgDE7h associada à EP pelas duas 

vias de administração, o próximo passo foi avaliar  o perfil de migração celular no sítio de 

imunização. Para tal, camundongos C57BL/6 foram inoculados com 50 µg da vacina pgDE7h 

pelas vias i.m. (IM) ou i.d. (ID) ou associada à EP (IMEP ou IDEP, respectivamente) e 

utilizamos como grupos controle animais inoculados com apenas o veículo vacinal (PBS), 

submetidos a pulsos elétricos (EP), ou animais sem manipulação (Naive). Em função da via 

de inoculação, amostras de pele ou músculo foram coletadas 48 h após à vacinação, 

processadas e incubadas com colagenase. Para monitorar as células recrutadas para o local da 

imunização, foram realizadas marcações de superfície para posterior análise por citometria de 

fluxo para avaliação da expressão das moléculas: CD8, CD4, CD19, CD11b/Gr1, CD11c, 

F4/80 e NK1.1.  

Os resultados correspondentes à infiltração celular no músculo após a imunização por 

essas vias estão apresentados na figura 6. Células CD4
+ 

e F4/80
+ 

(Figura 6B e F) apresentaram 

níveis aumentados em relação ao grupo naïve em animais submetidos à eletroporação, 

associada ou não ao plasmídeo vacinal. Já em relação às células CD19
+ 

e CD11b
+
Gr1

+
 (Figura 

6C e D) apesar de se verificar a presença destas populações no músculo dos animais 

vacinados, não foi observado um aumento significativo das mesmas em comparação ao grupo 

naïve, sugerindo que tais células não estão envolvidas diretamente com o efeito terapêutico, 

mostrado anteriormente,  para os grupos de vacinação. Em contrapartida, níveis aumentados 

de células CD8
+
, CD11c

+ 
e NK1.1

+
 (Figura 6A, E, G) foram observados nos grupos 

submetidos à EP (EP e IMEP), com diferença estatística apenas para o grupo que recebeu a 

vacina (IMEP) em relação ao grupo controle Naïve. De um modo geral, a EP associada à 

vacina pgDE7h pela via i.m. induziu um aumento do influxo de células CD8
+
, CD4

+
, CD11c

+
, 

F4/80
+ 

e
 
 NK1.1

+
, no local da imunização. Pela via i.d., no entanto, não foi possível observar 

aumento em nenhuma das frequências de células avaliadas, CD8
+
, CD4

+
, CD19

+
, 

CD11b/Gr1
+
, CD11c

+
, NK1.1

+
 e F4/80

+ 
(Figura 7) na pele dos animais submetidos às mesmas 

condições estabelecidas para a via i.m..    
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Figura 6: EP associada à imunização com o plasmídeo vacinal pgDE7h promove recrutamento de células 

do sistema imune para o sítio de inoculação pela via i.m. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 50 

µg da vacina pgDE7h pela via i.m. (IM) apenas ou associada à EP (IMEP). Grupos controles receberam apenas 

PBS, ou pulsos elétricos (EP), ou não foram inoculados (Naive). Porcentagem de células positivas para a 

expressão das moléculas (A) CD8, (B) CD4, (C) CD19, (D) CD11b/Gr1, (E) CD11c, (F) F4/80 e (G) NK1.1, em 

relação às células totais de amostras provenientes do músculo. * P< 0.05; ** P< 0.01.  
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Figura 7: EP associada à imunização com o plasmídeo vacinal pgDE7h não altera o perfil celular do sítio 

de inoculação pela via i.d. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 50 µg da vacina pgDE7h pela via 

i.d. (ID) apenas ou associada à EP (IDEP). Grupos controles receberam apenas PBS, ou pulsos elétricos (EP), ou 

não foram inoculados (Naive). Porcentagem de células positivas para a expressão das moléculas (A) CD8, (B) 

CD4, (C) CD19, (D) CD11b/Gr1, (E) CD11c, (F) F4/80 e (G) NK1.1, em relação às células totais de amostras 

provenientes da pele. * P< 0.05; ** P< 0.01.  

