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RESUMO

SALES, N. S. Efeitos da eletroporacao in vivo na resposta imunolégica induzida por uma
vacina de DNA contra tumores induzidos por HPV-16. 2015. 63 f. Dissertacdo (Mestrado
em Microbiologia) - Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Séo Paulo,
2015.

O céncer cervical é a terceira causa de morte de mulheres no mundo e a quarta causa de
mortes em mulheres por cancer no Brasil. Seu principal agente etiolégico € o virus do
papiloma humano (HPV). Ja foram identificados mais de 100 tipos virais, e cerca de 40 deles
infectam a mucosa anogenital, os quais sdo classificados de acordo com seu potencial
oncogénico como virus de alto ou baixo risco. Dentre os tipos virais de alto risco, destacam-se
0 HPV-16 e o HPV-18, que sdo considerados os principais causadores de cancer cervical.
Esforcos estdo sendo feitos na busca de estratégias imunoterapéuticas que combatam 0s
tumores causados por esses Vvirus, uma vez que as vacinas profilaticas atualmente
comercializadas, ndo sdo capazes de beneficiar pessoas ja infectadas ou com o cancer
estabelecido. Neste contexto, as vacinas de DNA tém demonstrado boa eficacia em estudos
contra esses tipos de tumores em modelo murino, e sdo consideradas seguras, estaveis e
capazes de induzir resposta imune especifica. Entretanto, essas formulages apresentam baixa
imunogenicidade em humanos, fazendo-se necessaria a busca de abordagens que aumentem a
eficacia dessas vacinas, tais como o uso de adjuvantes, a otimizacdo de codons e a utilizacéo
de sistemas de entrega plasmidial. A eletroporacédo in vivo (EP) é um método de entrega de
vacinas de DNA, que consiste na aplicacdo de pulsos elétricos, promovendo a abertura de
poros na membrana e facilitando a entrada do DNA na célula. Essa técnica ja 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 proteina E7 do
HPV-16 fusionada a glicoproteina D (gD) do virus herpes simplex tipo 1 (HSV-1). O uso da
EP para a entrega de 50 pg dessa vacina pela da via intramuscular (i.m.) aumentou o efeito
antitumoral terapéutico em camundongos desafiados com a linhagem TC-1, que expressa as
proteinas E6 e E7 do HPV-16, prote¢do total. A vacina combinada a EP induziu migracdo de
células para o sitio de inoculacio e promoveu maior ativacio de células T CD8'E7-
especificas. Foi observado ainda o aumento de linfocitos de perfil citotoxico e a inducdo de
linfocitos polifuncionais capazes de secretar IFN-y, IL-2 e TNF-a simultaneamente. Também
foi observado um aumento da frequéncia de células de memoria efetora produtoras de IFN-y e
maior avidez das células T ativadas em animais submetidos a eletroporacdo. O uso da EP em
imunizacGes feitas pela via intradérmica (i.d.) ndo foi capaz de melhorar a eficiéncia da
vacina. Em conclusdo, os resultados obtidos nesse trabalho consolidam o uso da EP como
técnica potencializadora do efeito terapéutico induzido pela vacina pgDE7h administrada pela
via i.m. reforgando seu potencial de aplicagdo em futuros ensaios clinicos.

Palavras-chave: Cancer Cervical. HPV. Vacinas de DNA. Eletroporacéo.



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 Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo, Sdo 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 pg 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-y, IL-2 and TNF-o 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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INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

O papiloma virus humano (HPV) é um virus ndo envelopado, com DNA circular dupla
fita, e tropismo por epitélio escamoso. Seu genoma € composto de aproximadamente 8.000
pares de bases. O virus HPV possui dois genes de expressao tardia que codificam as proteinas
do capsideo viral, denominadas L1 e L2 (L, do inglés late). A proteina L1, sozinha ou
associada a L2, forma particulas que se assemelham ao virus, conhecidas como VLPs (do
inglés Viral-Like Particles) (DE VILLIERS et al., 2004; KIRNBAUER et al., 1992). As VLPs
mostraram-se altamente imunogénicas e induzem resposta de anticorpos neutralizantes capaz
de evitar infec¢bes por virus HPV em humanos (BROWN et al., 2001). J& as proteinas
codificadas por genes de expressdo precoce (E, do inglés early), desempenham funcdes
importantes na regulacao do ciclo viral (VILLA, 2006). Especificamente, as proteinas E6 e E7
interagem com diversas proteinas celulares, contribuindo para o processo de malignizacéo
celular. Entre outras acdes ja descritas, a proteina E7 interage com pRb liberando o fator de
transcricdo E2F, e a proteina E6 promove a degradacdo de p53, promovendo proliferacdo
celular e bloqueio de apoptose, respectivamente (WERNESS; LEVINE; HOWLEY, 1990).
As oncoproteinas virais E6 e E7 sdo constitutivamente expressas em células de carcinoma
cervical, e estdo relacionadas a transformacéo celular e manutencdo deste estado. Por essas,
proteinas representam alvos potenciais para o desenvolvimento de formulagdes vacinais
contra tumores relacionados ao HPV (FRAZER, 2004).

O céancer 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 Cancer (INCA, 2015), em 2013, foram relatados 15.590 novos casos deste tipo de cancer
no Brasil e 5.430 6bitos. Todos os casos de céncer de colo de Utero estdo associados a
infeccdes persistentes pelo virus do papiloma humano com potencial oncogénico (PARKIN et
al., 2005). Em diferentes frequéncias, o virus HPV também esta associado a outros tipos de
cancer como de cabeca e pescoco, pénis, vagina, vulva e anus bn (MUNOZ 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
a sua propensdo ao desenvolvimento de cancer. Dentre os tipos que fazem parte do grupo de
baixo risco, destacam-se como mais frequentes o HPV-6 e HPV-11, associados a formacéo de
verrugas genitais benignas. Ja os virus HPV-16 e HPV-18 pertencem ao grupo considerado de

alto risco e sdo considerados os principais agentes causadores do cancer cervical (BOSCH et
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al., 2002), causando conjuntamente mais de 80% dos casos deste tipo de cancer, sendo o
HPV-16 o responsavel por pelo menos 50% dos casos (WALBOOMERS et al., 1999).

O tratamento de tumores induzidos por HPV atualmente disponiveis envolvem
cirurgia, radioterapia e quimioterapia, correspondendo a intervencdes invasivas, agressivas e
que ndo agem especificamente sobre as células tumorais. Apesar de muito terem contribuido
para salvar vidas, esses tratamentos induzem efeitos adversos graves e ndo apresentam boa
eficacia no controle de tumores em estagios avancados (KENTER et al., 2009), evidenciando
a necessidade do desenvolvimento de estratégias vacinais que impegcam o estabelecimento de
infeccbes por virus HPV ou que busquem conter lesdes ou tumores induzidos por esse virus.

Visando evitar a infecgdo viral, e consequentemente a ocorréncia do cancer em longo
prazo, foram desenvolvidas vacinas preventivas baseadas em VLPs que se encontram
disponiveis para comercializacdo. Essas vacinas sdo compostas pela proteina L1 do capsideo
viral e induzem a producdo de anticorpos neutralizantes, conferindo protecdo contra a
infeccdo 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 profilaticas ndo protegem individuos com infec¢des ja estabelecidas, uma vez que
as proteinas do capsideo ndo sdo expressas pelas células tumorais (FRAZER, 2004). Além
disso, essas vacinas apresentam custo elevado, impedindo sua distribuicdo em larga escala, o
gue seria necessario para que o nimero de casos de cancer de colo de utero seja de fato
reduzido (LIN et al., 2010).