 

4.2 EFEITOS DA EP PELA VIA I.M. NA RESPOSTA CELULAR INDUZIDA PELA  

 VACINA pgDE7h 

 

De acordo com os resultados obtidos após imunização pela via i.m., buscou-se 

investigar nesta etapa do trabalho, as características da resposta celular induzida capaz de 

conferir proteção total antitumoral terapêutica em animais submetidos à EP. A capacidade 

citolítica dos linfócitos ativados após as imunizações foi avaliada pelo ensaio de citoxicidade 

in vivo. Grupos de camundongos C57BL/6 foram imunizados pela via i.m. em regime de dose 

única com: 10, 25 ou 50 μg de pgDE7h associados à EP, ou 50 μg da vacina de DNA sem 

eletroporação. O grupo controle recebeu apenas PBS. Após 14 dias, os animais receberam 

uma mistura de esplenócitos de camundongos não imunizados, pulsadas com um peptídeo 

derivado da proteína E7 (48-57) de HPV-16 e marcadas com 5 μM do corante CFSE (células 

alvo), ou 0,5 μM de CFSE e não pulsadas com estímulo (células controle). Os baços dos 

B 

G

F 
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animais imunizados foram coletados para análise de células marcadas com CFSE por 

citometria de fluxo 20 h após a inoculação das mesmas. A redução do número das células alvo 

em relação às células controle indica a atividade citotóxica mediada por linfócitos T CD8
+
.  

Na figura 8A é possível observar que os grupos que receberam as doses pela via i.m. 

associadas à EP apresentaram porcentagens de lise específicas iguais ou superiores a 50 e 

80%, respectivamente, apresentando diferença estatística em relação ao grupo controle. 

Comparando animais imunizados com 50 μg da vacina pgDE7h pela via i.m. associada ou não 

à EP, observou-se que o grupo IM apresentou porcentagens de lise específica inferiores a 20% 

em média, destacando-se mais uma vez o grupo IMEP, que apresentou diferenças estatísticas 

quando comparado aos grupos PBS e IM (Figura 8B).  

Para confirmar os dados de citotoxicidade in vivo, relacionando-os com a capacidade 

de degranulação das células T CD8
+
 mediante a um estímulo antigênico, analisamos a 

expressão da molécula CD107a em linfócitos T CD8
+
 produtores de IFN-γ, seguindo o 

mesmo protocolo de imunização descrito acima. Os dados da figura 5C mostram que duas 

semanas após a vacinação, o grupo IMEP apresentou os maiores níveis de expressão da 

molécula CD107a em células T CD8
+
 ativadas

 
E7-específicas, permitindo observar-se uma 

diferença estatística em relação ao grupo IM. Os resultados mostram que a EP associada à 

imunização com 50 μg do plasmídeo pgDE7h promove aumento da atividade citolítica de 

linfócitos T CD8
+
 antígeno-específicos. 
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Figura 8: Vacina pgDE7h administrada pela via i.m. seguida de EP promove aumento da expressão da 

molécula CD107a e da atividade citotóxica de  células T CD8
+
.  Camundongos C57BL/6 foram desafiados 

com 7,5x10
4
 células da linhagem tumoral TC-1 pela via s.c.. Após três dias, grupos foram imunizados pela via 

i.m. em regime de dose única e as análises foram realizadas 14 dias após a imunização. Porcentagem de lise 

específica no ensaio de citotoxicidade in vivo em grupos de animais que receberam 10, 25 ou 50 µg de DNA 

combinada à EP (A), ou que receberam 50 µg da vacina associada ou não a EP (IMEP e IM, respectivamente) 

(B). Os dados apresentados são representativos de um experimento, de um total de dois realizados (n=4). (C) 

Porcentagens de células T CD8
+
 capazes de expressar simultaneamente CD107a

+
 e

 
IFN-γ

+ 
em relação ao total de 

células CD8 presentes no baço.  As amostras foram incubadas com (c/est) ou sem (s/est) estímulo, referindo-se 

ao peptídeo E7. Os animais foram imunizados com 50 µg da vacina associada ou não à EP (IMEP e IM, 

respectivamente). Os dados apresentados correspondem aos resultados de dois experimentos combinados (n=6). 

* P< 0.05; ** P< 0.01; *** P< 0,001. 

 

Após observação dos resultados de indução de linfócitos T CD8
+
 específicos com a 

vacinação i.m. associada à EP, buscou-se avaliar a força da interação dessas células pelo 

peptídeo E7 utilizado nos ensaios de resposta celular (Figura 4), fenômeno conhecido por 

avidez celular. Neste ensaio, esplenócitos de animais imunizados com uma dose de 50 μg de 

pgDE7h por via i.m. (IM) ou associada à EP (IMEP) foram coletados 14 dias após a 

imunização e incubados com diluições seriadas do peptídeo E7
(49-57)

, com as concentrações 

variando entre 0,001 e 3 µg/mL e então submetidos à marcação extracelular de CD8
+
 

intracelular de IFN-γ
+
. Os dados obtidos nos permitem observar que o grupo IM, gerou níveis 

significativos de células T CD8
+
 capazes de secretar IFN-γ quando incubadas com o peptídeo 
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a partir da concentração de 0,01 µg/mL, enquanto que para o grupo IMEP, tal concentração 

foi reduzida em 10 vezes onde observa-se indução de resposta celular específica a partir de 

0,001 μg/mL (Figura 9). Esse conjunto de dados permite observar que a eletroporação, 

quando associada a diferentes doses do plasmídeo pgDE7h, induz aumento da atividade 

citotóxica dos linfócitos ativados. Entretanto, quando combinado a dose de 50 μg de DNA, 

observamos um aumento da atividade citotóxica e da avidez das células T CD8
+
 pelo peptídeo 

E7 específico em relação à vacinação i.m. convencional, confirmando o potencial do uso da 

EP para indução de resposta celular específica. 
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Figura 9: Administração da vacina pgDE7h pela via i.m. seguida de EP promove aumento de avidez em 

células T CD8
+
. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 7,5x10

4
 células da linhagem tumoral TC-1 pela 

via s.c.. Após três dias, os animais foram imunizados com 50 µg da vacina combinada (IMEP) ou não à EP (IM) 

pela via i.m. em regime de dose única. Os baços dos animais foram removidos 14 dias após a imunização e 

incubadas com diferentes concentrações do peptídeo E7 CD8
+
-específico (0,001; 0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 e 

3 µg/mL). Os valores indicam as porcentagens de células T CD8
+ 

produtores de
 
IFN- sem ou com estímulo 

(n=6, resultados de 2 experimentos combinados, de um total de 3 experimentos realizados). * P< 0.05; ** P< 

0.01; *** P< 0,001. 

 

A partir dos resultados obtidos, propôs-se avaliar a capacidade dos linfócitos T CD8
+
 

ativados pela vacinação em produzirem outras citocinas, além de IFN- γ, que podem sugerir 
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uma polifuncionalidade dessas células na indução da resposta celular efetora. De fato, a 

imunização com a vacina pgDE7h associada à EP induziu níveis de expressão das citocinas 

IFN-γ, IL-2 ou TNF-α aumentados em comparação à vacinação convencional (IM), com 

diferença estatística entre esses grupos (Figuras 10A-C). Quando avaliada a frequência de 

linfócitos T CD8
+ 

respondedores, isto é, capazes de produzir algumas das citocinas (IFN-γ ou 

IL-2 ou TNF-α) (Figura 10 D), a associação da EP à vacina pgDE7h pela via i.m. (IMEP) 

promoveu o aumento de produção das destas citocinas em relação ao grupo que recebeu a 

vacina pela inoculação convencional (IM). Já em relação à combinação da expressão por 

células T CD8
+
 E7-específicas das três citocinas mencionadas (Figura 10E), a vacinação 

associada à EP (IMEP) induziu níveis aumentados de células T CD8
+
 produzindo duas das 

três citocinas combinadas (IFN-γ e TNF-α), sugerindo uma característica de 

polifuncionalidade dos linfócitos induzidos pela vacinação. 
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Figura 10: Administração da vacina pgDE7h pela via i.m. associada à EP induz a produção de IFN-γ, 

TNF-α e IL-2 por células T CD8
+
 E7-específicas. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 

7,5x10
4
/animal de células TC-1 e vacinados após 3 dias com 50 µg de DNA do plasmídeo pgDE7h pela via i.m. 

associada (IMEP) ou não (IM) à eletroporação. Os baços dos animais foram coletados 14 dias após a imunização 

e as células foram estimulados e analisados por citometria de fluxo para detectar a expressão de IFN-γ, IL-2 e 

TNF-α em células T CD8
+
. Porcentagem de células T CD8

+
 capazes de expressar individualmente (A) IFN-γ, (B) 