Por outro lado, as vacinas terapéuticas visam induzir resposta celular citotdxica
especifica contra células alvo que expressam as oncoproteinas E6 e E7, necessarias para a
malignizacdo celular e também para a manutencdo do estado transformado (FRAZER, 2004;
LIN et al., 2010), possibilitando a eliminacdo de lesdes ja existentes (WU, 2007). Entre as
vacinas terapéuticas, as formulagdes vacinais que empregam DNA plasmidial representam
uma estratégia em potencial na inducdo de resposta imune antigeno-especifica (DONNELLY;
WAHREN; LIU, 2005). Essa abordagem vacinal apresenta véarias vantagens em relacdo as
vacinas tradicionais baseadas em vetores vivos, pois sdo seguras, estaveis, de facil fabricacdo
em larga escala e apresentam capacidade de induzir resposta celular (TRIMBLE et al., 2003).

Em relacdo as vacinas de DNA contra tumores induzidos por HPV, plasmideos
codificando as oncoproteinas de HPV apresentam baixa imunogenicidade, exigindo o
desenvolvimento de abordagens capazes de intensificar a ativacdo de células T CD8"

antigeno-especificas como: fusdo a genes carreadores, otimizacdo de codons, administracdo
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de adjuvantes e a busca de métodos de entrega mais eficientes capazes de transfectar um
maior numero de células ou direcionar o DNA plasmidial para um sitio com maior presenca
de APCs (KUTZLER; WEINER, 2008; TRIMBLE et al., 2003). A utilizacdo de abordagens
como as acima mencionadas permitiu a deteccdo de inducio de resposta de células T CD8"
especificas contra epitopos de E6 e E7 e tornaram as vacinas capazes de conferir algum grau
de protecdo terapéutica a desafios com células tumorais transformadas com as proteinas E6 e
E7 do HPV-16 (CHEN et al., 2000).

Considerando vacinas avaliadas em ensaios clinicos contra tumores associados ao
HPV, algumas estratégias baseadas em vacinas de DNA foram testadas recentemente. Entre
essas formulacBes estd uma estratégia que codifica a proteina hibrida empregando a fuséo de
E7 a proteina HSP70 de Mycobacterium tuberculosis (que promove a ativacdo de células
dendriticas), sendo observada resposta imune em 8 dos 15 pacientes com CIN2/3, e regressao
de lesdes em 3 de 9 pacientes (TRIMBLE et al., 2009). Outro trabalho demonstrou resultados
promissores com uma vacina de DNA codificando as proteinas E6/E7 utilizando o método de
EP para a entrega do DNA, induzindo um aumento da resposta citotoxica de linfécitos T
CD8" produtores de IFN-y em 14 dos 18 pacientes (BAGARAZZI et al., 2012). Como as
lesbes foram removidas cirurgicamente antes da vacinagdo, ndo foi possivel avaliar a
regressdo histologica apds imunizacdo com essa formulagdo vacinal. A vacina de DNA que
estd em estagio mais avancado de desenvolvimento, é a GX-188, que foi testada em 9
pacientes com lesdes CIN3. Essa abordagem foi desenvolvida, visando facilitar a
apresentacdo e processamento dos antigenos E6/E7 por células dendriticas, pela co-expressdo
do ligante denominado de Fms-like tyrosine kinase-3 (FIt3L) e utiliza a EP como método de
entrega. Em 8 dos 9 pacientes, observou-se o aumento de resposta de linfécitos T CD8" e
atividade citolitica, além de secrecdo de citocinas, e regressdo completa das lesdes em sete
pacientes (KIM et al., 2014).

No Laboratério de Desenvolvimento de Vacinas (LDV) foi desenvolvida uma
formulacdo vacinal terapéutica contra tumores induzidos por HPV baseada na expressédo de
E7 de HPV-16 fusionada a glicoproteina D (gD) do HSV-1 (LASARO et al., 2005). Nessa
construcdo vacinal, a proteina gD confere um potencial adjuvante relacionado a sua
capacidade de interagdo com receptor HVEM (do inglés Herpes Virus Entry Mediator) que
promove ativacéo de células do sistema imunolégico de modo direto pela producéo de NF-kB
(SCIORTINO et al., 2008) ou, indiretamente, pelo bloqueio da ligacdo 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-especificas e
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gerar protecdo antitumoral terapéutica em 40% dos camundongos tratados ap6s implante da
linhagem tumoral TC-1 capaz de expressar as proteinas E6 e E7 do HPV-16. A formulago
foi aprimorada pela co-administracdo de plasmideos que codificam citocinas, pela imunizagédo
i.d. utilizando o gene gun ou por otimizacao dos cddons que codificam a proteina, resultando
em todos 0s casos em um aumento expressivo do efeito terapéutico antitumoral (DINIZ et al.,
2010, DINIZ; FERREIRA, 2011 e dados n&o publicados). Os resultados recentemente obtidos
pelo grupo, refletem o grande potencial da vacina terapéutica em desenvolvimento.
Entretanto, dispor de um método de administracdo que aumente a imunogenicidade da vacina
pode ser determinante para o sucesso da mesma em um futuro ensaio clinico.

A técnica de eletroporacdo (EP) in vivo emprega a utilizacdo de pulsos elétricos que
formam poros transientes na membrana celular e promovem deslocamento de DNA,
facilitando a entrada do plasmideo na célula. Essa técnica promove maior eficiéncia de
transfeccdo e, consequentemente, aumento da quantidade de antigeno 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 pro-inflamatdrias e inducdo de secrecdo de citocinas e quimiocinas,
gerando um ambiente inflamatdrio no sitio da inoculacdo, 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 eficiéncia de 10 a 100 vezes em imunizacGes realizadas pelas vias i.m. ou i.d. quando
associadas a EP in vivo (NYSTROOM et al., 2010). Esses estudos e a demonstragdo da boa
tolerabilidade da técnica em ensaios clinicos tém promovido um crescente interesse neste
método para a entrega de vacinas de DNA e outros farmacos, como quimioterapicos
(MOLLER et al., 2009). Visando aumentar a eficiéncia da estratégia vacinal desenvolvida
pelo grupo, o presente trabalho, portanto, propds avaliar os efeitos da EP in vivo nas respostas
imunologicas 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 imunoldgica induzida por uma vacina de DNA contra tumores induzidos por HPV,
que codifica a proteina E7 do HPV-16 geneticamente fusionada a gD de HSV-1, denominada

pgDET7h. Especificamente, 0 projeto apresentou como metas principais os seguintes pontos:

e Comparacao da eficiéncia de transfeccédo in vivo de células utilizando a eletroporacéo,
pela administracdo de plasmideo que codifica a enzima luciferase.

e Avaliacdo dos efeitos gerados na resposta de células T CD8" E7-especifica e na
protecdo terapéutica antitumoral frente ao modelo de células TC-1 com a vacina
pgDE7h ap6s administracdo i.m. seguida ou ndo da EP in vivo.

e Analise do uso de eletrodos para imunizacédo intradérmica (i.d.) utilizando a EP in vivo
para a entrega da vacina pgDE7h buscando avaliar os efeitos na inducéo de células T
CD8" E7-especifica e resposta antitumoral induzidos.

e Auvaliacdo do perfil de células que migram para o sitio de inoculagdo da vacina ap6s
utilizacdo da EP in vivo pelas vias i.m. e i.d. e determinacdo da potencializacdo do

efeito da vacina de DNA.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 VETORES

A vacina pgDE7h foi desenvolvida no LDV, e consiste na fusdo genética da proteina
E7 do HPV-16, ap6s o aminoacido 244 da glicoproteina D do virus HSV-1. A sequéncia do
gene que codifica a proteina gDE7 foi adaptada para a utilizacdo de cddons humanos (DINIZ
et al., 2013). A otimizacdo foi realizada seguindo os algoritmos de Sistema de Otimizacgéo
Optimum Gene (GenScript, Piscataway Township, NJ., EUA). Foram alterados o0s
aminoéacidos 24 e 26, na sequéncia do gene E7 do HPV-16, para eliminar qualquer ligacao da
proteina E7 a pRb. O gene foi clonado em regibes especificas que tem restricdo para as
enzimas Pstl e BglIl 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 resisténcia a canamicina.