IL-2 e (C) TNF- α. (D) Magnitude da resposta expressa na forma de porcentagem de células T CD8+ capazes de 

produzir alguma das citocinas (IFN-γ ou TNF-α ou IL-2). (E) Porcentagem de células T CD8
+
 capazes de 

expressar 1, 2 ou as 3 das citocinas avaliadas, incluindo as diferentes combinações possíveis das mesmas. (n=6, 

resultados de um experimento representativo, de um total de 3 experimentos realizados).* P< 0.05; ** P< 0.01; 

*** P< 0,001. 

 

Em seguida, com o objetivo de investigar a indução de células T de memória 

promovida pela combinação da vacina com a eletroporação, animais receberam 50 µg de 

pgDE7h administrada pela via i.m. convencional (IM) ou associada a essa técnica (IMEP). Os 

esplenócitos dos animais vacinados foram obtidos 14 dias após a imunização e incubados com 

o peptídeo E7 para análise de ativação de células de memória através do monitoramento da 

produção de IFN-γ. Além da marcação de superfície para moléculas de CD8, as células foram 
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marcadas com anti-CD44 e anti-CD62L, permitindo a distinção entre células T CD8
+
 de 

memória central (CD44
+
CD62L

+
;
 
Tcm) e efetora (CD44

+
CD62L

-
; Tem). 

Os resultados demonstram que não houve diferença estatística na frequência de células 

T CD8
+
 de memória central (Tcm) entre os grupos IM e IMEP (Figura 11A). Entretanto, 

considerando a população de células T CD8
+
 de memória efetora (Tem), o grupo IMEP 

apresentou maior porcentagem de indução desse fenótipo celular em relação ao grupo IM, 

apresentando diferença estatística entre os grupos. A razão entre a frequência de Tem e Tcm 

(Tem/Tcm) no grupo IM foi de 1,2 e 1,8 no grupo IMEP, demonstrando uma polarização para 

memória efetora com a associação da eletroporação. A avaliação da produção de IFN-γ por 

células T CD8
+
 de memória efetora e central, indicou que o grupo que recebeu a vacina 

associada à EP apresentou uma maior quantidade de células Tem produtoras de IFN-γ em 

relação ao grupo IM, apresentando diferenças estatísticas entre os mesmos (Figura 11B). Em 

ambos os grupos, a produção de IFN-γ por Tcm não atingiu níveis detectáveis pelo ensaio 

realizado (dados não mostrados). Em resumo, notamos que a imunização utilizando 50 µg do 

plasmídeo vacinal pgDE7h pela via i.m. combinado à EP induziu maior frequência e ativação 

de células T CD8
+
 de memória efetora.  

 

A 

0

5

10

15

20

25 *

Tcm

Tem

 IM              IMEP

1,2 1,8 Tem/Tcm

%
T

c
m

 o
u

 T
e
m

/C
D

8
+

 

 

 



49 
 ______________________________________________________________________ RESULTADOS 

B 

IM IMEP
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0 **

%
IF

N
-
+

T
em

/C
D

8+

 

Figura 11: Administração do plasmídeo pgDE7h pela via i.m. associado à EP, induz resposta de células T 

CD8
+
 de memória efetora. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 7,5x10

4
/animal de células TC-1 e 

após 3 dias, grupos foram imunizados pela via i.m. com 50 µg de DNA pela forma convencional (IM) ou 

combinada à EP (IMEP).  O baço dos animais foi coletado 14 dias após a imunização, as células estimuladas 

com peptídeo E7, submetidas à marcação extracelular de moléculas CD8, CD44 e CD62L e intracelular de IFN-γ 

e analisadas por citometria de fluxo. (A) Porcentagens de células de memória central (CD8
+
CD44

+
CD62L

+
; 

Tcm) e efetora (CD8
+
CD44

+
CD62L

-
; Tem) (CD8

+
CD44

+
CD62L

+
) dentro da população CD8

+
. Valores na parte 

superior do gráfico representam a relação Tem/Tcm para os diferentes grupos de imunização. (B) Porcentagens 

de células Tem produtoras de IFN-γ dentro da população CD8
+
. * P< 0.05; ** P< 0.01. 

 

Por fim, e diante dos resultados promissores obtidos com a vacinação associada à EP, 

pela via i.m., avaliou-se a eficácia desta estratégia vacinal contra tumores já estabelecidos, 

realizando a imunização 7 ou 10 dias após o desafio com as células TC-1, quando os tumores 

são palpáveis e possuem aproximadamente 2 mm de diâmetro (Figura 12). Os animais foram 

vacinados com 50 µg do plasmídeo pgDE7h pela via i.m., seguido ou não de EP (IMEP ou 

IM, respectivamente). Os dados mostram que, animais dos grupos IM imunizados 7 ou 10 

após o desafio tumoral, apresentam um atraso na evolução do crescimento tumoral, mas todos 

os animais desenvolveram tumores. Entretanto, quando associada à EP (IMEP), os animais 

imunizados tanto 7 ou 10 dias após o desafio, apresentaram 70% de proteção antitumoral, 

permanecendo livres de tumor até o final do período de monitoramento (60 dias), podendo ser 

observada uma total regressão do tumor na maioria dos animais imunizados.   

A 



50 
 ______________________________________________________________________ RESULTADOS 

0 20 40 60
0

20

40

60

80

100

PBS

IM

IMEP

Dia 7

Dias após o desafio

%
C

a
m

u
n

d
o

n
g

o
s
 l
iv

re
s
 d

e
 t

u
m

o
r

***

 

B 

0 20 40 60
0

20

40

60

80

100

PBS

IM

IMEP

Dia 10

***

Dias após o desafio

%
C

a
m

u
n

d
o

n
g

o
s
 l
iv

re
s
 d

e
 t

u
m

o
r

 

Figura 12: EP associada à vacina pgDE7h pela via i.m. promove proteção antitumoral terapêutica em 

camundongos com tumores pré-estabelecidos. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 7,5x10
4
 células 

TC-1 pela via s.c. e imunizados pela via i.m. com 50 µg do plasmídeo pgDE7h seguida (IMEP) ou não (IM) de 

EP 7 ou 10 dias após o desafio. Porcentagem de animais livres de tumores em grupos de animais imunizados 7 

(A) ou 10 (B) dias após o implante das células tumorais. O grupo controle recebeu PBS 7 dias após o desafio. O 

acompanhamento da proteção antitumoral foi realizado durante 60 dias após o desafio.*** IMEP vs IM. * P< 

0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001. 
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5 DISCUSSÃO 

 

A baixa eficácia das vacinas de DNA em ensaios clínicos impulsionou o 

desenvolvimento de diversas estratégias capazes de aumentar a imunogenicidade dessas 

vacinas em humanos, destacando-se entre elas a EP in vivo como método de entrega do DNA 

plasmidial. No presente trabalho, utilizamos essa técnica com o objetivo de potencializar uma 

vacina de DNA contra tumores associados ao vírus HPV-16 (pgDE7h), em modelo murino. 

Os resultados demostraram que a associação da EP à vacina, quando administrada pela via 

i.m., promoveu um aumento na proteção antitumoral induzida e na ativação de células T 

CD8
+
 antígeno-específicas. O efeito observado está de acordo com a maior indução de 

transfecção celular e do influxo de células para o sítio de inoculação, evidenciados pela 

associação da EP à administração de plasmídeos por essa via. A utilização da EP in vivo para 

a entrega de vacinas de DNA pela via i.m. mostrou-se uma técnica a ser considerada para 

aumentar as chances de sucesso do plasmídeo vacinal em um futuro ensaio clínico.  

A contribuição da EP in vivo para as respostas imunológicas induzidas por vacinas de 

DNA é frequentemente associada a um aumento na quantidade de células transfectadas pelo 

DNA plasmidial, o que acarretaria em um aumento na expressão do gene codificado. A 

transfecção celular facilitada pela EP ocorre pelo aumento da permeabilidade da membrana 

promovido por um pulso elétrico, com consequente aumento de captação de DNA e 

transferência de genes para o interior da célula, dessa forma, aumentando a transfecção in vivo 

(DAYBALL et al., 2003; PENG et al., 2007; ROOS et al. 2009; VANDERMEULEN et al., 

2015). A capacidade da EP de promover o aumento da transfecção in vivo foi demonstrada em 

trabalhos que estudam vacinas de DNA contra tumores induzidos por HPV-16 (SUN et al., 

2015), hepatite C (AHLÉN et al., 2007) e melanoma (KALAT et al., 2002). Alguns trabalhos 

demonstraram que a EP pode aumentar a eficiência de uma vacina de DNA, induzindo um 

aumento da expressão gênica de até 1.000 vezes (GOTHELF; GEHL, 2012; ZUCCHELLI, et 

al., 2000).  