O plasmideo que expressa a proteina luciferase (pLuc) foi construido ap6s clonagem
do gene sintético da luciferase (luc2) — extraido do vetor pGL4 (Promega, Madison, WI,
EUA) — nos sitios de BamHI e Xbal do plasmideo pcDNA3.0 (Invitrogen, Waltham, MA
EUA). Este possui gene que codifica resisténcia a ampicilina/neomicina e promotor de CMV.

A linhagem de E. coli utilizada para a propagacédo dos plasmideos pgDE7h e pLuc foi
a DH5a. 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 periodo de
aproximadamente 18 h a 37 °C sob agitacdo intensa (200 rpm) em agitador orbital. As
linhagens recombinantes com pgDE7h ou pLuc foram rotineiramente cultivadas em meio LB
suplementado com canamicina (50 pg/mL) ou ampicilina (100 ug/mL), respectivamente. A
extracdo e purificacdo foram realizadas através de kits de purificacdo (Qiagen, Hilden, NRV,
Alemanha), seguindo instrucbes do fabricante. As amostras de DNA foram quantificadas em

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

3.2 ENSAIOS DE DESAFIO COM AS CELULAS TC-1

Os camundongos submetidos ao protocolo vacinal terapéutico 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 0s 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 inativacdo da tripsina. As células foram lavadas duas vezes,
ressuspensas em meio RPMI sem soro fetal bovino e inoculado a uma concentragéo de 7,5 x

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

3.3 PROTOCOLO DE IMUNIZACAO

Os experimentos de imunizacao foram realizados com grupos de 5-10 camundongos
fémeas ou machos C57BL/6, com idade entre 6 a 8 semanas adquiridos do Biotério de
Camundongos Isogénicos do Departamento de Parasitologia da Universidade de S&o Paulo e
manuseados de acordo com as normas estabelecidas pela Comissdo de ética do Instituto de
Ciéncias Biomédicas da USP.

Os ensaios terapéuticos realizados na primeira etapa do trabalho envolveram a
administracdo da vacina pelas vias i.m. ou i.d.. Para a via i.m., foram utilizadas as doses de
10, 25 ou 50 pg combinadas (IMEP) ou ndo (IM) a eletroporagdo, e para a via i.d. foi
empregada a dose de 50 pg apenas (ID), ou combinada a EP (IDEP). Todas as formula¢Ges
vacinais foram veiculadas em PBS 1X. Para a via i.m., o volume final foi de 50 pul inoculados
no musculo tibial anterior, e para a via i.d., o volume final foi de 20 pl inoculados no pavilhdo
auditivo dos camundongos.

As imunizacOes foram realizadas em regime de dose Unica trés dias apos o desafio
tumoral, e as analises de amostras de PBMCs e esplendcitos foram realizadas 14 dias apds a
imunizacdo. Os tumores foram monitorados durante um periodo de 60 dias (Figura 1). Para 0s
ensaios de desafio temporal, as imunizagdes foram realizadas ap6s 7 ou 10 dias do desafio. Os
animais que receberam eletroporagdo (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 imunizacdes foram realizadas apenas pela via i.m., conforme descrito

acima.
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Desafio Doz ] Animais
TC-1 vacinal Analives entanasiados
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Figura 1: Esquema do protocolo de imunizacéo terapéutico, analise de resposta e acompanhamento da protecéo
antitumoral.

3.4 ANALISE DO INFLUXO CELULAR PARA O SITIO DE INOCULACAO DA
VACINA

Para os ensaios de anélise de infiltrado celular no sitio de imunizacdo, os animais
foram divididos em cinco grupos experimentais, tanto para a via i.m., como i.d.. grupo
inoculado com solucdo salina (PBS); grupo que ndo recebeu nenhuma inoculagdo (Naive);
grupo que recebeu apenas os pulsos elétricos (EP); imunizacdo i.m. ou i.d. (ID) do plasmideo
pgDE7h (IM); imunizacdo i.m. ou i.d. sequida de EP (IMEP) ou (IDEP).

Os grupos imunizados receberam a dose de 50 pug de pgDE7h, e as amostra de pele ou
musculo foram coletadas ap6s 48 de inoculacdo da vacina. As amostras foram maceradas, e
tratadas com colagenase D (Sigma-Aldrich C., St. Louis, EUA) na concentragdo de 1 mg/ml
por amostra, por 1 h. Apds esse tratamento, as amostras foram lavadas duas vezes com PBS
1X (pH 7.4) e filtradas com 0 auxilio de um filtro de 70nm (“Cell strainer”) (BD Biosciences,
East Rutherford, NJ., EUA). As amostras foram incubadas com o tampao PBS, com 50 pl de
uma diluicdo 1:100 de anticorpo monoclonal anti-NK1.1, anti-CD19, anti-CD11c ou a
diluicdo 1:200 de anticorpo monoclonal anti-CD4, anti-CD8, anti-CD11b, anti-Grl ou anti-
F4/80 conjugados a diferentes fluorocromos (BD Bioscience) por 30 min a 4 °C. Ap6s as

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

3.5 ADMINISTRACAO DA EP IN VIVO

Para a realizacdo 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 espaco de 5 mm entre elas e 0,5
mm de didmetro. O eletrodo foi inserido no masculo tibial anterior logo apds a inoculagdo da
vacina. Foram aplicados 2 pulsos elétricos de 130 V cada, com duracdo de 450 ms (pulsos que
forma poros na membrana celular), e 4 pulsos de 70 V cada, com duracdo de 450 ms (pulsos
de transferéncia). Para a EP pela via i.d., foi utilizado o eletrodo CUY650P10 (Figura 2C),

que consiste em um par de pingas revestidas com platina com espago varidvel e 10 mm de
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didmetro. A pinga foi levemente pressionada sobre o pavilhdo auditivo do animal logo apds a
inoculacdo da vacina. Foram aplicados 2 pulsos elétricos de 45 V cada, com intervalo de
duracdo de 450 ms, (pulsos que forma poros na membrana celular), e 4 pulsos de 20 V cada,
com duracdo de 450 ms (pulsos de trasferéncia) Os pulsos elétricos foram entregues
utilizando o equipamento NEPA21 SuperEletroporador (NepaGeneCo., Ltd.; Chiba, Jap&o)
(Figura 2A).

-
-

Figura 2: Fotos representativas do equipamento NEPA21 SuperEletroporador (NepaGeneCo., Ltd.; Chiba,
Japdo). (A), e os eletrodos utilizados pela via i.d., CUY650P10 (B) e pela via i.m., CUY560-5-0.5(C).

3.6 DETECCAO DA EXF\:ESSAO DO GENE REPORTER (LUC2) EM CAMUNDONGOS
APOS TRANSFECCAO POR EP

Para deteccdo da atividade da luciferase in vivo, foram utilizados trés
camundongos/grupo C57BL/6, fémeas, de 6-8 semanas. Os animais foram inoculados com
plasmideo pLuc pelas vias i.m. oui.d. com ou sem eletroporacdo. O grupo controle recebeu
apenas PBS 1X (pH 7.4). Os resultados de bioluminescéncia foram obtidos apds inoculacdo
de 200 ul de luciferina (Promega, EUA), por via intraperitoneal, na concentracdo de 150
mg/kg de peso corpdreo, e visualizagdo no equipamento IVIS® Spectrum (Caliper, Stoke
Rochford, Inglaterra) 48 h ou 7 dias apos a transfeccdo. As imagens de bioluminescéncia
foram exibidas no modo “fotons” e analisadas posteriormente no proprio equipamento para

obtencéo dos valores de fluxo total (p/s), que se refere ao nimero de fotons por segundo.

3.7 MARCACAO INTRACELULAR DE CITOCINAS
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A marcacdo intracelular de citocinas intracelulares foi realizada utilizando amostras de
células mononucleares do sangue periférico (PBMC) ou esplendcitos, tratados com tampao de
lise de hemacias ACK (BioSourcelnternational, 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 concentracéo aproximada de 10° células/poco por 6 h a 37 °C
em placa de fundo concavo em 200 ul de meio RPMI completo e Brefeldin A (GolgiPlug; BD
Bioscience, EUA) a uma concentragdo de 10 ug/mL e IL-2 (5 ng/mL) na presenca ou ndo do
peptideo E7 especifico para linfocitos T CD8" (E7 49-57: RAHYNIVTF). Apos as lavagens,
as células foram incubadas com 50 pl de uma solucédo diluida 1:100 do anticorpo monoclonal
anti-CD8" por 30 min a 4 °C. As células foram lavadas com PBS 2% SFB e fixadas com
tampdo contendo paraformaldeido a 4%. Em seguida, as células foram permeabilizadas com
tampao contendo saponina a 0,5% e incubadas no mesmo tampao com 50 pl de uma solugao
diluida 1:100 de anticorpo monoclonal anti-IFN-y, anti-TNFa ou anti-IL-2 conjugados a
diferentes fluorocromos (BD Bioscience) por 30 min a 4 °C. Apéds as lavagens, as células
foram ressuspendidas em PBS 2% SFB e avaliadas em citémetro de fluxo.

Para os ensaios de avidez, diluicdes seriadas do peptideo E7 foram usadas como
estimulo variando a concentracdo entre 0,001 e 3 pug/mL. Em alguns experimentos, anti-
CD107a conjugado a fluoréforo e 10 pg/ml de monensina (GolgiStop; BD Biosciences) foram
adicionados durante o estimulo in vitro. Para os ensaios de fenotipagem de memoria,
juntamente com a marcacdo de CD8 de superficie foram utilizados anticorpos anti-CD62L e
anti-CD44. Os tampdes 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 presenca de células T
CD8" citotdxicas especificas para o peptideo E7 (RAHYNIVTF) em animais imunizados, de
acordo com metodologia descrita por Barber, Wherry e Ahmed (2003). Quatorze dias apos as
imunizacgBes, um grupo de animais ndo imunizados foi submetido a eutanasia e seus bagos
coletados para obtencdo de esplendcitos, conforme descrito anteriormente (item 3.7) e as
células foram incubadas com CFSE (carboxyfluorescin succinimidyl ester) (Invitrogen) a 0,5
uM ou 5 uM , em PBS por 15 min a 37 °C. Apods a incubagdo, as células foram lavadas e
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ressuspendidas em meio RPMI acrescido de 2% de SFB (RPMI 2%). Ao tubo contendo a
populagdo de células marcadas com 5 puM de CFSE, foram adicionados 2,5 pg/mL do
peptideo E7 e incubado por 40 min a 37 °C. Apds esse periodo, as células foram lavadas com
meio RPMI 2% para a remoc¢éo do peptideo ndo ligado e, em seguida, contadas. Quantidades
iguais das duas populagdes 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’
células/100 pL e injetado nos animais imunizados pela via do plexo retro-orbital. No dia
seguinte, todos os animais foram submetidos a eutanasia e os esplendcitos 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 uL de PBS 2% e examinadas por citometria de fluxo.
Os dados foram analisados para a determinacdo das porcentagens de células marcadas com
0,5 uM ou 5 uM de CFSE pelo programa FlowJo (TreeStar, OR, USA).

3.9 ANALISES ESTATISTICAS

As anélises estatisticas foram realizadas através dos testes T, ou ANOVA seguidos de
testes de comparagdo de Bonferroni, Tukey ou Dunnett. Os valores de p < 0,05 foram
considerados como indicativos de relevancia estatistica. A andlise estatistica do grafico de

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

4.1 COMPARACAO DOS EFEITOS DA EP IN VIVO PARA ENTREGA DE DNA
PLAMIDIAL PELAS VIAS INTRAMUSCULAR E INTRADERMICA

4.1.1 Andlise e quantificacdo da transfeccdo in vivo da atividade de luciferase apds inoculagéo
pelas vias i.m. e i.d.

Primeiramente, o presente trabalho buscou avaliar a eficiéncia de transfecgdo in vivo
de um plasmideo que codifica a enzima luciferase (denominado pLuc) apds a utilizacdo da
técnica de eletroporacdo. Para isso, camundongos C57BL/6 fémeas receberam uma dose de
50 ug de pelas vias i.m. (IM), i.m. associada a EP (IMEP), i.d. (ID), i.d. associada a EP
(IDEP) ou apenas PBS. Os resultados de bioluminescéncia foram obtidos 48 h ou 7 dias ap6s
a inoculacdo do plasmideo. A atividade de luciferase foi quantificada por imagens de
bioluminescéncia obtidas 7 a 10 min ap6s a inoculacdo de luciferina e posteriormente
quantificados em relacdo ao fluxo total de fétons emitidos (p/s) durante a reacdo de

luminescéncia. (Figura 3).

Em relacdo a imunizacédo pela via i.d., nos grupos ID e IDEP, apesar de dois dos trés
animais apresentarem emissao de luminescéncia (Figura 3A), ndo houve diferenca estatistica
entre o grupo inoculado com e sem EP tanto no periodo de 2 dias como de 7 dias apés a
administracdo do pLuc (Figura 3B-C), sugerindo que a EP neste caso, ndo aumenta os niveis
de transfecgdo do DNA. Por outro lado, a imunizagdo pela via i.m. utilizando EP (IMEP)
promoveu um aumento significativo da luminescéncia em relagdo ao grupo inoculado apenas
com o plasmideo (IM) em ambos os periodos avaliados, demonstrando capacidade de

transfeccdo in vivo superior a todos os grupos de imunizacéo (Figura 3).
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Figura 3: EP in vivo aumenta a expressao de luciferase pelas diferentes vias de imunizagdo. Camundongos
fémeas C57BL/6 (n=3) foram vacinados com 50 pg/camundongo de pLuc, pela via i.m. (IM) ou i.d. (ID),
combinadas a EP (IMEP ou IDEP), e o grupo controle recebeu apenas PBS. (A) A intensidade de
bioluminescéncia foi obtida 48 h ou 7 dias ap6s a inoculagdo do plasmideo pLuc e as imagens representam a
atividade de luciferase em camundongos 7 a 10 min apo6s a inoculacéo de luciferina. Quantificacéo do fluxo total
de fotons (p/s) durante a reacdo de luminescéncia, 48 h (B) e 7 dias (C), ap0s a inoculagdo de pLUC * P< 0.05;
** P< 0.01.