Em nosso trabalho, entretanto, não observamos efeitos benéficos da EP em relação ao 

aumento de expressão gênica pela via i.d., que apresentou semelhante atividade enzimática da 

luciferase após a inoculação do plasmídeo pLuc por essa via, independemente da 

eletroporação. A via i.d., além de ser de fácil acesso e pouco invasiva, apresenta interesse do 

ponto de vista da entrega antigênica, pois a pele é um tecido rico em células apresentadoras de 

antígenos (CUI; DIERLING; FOLDVARI, 2006), capazes de captar os antígenos, migrar para 
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os linfonodos e apresentar eficientemente esses antígenos para células T, (BRODERICK; 

KHAN; SARDESAI, 2014; NICOLAS; GUY et al., 2008; PEACHMAN; RAO; ALVING, 

2003; TIMARES et al., 2003). Por outro lado, quando utilizamos a técnica da EP associada à 

inoculação i.m. foi verificado um pronunciado aumento da expressão da proteína luciferase. 

Apesar de o músculo apresentar baixa frequência de APCs, este sítio também pode ser 

explorado com êxito para a adminstração de vacinas de DNA com a eletroporação. A célula 

muscular, transfectada pelo DNA vacinal, é capaz de produzir o antígeno, aumentar a 

expressão de moléculas de MHC I e outras moléculas co-estimulatórias o que leva à produção 

de citocinas e quimiocinas e promoção de um ambiente pró-inflamatório (BABIUK et al., 

2002; KALAT et al., 2002; SHIROTA et al., 2007). De fato, em nossos estudos verificamos 

que, no músculo, a EP contribuiu para a migração de células natural killer (NK) e células que 

expressam as moléculas F4/80 ou CD11c, sugerindo a presença de macrófagos e células 

dendríticas no sítio da inoculação, além da infiltração de células CD4
+
 e CD8

+
. Os resultados 

obtidos para a via i.m. mostraram que esse influxo de células está particularmente relacionado 

à administração de pulsos elétricos e não ao DNA plamidial, visto que animais que receberam 

apenas a EP apresentaram resultados semelhantes aos que receberam a EP associada à 

inoculação com DNA. Outros estudos demonstraram que a EP, além de aumentar a eficiência 

de transfecção, também é capaz de promover uma inflamação local, induzindo a produção de 

citocinas inflamatórias e o recrutamento de células do sistema imune como monócitos, 

macrófagos (LEBLANC et al., 2008; LUXEMBOURG et al., 2006;), células dendríticas, 

células natural killer, (AIHARA et al., 1998; BEST et al., 2009; LØVÅS et al., 2014; MIR et 

al., 1999), células B e T infiltradas (LIU et al., 2008), tornando o ambiente mais propício para 

a apresentação de antígenos e o desencadeamento da uma resposta imune efetiva.  

Em contrapartida, associando-se o plasmídeo vacinal à EP pela via i.d. nas condições 

testadas, não foi possível observar um influxo de células pró-inflamatórias para o sítio de 

imunização. No entanto, observou-se a uma grande quantidade de células F4/80
+
 na pele, mas 

de forma independente de qualquer inoculação (também no animal naive), fenótipo que pode 

ser associado à elevada frequência de células Langerhans nesse tecido, podendo ser 

caracterizado pela expressão em maior quantidade da molécula F4/80 e, em baixos níveis, 

CD11c (LIN et al., 2005; MCKNIGHT; GORDON, 1998). Alguns estudos demonstraram que 

a EP promove o aumento da transfecção de células na pele favorecendo a potência de vacinas 

de DNA (GLASSPOOL-MALONE et al., 2000; HELLER et al., 2001; LAMOLINARA et al., 

2015; VANDERMEULEN et al., 2015). Nas condições avaliadas em nosso protocolo vacinal 
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baseado na administração pela via i.d., a vacina não foi capaz de conferir resposta 

antitumoral, ou induzir um aumento nas respostas imunológicas celulares. Esses resultados 

estão em acordo com os demais resultados obtidos pela via i.d., que indicaram que a EP não 

foi capaz de aumentar a transfecção de células, ou promover um influxo de células pró-

inflamatórias para o sítio de inoculação.  