4.1.2 Andlise da inducéo de efeito terapéutico antitumoral e da ativacio de células T CD8"
pela imunizacdo com o plasmideo vacinal pgDE7h pelas vias i.m. e i.d. associadas a EP

Com o objetivo de avaliar o efeito da EP na inducdo da resposta antitumoral
promovida pela vacina de DNA pgDE7h, camundongos C57BL/6 foram inoculados pela via
s.c. com 7.5x10” células da linhagem tumoral TC-1 e apés 3 dias imunizados em regime de
dose Unica pela via i.m. com 50 pg (IM), ou pela via i.m. seguida da eletroporacao (IMEP),
com 10, 25 ou 50 pg do plasmideo. O grupo controle recebeu apenas PBS pela mesma via
sem eletroporacdo. 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
ug da vacina de DNA (sem eletroporacao) foi capaz de promover prote¢do antitumoral de
20% dos animais imunizados. No entanto, a associacdo da EP aos grupos que receberam
doses de 10 e 25 pg de pgDE7h levou a protecdo antitumoral em 20% e 60% dos animais,

respectivamente. Além disso, observamos que o uso da EP foi capaz de potencializar os



32
RESULTADOS

efeitos terapéuticos observados em animais vacinados com 50 pg, levando a 100% de
protecdo antitumoral por pelo menos 60 dias, apresentando diferenca estatistica em relagdo
aos grupos imunizados com 50 g da vacina e ao grupo controle PBS (Figura 4A).

ApOs observar a potencializagdo da protecao antitumoral com o uso da eletroporagao,
avaliou-se o envolvimento dos linfécitos T CD8" na resposta antitumoral induzida pela vacina
pgDE7h, associada ou ndo a eletroporagdo. Amostras de sangue foram obtidas 14 dias apos a
imunizagdo e utilizadas para a marcacao intracelular (ICS) de IFN-y por linfocitos T CDS'E7"
como indicativo de ativacao dessas células. A figura 4B mostra a porcentagem de linfocitos T
CDS'TFN-y" E7-especificos em relagio ao total de células T CD8". De modo similar ao efeito
observado na protecdo antitumoral (Figura 4A), os resultados mostram que o uso da EP em
animais imunizados com 50 pg levou ao aumento significativo da porcentagem de linfocitos T
CDS8" produtores de IFN-y em relagio ao grupo vacinado com 50 pg pela inoculagdo i.m.
convencional, alcangando niveis proximos a 6%. Além disso, vale ressaltar que os grupos
imunizados com as doses menores (10 e 25 pg) apresentaram niveis de T CD8 TFN-y" E7-
especificos ainda maiores que o grupo que recebeu 50 pg de pgDE7h o qual foi mostrou-se

estatisticamente semelhante ao grupo PBS.



33

RESULTADOS
A
S
€ 100 *
=] *
-~ 50 g IMEP
3 80- Hg
§ l—l -+ 25,9 IMEP
> 601
- = 10 pg IMEP
o]
> 404 - 50ug M
®]
2 201 2 - PBS
5
S
S o0 T .
N 0 15 30 45 60
Dias ap6s o desafio
B
*%k%k
f *k%k !
7' : [ *k%k :
+ kx|
o 6-
Q 2
O s ¢
+_ .
>‘ -
_ 4
L_L 34 A '.
+°o° ) A "o
O v .
X 1- — Yty
v
e ¥ VI T ¥ e vy
S Q < Q 4
A\
X S \@o \@o \@o
N
Q 5 )
v Vv s

Figura 4: A associacdo da EP a vacina pgDE7h pela via i.m. promove 0 aumento dos niveis de protecao
antitumoral terapéutica e da ativacdo de linfocitos T CD8" E7-especificos. Camundongos C57BL/6 fémeas
foram inoculados com 7,5x10* células/ animal da linhagem tumoral TC-1 pela via s.c. e 3 dias ap6s o desafio
foram imunizados com 50 pg do plasmideo pgDE7h pela via i.m. (IM) ou com 10, 25 ou 50 ug da vacina pela
via i.m. seguida de EP (IMEP). (A) Porcentagem de animais livres de tumores durante o acompanhamento da
protecdo antitumoral durante 60 dias apds o desafio. * P< 0.05, teste Mantel Cox, * 50 ug EP vs 50 ug; ** 50ug
vs PBS(B) Porcentagem de células T CD8" produtoras de IFN-y em amostras de sangue coletadas 14 dias apds a
imunizacdo. As células foram estimuladas com o peptideo E7“**" e os valores apresentados resultam da

diferenca em relagdo a expressdo de IFN-y por células ndo estimuladas, * P< 0.05; ** P<0.01; *** P<0,001.
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Apesar de ndo se observar aumento significativo da expressao de luciferase em
animais inoculados pela via i.d. com pLuc, esta mesma via foi testada com o plasmideo
vacinal com o intuito de se avaliar avaliar a prote¢ao antitumoral terapéutica e a inducao de
células T CDS8" ET7-especificas produtoras de IFN-y promovida pela associagio a
eletroporacdo. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 7,5x10* células da linhagem
tumoral TC-1 e, apos 3 dias, imunizados com 50 pg do plasmideo pgDE7h pela via i.d. (ID)
ou combinado a 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 protecdo antitumoral do grupo IDEP em relagdo ao grupo ID, ndo foi observada
diferenga estatistica entre os grupos, apresentando prote¢do 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 apds a imunizagao,
e analisada por citometria de fluxo (Figura 5B). Nao foi observada diferenga estatistica entre
os grupos ID e IDEP e nem em relagdo ao grupo PBS, apresentando niveis reduzidos de
ativacio de linfocitos T CD8" IFN-y" E7-especificos em relagdo aos obtidos com a vacinagio

pela via i.m. (Figura 4B).
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Figura 5: A imunizacio com a vacina pgDE7h pela via i.d. associada ou ndo & EP promove baixos
niveis de protecdo antitumoral terapéutica e de ativagdo de linfocitos T CD8* E7-especificos
produtores de IFN-y. Camundongos C57BL/6 fémeas foram inoculados com 7,5x10* células/animal
da linhagem TC-1 pela via subcutanea e 3 dias ap6s o desafio imunizados pela via i.d. com 50 pug do
plasmideo pgDE7h de forma convencional (ID) ou seguido de EP (IDEP). O grupo controle recebeu
PBS apds o desafio. (A) Porcentagem de animais livres de tumores durante o acompanhamento da
prote¢do antitumoral durante 60 dias ap6s o desafio. * P< 0.05, teste Mantel Cox. (B) Porcentagem de
células T CD8" produtoras de IFN-y em amostras de sangue coletadas 14 dias ap6s a imunizag&o. As
células foram estimuladas com o peptideo E7“**” e os valores apresentados resultam da diferenca em
relacdo a expressao de IFN-y por células ndo estimuladas. Nédo foi observada diferenca estatistica entre
0s 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 sitio de inoculacdo da vacina pgDE7h
pelas vias i.m. e i.d.

Ap0s observacdo do efeito terapéutico da vacina pgDE7h associada a EP pelas duas
vias de administracdo, o proximo passo foi avaliar o perfil de migracdo celular no sitio de
imunizacdo. Para tal, camundongos C57BL/6 foram inoculados com 50 pg da vacina pgDE7h
pelas vias i.m. (IM) ou i.d. (ID) ou associada a EP (IMEP ou IDEP, respectivamente) e
utilizamos como grupos controle animais inoculados com apenas o veiculo vacinal (PBS),
submetidos a pulsos elétricos (EP), ou animais sem manipulacdo (Naive). Em funcéo da via
de inoculacdo, amostras de pele ou musculo foram coletadas 48 h apds a vacinagdo,
processadas e incubadas com colagenase. Para monitorar as células recrutadas para o local da
imunizacdo, foram realizadas marcacOes de superficie para posterior analise por citometria de
fluxo para avaliacdo da expressdo das moléculas: CD8, CD4, CD19, CD11b/Grl, CD11c,
F4/80 e NK1.1.

Os resultados correspondentes a infiltragdo celular no masculo apds a imunizacéo por
essas vias estdo apresentados na figura 6. Células CD4" e F4/80" (Figura 6B e F) apresentaram
niveis aumentados em relacdo ao grupo naive em animais submetidos a eletroporacao,
associada ou n3o ao plasmideo vacinal. Ja em relacio as células CD19" e CD11b*Gr1" (Figura
6C e D) apesar de se verificar a presenca destas populacbes no musculo dos animais
vacinados, ndo foi observado um aumento significativo das mesmas em comparagao ao grupo
naive, sugerindo que tais células ndo estdo envolvidas diretamente com o efeito terapéutico,
mostrado anteriormente, para 0s grupos de vacinacdo. Em contrapartida, niveis aumentados
de células CD8", CD11c" e NK1.1" (Figura 6A, E, G) foram observados nos grupos
submetidos a EP (EP e IMEP), com diferenca estatistica apenas para o grupo que recebeu a
vacina (IMEP) em relacdo ao grupo controle Naive. De um modo geral, a EP associada a
vacina pgDE7h pela via i.m. induziu um aumento do influxo de células CD8", CD4", CD11c",
F4/80" e NK1.1%, no local da imunizag&o. Pela via i.d., no entanto, ndo foi possivel observar
aumento em nenhuma das frequéncias de células avaliadas, CD8*, CD4", CD19",
CD11b/Gr1", CD11c*, NK1.1" e F4/80" (Figura 7) na pele dos animais submetidos as mesmas

condigdes estabelecidas para a via i.m..
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Figura 6: EP associada a imunizacdo com o plasmideo vacinal pgDE7h promove recrutamento de células
do sistema imune para o sitio de inoculacao pela via i.m. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 50
Kg da vacina pgDE7h pela via i.m. (IM) apenas ou associada a EP (IMEP). Grupos controles receberam apenas
PBS, ou pulsos elétricos (EP), ou ndo foram inoculados (Naive). Porcentagem de células positivas para a
expressdo das moléculas (A) CD8, (B) CD4, (C) CD19, (D) CD11b/Grl, (E) CD11c, (F) F4/80 e (G) NK1.1, em
relacdo as células totais de amostras provenientes do musculo. * P< 0.05; ** P< 0.01.
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Figura 7: EP associada a imuniza¢do com o plasmideo vacinal pgDE7h néo altera o perfil celular do sitio
de inoculagéo pela via i.d. Camundongos C57BL/6 foram imunizados com 50 pg da vacina pgDE7h pela via
i.d. (ID) apenas ou associada a EP (IDEP). Grupos controles receberam apenas PBS, ou pulsos elétricos (EP), ou
ndo foram inoculados (Naive). Porcentagem de células positivas para a expressdo das moléculas (A) CD8, (B)

CD4, (C) CD19, (D) CD11b/Gr1, (E) CD11c, (F) F4/80 e (G) NK1.1, em relagdo as células totais de amostras
provenientes da pele. * P< 0.05; ** P< 0.01.

4.2 EFEITOS DA EP PELA VIA .M. NA RESPOSTA CELULAR INDUZIDA PELA
VACINA pgDE7h

De acordo com os resultados obtidos apds imunizacdo pela via i.m., buscou-se
investigar nesta etapa do trabalho, as caracteristicas da resposta celular induzida capaz de
conferir protegdo total antitumoral terapéutica em animais submetidos a EP. A capacidade
citolitica dos linfocitos ativados apos as imunizagdes foi avaliada pelo ensaio de citoxicidade
in vivo. Grupos de camundongos C57BL/6 foram imunizados pela via i.m. em regime de dose
unica com: 10, 25 ou 50 ug de pgDE7h associados a EP, ou 50 pg da vacina de DNA sem
eletroporagdo. O grupo controle recebeu apenas PBS. Apos 14 dias, os animais receberam
uma mistura de esplenocitos de camundongos ndo imunizados, pulsadas com um peptideo
derivado da proteina E7 (48-57) de HPV-16 e marcadas com 5 uM do corante CFSE (células

alvo), ou 0,5 uM de CFSE e ndo pulsadas com estimulo (células controle). Os bagos dos
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animais imunizados foram coletados para andlise de células marcadas com CFSE por
citometria de fluxo 20 h apds a inocula¢do das mesmas. A redugdo do numero das células alvo
em relacdo as células controle indica a atividade citotoxica mediada por linfocitos T CD8".

Na figura 8A ¢ possivel observar que os grupos que receberam as doses pela via i.m.
associadas a EP apresentaram porcentagens de lise especificas iguais ou superiores a 50 e
80%, respectivamente, apresentando diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle.
Comparando animais imunizados com 50 pg da vacina pgDE7h pela via i.m. associada ou nao
a EP, observou-se que o grupo IM apresentou porcentagens de lise especifica inferiores a 20%
em média, destacando-se mais uma vez o grupo IMEP, que apresentou diferengas estatisticas
quando comparado aos grupos PBS e IM (Figura 8B).

Para confirmar os dados de citotoxicidade in vivo, relacionando-os com a capacidade
de degranulagdo das células T CD8" mediante a um estimulo antigénico, analisamos a
expressdo da molécula CD107a em linfocitos T CD8" produtores de IFN-y, seguindo o
mesmo protocolo de imunizagdo descrito acima. Os dados da figura SC mostram que duas
semanas apoOs a vacinagdo, o grupo IMEP apresentou os maiores niveis de expressdo da
molécula CD107a em células T CD8" ativadas E7-especificas, permitindo observar-se uma
diferencga estatistica em relacdo ao grupo IM. Os resultados mostram que a EP associada a
imunizagdo com 50 pg do plasmideo pgDE7h promove aumento da atividade citolitica de

linfocitos T CD8" antigeno-especificos.
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Figura 8: Vacina pgDE7h administrada pela via i.m. seguida de EP promove aumento da expressédo da
molécula CD107a e da atividade citotoxica de células T CD8". Camundongos C57BL/6 foram desafiados
com 7,5x10* células da linhagem tumoral TC-1 pela via s.c.. Apds trés dias, grupos foram imunizados pela via
i.m. em regime de dose Unica e as andlises foram realizadas 14 dias ap6s a imunizagdo. Porcentagem de lise
especifica no ensaio de citotoxicidade in vivo em grupos de animais que receberam 10, 25 ou 50 pug de DNA
combinada a EP (A), ou que receberam 50 pg da vacina associada ou ndo a EP (IMEP e IM, respectivamente)
(B). Os dados apresentados sdo 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-y" em relag&o ao total de
células CD8 presentes no baco. As amostras foram incubadas com (c/est) ou sem (s/est) estimulo, referindo-se
ao peptideo E7. Os animais foram imunizados com 50 pg da vacina associada ou ndo a 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.

Apbs observacdo dos resultados de indugdo de linfocitos T CD8" especificos com a
vacinacdo i.m. associada a EP, buscou-se avaliar a forca da interacdo dessas células pelo
peptideo E7 utilizado nos ensaios de resposta celular (Figura 4), fenbmeno conhecido por
avidez celular. Neste ensaio, esplendcitos de animais imunizados com uma dose de 50 pg de
pgDE7h por via im. (IM) ou associada a EP (IMEP) foram coletados 14 dias apos a
imunizacdo e incubados com diluicdes seriadas do peptideo E7“9*" com as concentracdes
variando entre 0,001 e 3 pg/mL e entdo submetidos a marcacdo extracelular de CD8"
intracelular de IFN-y*. Os dados obtidos nos permitem observar que o grupo IM, gerou niveis

significativos de células T CD8" capazes de secretar IFN-y quando incubadas com o peptideo
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a partir da concentracdo de 0,01 pg/mL, enquanto que para o grupo IMEP, tal concentracdo
foi reduzida em 10 vezes onde observa-se inducdo de resposta celular especifica a partir de
0,001 pg/mL (Figura 9). Esse conjunto de dados permite observar que a eletroporagao,
qguando associada a diferentes doses do plasmideo pgDE7h, induz aumento da atividade
citotoxica dos linfécitos ativados. Entretanto, quando combinado a dose de 50 ug de DNA,
observamos um aumento da atividade citotoxica e da avidez das células T CD8" pelo peptideo
E7 especifico em relagdao a vacinagdo i.m. convencional, confirmando o potencial do uso da