A introdução da EP em nosso protocolo vacinal, quando administrada pela via i.m., 

promoveu o aumento da eficácia antitumoral da vacina. Apenas uma dose de 50 µg do 

plasmídeo pgDE7h, seguida de EP foi capaz de elevar em até cinco vezes o efeito terapêutico 

antitumoral em comparação à administração convencional e contribuiu para o aumento 

expressivo da indução de células T CD8
+
 IFN-γ

+
, promovendo uma resposta homogênea entre 

o grupo de animais, mesmo em regime de dose única. Nossos dados são condizentes com a 

literatura, que mostram a contribuição da EP em aumentar a potência de vacinas de DNA 

administradas pela via i.m. (DAYBALL et al., 2003; WIDERA et al., 2000), com aumento da 

proteção antitumoral e indução de resposta imune celular efetiva em modelos animais 

(AHMAD; MIYAZAKI, 2010; BEST et al., 2009; OHLSCHLAGER et al., 2011; ZHAO et 

al., 2006) e  também em humanos (BAGARAZZI et al., 2014). A baixa eficácia da associação 

da EP à vacina de DNA pela via i.d., comparando-se aos resultados gerados pela via i.m. de 

imunização, pode estar associada a fatores como a utilização de um eletrodo em pinça não 

perfurante na via i.d. e a própria inoculação do DNA nesse sítio, que apresenta maior 

dificuldade técnica que a inoculação pela via i.m. Os efeitos obtidos pela via i.d. de 

imunização em combinação com a EP poderiam ser otimizados alterando algumas condições 

do protocolo vacinal empregado, como a quantidade de doses e de DNA, a voltagem e 

quantidade de pulsos aplicados, ou o próprio eletrodo. Por outro lado, o aumento da proteção 

antitumoral e respostas celulares obtidas seguindo o protocolo testado empregando a via i.m. 

como sítio de entrega da vacina de DNA combinada à eletroporação, foram coerentes com os 

maiores níveis de transfecção in vivo e de indução de migração de células imunológicas para o 

sítio de inoculação por essa via, apontando a via i.m. como a mais promissora a ser explorada 

em nosso estudo. 

A partir dos resultados gerados anteriormente com a associação da EP pela via i.m. de 

imunização, como forma de potencializar os efeitos antitumorais e a ativação de células T 

CD8
+
 antígeno-específicas, buscamos definir as características da resposta celular induzida, 

buscando identificar como a EP favorece essa resposta. Em nosso trabalho, os efeitos da EP 

foram capazes de melhorar as respostas induzidas após a vacinação, elevando os níveis de 
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expressão da molécula CD107a em linfócitos T CD8
+
IFN-γ

+
E7

+
-específicos. Observamos 

também, em ensaios de citotoxicidade in vivo, que a EP associada à vacina elevou a atividade 

citotóxica contra o epítopo CD8 presente em E7. Outros trabalhos mostram que a molécula 

CD107a é um marcador expresso exclusivamente durante a degranulação de linfócitos T 

citotóxicos, indicando que a célula T CD8 é uma CTL, e ressaltam a importância desses 

linfócitos com perfil citotóxicos na eliminação de células tumorais induzidas pelo vírus HPV 

(BETTS et al., 2003; BETTS et al., 2006; BAGARAZZI et al., 2014; KIM et al., 2014; 

MALDONADO et al., 2014; NAKAGAWA et al., 2000).  

Além da entrega da vacina pgDE7h pela via i.m. pelo método de EP ter contribuído 

para aumentar o efeito antitumoral terapêutico e a resposta celular mediada por linfócitos T 

CD8 citotóxicos, também observamos que esse método de entrega contribuiu para o aumento 

da avidez dos linfócitos ativados. Avidez pode ser definida como a quantidade de peptídeo 

necessária para a ativação da função efetora, ou seja, é a capacidade de força total da 

interação entre os linfócitos T citotóxicos e a célula alvo (KROGER; ALEXANDER‐

MILLER, 2007; SANDBERG et al., 2000). Pudney e colaboradores demonstraram em seu 

estudo, que o aumento de avidez foi capaz de promover atividade antitumoral in vitro e in 

vivo (PUDNEY et al., 2010). Dessa forma, a introdução da EP em nossa formulação vacinal, 

foi capaz de acentuar a avidez dos linfócitos T CD8
+
 pelo antígeno e aumentar sua capacidade 

efetora, conferindo total efeito terapêutico antitumoral. 