EP para indugao de resposta celular especifica.

r ****** |
3- : Fkk I !
Kekk
*kk
e
QO 1 IM
O 2.
o | * I Il IMEP
> *
Z| [ * 1
. 1

m *
+
(0] -
a 1
<
I

0

Figura 9: Administracéo 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* células da linhagem tumoral TC-1 pela
via s.c.. Apos trés dias, os animais foram imunizados com 50 pg da vacina combinada (IMEP) ou ndo a EP (IM)
pela via i.m. em regime de dose Unica. Os bagos dos animais foram removidos 14 dias ap6s a imunizagdo e
incubadas com diferentes concentragdes do peptideo E7 CD8 -especifico (0,001; 0,003; 0,01; 0,03; 0,1; 0,3; 1 e
3 pg/mL). Os valores indicam as porcentagens de células T CD8" produtores de IFN-y sem ou com estimulo
(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, propds-se avaliar a capacidade dos linfocitos T CD8"

ativados pela vacinagdo em produzirem outras citocinas, além de IFN- vy, que podem sugerir
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uma polifuncionalidade dessas células na indugdo da resposta celular efetora. De fato, a
imunizacdo com a vacina pgDE7h associada a EP induziu niveis de expressdo das citocinas
IFN-y, IL-2 ou TNF-o aumentados em comparagdo a vacinagdo convencional (IM), com
diferenca estatistica entre esses grupos (Figuras 10A-C). Quando avaliada a frequéncia de
linfocitos T CD8" respondedores, isto ¢, capazes de produzir algumas das citocinas (IFN-y ou
IL-2 ou TNF-a) (Figura 10 D), a associagdo da EP a vacina pgDE7h pela via i.m. (IMEP)
promoveu o aumento de produgdo das destas citocinas em relacdo ao grupo que recebeu a
vacina pela inoculacdo convencional (IM). Ja em relagdo a combinagdo da expressdao por
células T CD8" E7-especificas das trés citocinas mencionadas (Figura 10E), a vacinacio
associada a EP (IMEP) induziu niveis aumentados de células T CDS8" produzindo duas das
trés citocinas combinadas (IFN-y e TNF-0), sugerindo uma caracteristica de

polifuncionalidade dos linfocitos induzidos pela vacinagao.
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Figura 10: Administracdo da vacina pgDE7h pela via i.m. associada & EP induz a producdo de IFN-y,
TNF-a e IL-2 por células T CD8" E7-especificas. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com
7,5x10%animal de células TC-1 e vacinados ap6s 3 dias com 50 pg de DNA do plasmideo pgDE7h pela via i.m.
associada (IMEP) ou ndo (IM) a eletroporacéo. Os bacos dos animais foram coletados 14 dias apds a imunizacéo
e as células foram estimulados e analisados por citometria de fluxo para detectar a expressdo de IFN-y, IL-2 e
TNF-a em células T CD8". Porcentagem de células T CD8" capazes de expressar individualmente (A) IFN-y, (B)
IL-2 e (C) TNF- . (D) Magnitude da resposta expressa na forma de porcentagem de células T CD8+ capazes de
produzir alguma das citocinas (IFN-y ou TNF-a ou IL-2). (E) Porcentagem de células T CD8" capazes de
expressar 1, 2 ou as 3 das citocinas avaliadas, incluindo as diferentes combinacGes possiveis 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 indugdo de células T de memoria
promovida pela combinagdo da vacina com a eletroporagdo, animais receberam 50 pg de
pgDE7h administrada pela via i.m. convencional (IM) ou associada a essa técnica (IMEP). Os
esplendcitos dos animais vacinados foram obtidos 14 dias apds a imunizagdo e incubados com
o peptideo E7 para andlise de ativagdo de células de memoria através do monitoramento da

producao de IFN-y. Além da marcacao de superficie para moléculas de CD8, as cé¢lulas foram
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marcadas com anti-CD44 e anti-CD62L, permitindo a distingdo entre células T CD8" de
memoria central (CD44'CD62L"; Tem) e efetora (CD44 CD62L"; Tem).

Os resultados demonstram que nao houve diferenga estatistica na frequéncia de células
T CD8" de memoria central (Tcm) entre os grupos IM e IMEP (Figura 11A). Entretanto,
considerando a populagdo de células T CD8" de memoria efetora (Tem), o grupo IMEP
apresentou maior porcentagem de indugdo desse fendtipo celular em relagdo ao grupo IM,
apresentando diferencga estatistica entre os grupos. A razao entre a frequéncia de Tem e Tecm
(Tem/Tcm) no grupo IM foi de 1,2 e 1,8 no grupo IMEP, demonstrando uma polarizagao para
memoria efetora com a associagdo da eletroporagdo. A avaliacdo da producdo de IFN-y por
células T CD8" de memoria efetora e central, indicou que o grupo que recebeu a vacina
associada a EP apresentou uma maior quantidade de células Tem produtoras de IFN-y em
relacdo ao grupo IM, apresentando diferengas estatisticas entre os mesmos (Figura 11B). Em
ambos os grupos, a producdo de IFN-y por Tem nao atingiu niveis detectaveis pelo ensaio
realizado (dados ndo mostrados). Em resumo, notamos que a imunizagao utilizando 50 pg do
plasmideo vacinal pgDE7h pela via i.m. combinado a EP induziu maior frequéncia e ativacao

de células T CD8" de memoria efetora.
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Figura 11: Administracdo do plasmideo pgDE7h pela via i.m. associado a EP, induz resposta de células T
CD8"* de meméria efetora. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 7,5x10%/animal de células TC-1 e
apos 3 dias, grupos foram imunizados pela via i.m. com 50 pug de DNA pela forma convencional (IM) ou
combinada & EP (IMEP). O bago dos animais foi coletado 14 dias ap6s a imunizacéo, as células estimuladas
com peptideo E7, submetidas a marcagéo extracelular de moléculas CD8, CD44 e CD62L e intracelular de IFN-y
e analisadas por citometria de fluxo. (A) Porcentagens de células de memoria central (CD8'CD44°CD62L";
Tcm) e efetora (CD8'CD44"CD62L"; Tem) (CD8"CD44'CD62L") dentro da populagdo CD8". Valores na parte
superior do grafico representam a relagdo Tem/Tcm para os diferentes grupos de imunizagdo. (B) Porcentagens
de células Tem produtoras de IFN-y dentro da populagdo CD8". * P< 0.05; ** P< 0.01.