Ainda, a administração da vacina seguida de EP promoveu o aumento da produção das 

citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF-α, e de IFN-γ e TNF-α simultaneamente. A secreção dessas 

citocinas indica o favorecimento de um perfil Th1 de resposta imune. A indução desse tipo 

resposta pode ser associada ao controle da progressão do câncer cervical, como mostrado em 

alguns trabalhos (BAIS et al., 2005; DELIGEOROGLOU et al., 2013; KIM et al., 2014; 

PEGHINI et al., 2012;). A introdução da EP em nossa estratégia vacinal induziu o aumento de 

células T de memória efetora, conferindo outra vantagem importante na resposta gerada após 

a imunização. A indução de células de memória efetora é um fator importante para a eficácia 

de uma vacina (KAECH; WERRY; AHMED, 2002; WHERRY; AHMED, 2004) e 

considerado um fator crítico na eliminação células infectado pelo HPV (NAKAGAWA et al., 

2002). 

Com o desdobramento do nosso estudo, alteramos nosso protocolo vacinal, realizando 

imunizações tardiamente, e a aplicação da EP conseguiu manter parte da eficácia antitumoral 
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vista no protocolo anterior, sugerindo que nossa estratégia vacinal combinada à EP pode ser 

utilizada para tratamento de tumores avançados. O conjunto de dados apresentados demonstra 

que o uso da EP como método de entrega do plasmídeo vacinal pgDE7h foi capaz de 

potencializar a eficácia da vacina, promovendo o aumento da proteção antitumoral terapêutica 

contra tumores que expressam as proteínas E6  e E7 do HPV-16, além de aumentar os níveis 

de resposta celular específica e efetora. Desta maneira, o trabalho consolidou o uso da EP 

como método potencial para entrega de vacinas de DNA, em especial de caráter terapêutico, 

tornando-se um forte candidato vacinal para futuros ensaios clínicos. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 A EP foi capaz de aumentar a eficiência de transfecção in vivo do plasmídeo que 

expressa o gene repórter da luciferase, quando administrado pela via i.m.. 

 A EP combinada a administração de 50 µg da vacina pgDE7h pela via i.m. foi capaz 

de gerar uma migração de diversas células do sistema imunológico para o sítio de 

inoculação, como células NK, e células expressando as moléculas F4/80 e CD11c. 

 Apenas uma dose de 50 µg do plasmídeo vacinal pgDE7h combinada à EP pela via 

i.m. foi capaz de induzir proteção antitumoral terapêutica em camundongos 100% dos 

animais imunizados e indução de níveis expressivos de resposta celular mediada por 

linfócitos T CD8
+
E7-

 
específica, capazes de secretar a citocina IFN-γ. 

 O uso da EP como método de entrega da nossa de DNA plasmidial pela via i.d. não foi 

capaz de induzir aumento da transfecção celular in vivo, influxo de células pró-

inflamatórias para o sítio de inoculação, respostas celulares antígeno-específicas, ou 

proteção antitumoral terapêutica, não se mostrando uma via de imunização promissora 

nas condições testadas.  

 A utilização da EP para a entrega da vacina de DNA pgDE7h pela via i.m., foi capaz 

de aumentar o estado efetor dos linfócitos T ativados, induzindo em níveis elevados, a 

expressão da molécula CD107a em linfócitos T CD8
+
E7-específicos capazes de 

secretar a citocina IFN-γ, induzindo a degranulação, aumento do efeito citolítico E7-

específico e da maior avidez desses linfócitos.  

 A estratégia vacinal pgDE7h administrada pela via i.m. e combinada à EP induziu 

linfócitos T CD8
+
E7-específicos capazes de secretar as citocinas IFN-γ, IL-2 e TNF-α.  

Além de induzir células T de memória efetora produtoras de IFN-γ.  

 A associação da EP conseguiu manter a eficácia antitumoral da vacina pgDE7h 

quando as imunizações foram realizadas em diferentes tempos (7 e 10 dias após o 

desafio tumoral), conferindo 70% de proteção terapêutica. 

 Como conclusão final, os dados apresentados por esse trabalho permitem afirmar que 

a estratégia vacinal associada à EP administrada pela via i.m. se mostrou eficiente no 
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controle de tumores expressando oncoproteínas de HPV-16. Esse trabalho contribui 

para a aplicação de uma nova abordagem imunoterapêutica voltada para o controle do 

câncer de colo de útero, assim como outros tumores induzidos pelo HPV, em 

condições clínicas.  
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