Por fim, e diante dos resultados promissores obtidos com a vacinacdo associada a EP,
pela via i.m., avaliou-se a eficacia desta estratégia vacinal contra tumores ja estabelecidos,
realizando a imunizacdo 7 ou 10 dias ap6s o desafio com as células TC-1, quando 0s tumores
sdo palpaveis e possuem aproximadamente 2 mm de diametro (Figura 12). Os animais foram
vacinados com 50 pg do plasmideo pgDE7h pela via i.m., seguido ou ndo de EP (IMEP ou
IM, respectivamente). Os dados mostram que, animais dos grupos IM imunizados 7 ou 10
apos o desafio tumoral, apresentam um atraso na evolucdo do crescimento tumoral, mas todos
0s animais desenvolveram tumores. Entretanto, quando associada a EP (IMEP), os animais
imunizados tanto 7 ou 10 dias ap6s o desafio, apresentaram 70% de protecdo antitumoral,
permanecendo livres de tumor até o final do periodo de monitoramento (60 dias), podendo ser

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

A



50

RESULTADOS

o

€ 100

2

)
T 804

8 - |IMEP
> 60- B M
%) -- PBS
@)

o 401

c

=

c 201

>

5

(_) 0 T 1

S 0 20 40 60

Dias ap0s o desafio
B

5 Dia 10

E 100

2

()

T 80A

[70]

()

S 60 Sk -+ IMEP
0 - M
8) 40- = -~ PBS
5

c 20-

>

£

8 O . L] L] 1

S 0 20 40 60

Dias ap6s o desafio

Figura 12: EP associada a vacina pgDE7h pela via i.m. promove protecdo antitumoral terapéutica em
camundongos com tumores pré-estabelecidos. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 7,5x10* células
TC-1 pela via s.c. e imunizados pela via i.m. com 50 pg do plasmideo pgDE7h seguida (IMEP) ou ndo (IM) de
EP 7 ou 10 dias ap6s o desafio. Porcentagem de animais livres de tumores em grupos de animais imunizados 7
(A) ou 10 (B) dias apds o implante das células tumorais. O grupo controle recebeu PBS 7 dias ap6s o desafio. O
acompanhamento da prote¢do antitumoral foi realizado durante 60 dias apds o desafio.*** IMEP vs IM. * P<
0,05; **P< 0,01; ***P< 0,001.
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5 DISCUSSAO

A baixa eficdcia das vacinas de DNA em ensaios clinicos 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 virus HPV-16 (pgDE7h), em modelo murino.
Os resultados demostraram que a associacdo da EP a vacina, quando administrada pela via
i.m., promoveu um aumento na protecdo antitumoral induzida e na ativacdo de células T
CD8" antigeno-especificas. O efeito observado esta de acordo com a maior indugdo de
transfeccdo celular e do influxo de células para o sitio de inoculagdo, evidenciados pela
associacao da EP a administracdo de plasmideos por essa via. A utilizacdo 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 plasmideo vacinal em um futuro ensaio clinico.

A contribuicdo da EP in vivo para as respostas imunoldgicas 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 expressdo do gene codificado. A
transfeccdo celular facilitada pela EP ocorre pelo aumento da permeabilidade da membrana
promovido por um pulso elétrico, com consequente aumento de captacdo de DNA e
transferéncia de genes para o interior da célula, dessa forma, aumentando a transfeccéo 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 transfeccéo in vivo foi demonstrada em
trabalhos que estudam vacinas de DNA contra tumores induzidos por HPV-16 (SUN et al.,
2015), hepatite C (AHLEN et al., 2007) e melanoma (KALAT et al., 2002). Alguns trabalhos
demonstraram que a EP pode aumentar a eficiéncia de uma vacina de DNA, induzindo um
aumento da expressao génica de até 1.000 vezes (GOTHELF; GEHL, 2012; ZUCCHELLI, et
al., 2000).

Em nosso trabalho, entretanto, ndo observamos efeitos benéficos da EP em relacéo ao
aumento de expressdo génica pela via i.d., que apresentou semelhante atividade enzimatica da
luciferase ap6s a inoculacdo do plasmideo pLuc por essa via, independemente da
eletroporagéo. A via i.d., aléem de ser de facil acesso e pouco invasiva, apresenta interesse do
ponto de vista da entrega antigénica, pois a pele é um tecido rico em células apresentadoras de
antigenos (CUI; DIERLING; FOLDVARI, 2006), capazes de captar os antigenos, migrar para
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os linfonodos e apresentar eficientemente esses antigenos 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 a
inoculacdo i.m. foi verificado um pronunciado aumento da expressao da proteina luciferase.
Apesar de o musculo apresentar baixa frequéncia de APCs, este sitio também pode ser
explorado com éxito para a adminstragdo de vacinas de DNA com a eletroporagdo. A célula
muscular, transfectada pelo DNA vacinal, é capaz de produzir o antigeno, aumentar a
expressao de moléculas de MHC I e outras moléculas co-estimulatorias o que leva a produgao
de citocinas e quimiocinas ¢ promo¢do de um ambiente pro-inflamatério (BABIUK et al.,
2002; KALAT et al., 2002; SHIROTA et al., 2007). De fato, em nossos estudos verificamos
gue, no masculo, a EP contribuiu para a migracdo de células natural killer (NK) e células que
expressam as moléculas F4/80 ou CD11c, sugerindo a presenca de macréfagos e células
dendriticas no sitio da inoculagdo, além da infiltracdo de células CD4" e CD8". Os resultados
obtidos para a via i.m. mostraram que esse influxo de células esta particularmente relacionado
a administracdo de pulsos elétricos e ndo ao DNA plamidial, visto que animais que receberam
apenas a EP apresentaram resultados semelhantes aos que receberam a EP associada a
inoculagdo com DNA. Outros estudos demonstraram que a EP, além de aumentar a eficiéncia
de transfeccdo, também é capaz de promover uma inflamacdo local, induzindo a producéo de
citocinas inflamatorias e o recrutamento de células do sistema imune como mondcitos,
macrofagos (LEBLANC et al., 2008; LUXEMBOURG et al., 2006;), células dendriticas,
células natural killer, (AIHARA et al., 1998; BEST et al., 2009; L@VAS et al., 2014; MIR et
al., 1999), células B e T infiltradas (LIU et al., 2008), tornando o ambiente mais propicio para

a apresentacao de antigenos e o desencadeamento da uma resposta imune efetiva.

Em contrapartida, associando-se o plasmideo vacinal a EP pela via i.d. nas condicdes
testadas, ndo foi possivel observar um influxo de células pro-inflamatérias para o sitio de
imunizac&o. No entanto, observou-se a uma grande quantidade de células F4/80" na pele, mas
de forma independente de qualquer inoculacdo (também no animal naive), fen6tipo que pode
ser associado a elevada frequéncia de células Langerhans nesse tecido, podendo ser
caracterizado pela expressdo em maior quantidade da molécula F4/80 e, em baixos niveis,
CD11c (LIN et al., 2005; MCKNIGHT; GORDON, 1998). Alguns estudos demonstraram que
a EP promove o aumento da transfec¢éo de células na pele favorecendo a poténcia de vacinas
de DNA (GLASSPOOL-MALONE et al., 2000; HELLER et al., 2001; LAMOLINARA et al.,
2015; VANDERMEULEN et al., 2015). Nas condigdes avaliadas em nosso protocolo vacinal
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baseado na administracdo pela via i.d., a vacina ndo foi capaz de conferir resposta
antitumoral, ou induzir um aumento nas respostas imunoldgicas celulares. Esses resultados
estdo em acordo com os demais resultados obtidos pela via i.d., que indicaram que a EP néo
foi capaz de aumentar a transfeccdo de células, ou promover um influxo de células pro-

inflamatorias para o sitio de inoculag&o.

A introducdo da EP em nosso protocolo vacinal, quando administrada pela via i.m.,
promoveu o0 aumento da eficdcia antitumoral da vacina. Apenas uma dose de 50 ug do
plasmideo pgDE7h, sequida de EP foi capaz de elevar em até cinco vezes o efeito terapéutico
antitumoral em comparacdo a administragdo convencional e contribuiu para o aumento
expressivo da inducio de células T CD8" IFN-y*, promovendo uma resposta homogénea entre
0 grupo de animais, mesmo em regime de dose Unica. Nossos dados sdo condizentes com a
literatura, que mostram a contribuicdo da EP em aumentar a poténcia de vacinas de DNA
administradas pela via i.m. (DAYBALL et al., 2003; WIDERA et al., 2000), com aumento da
protecdo antitumoral e inducdo 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 eficicia da associa¢ao
da EP a vacina de DNA pela via i.d., comparando-se aos resultados gerados pela via i.m. de
imunizacdo, pode estar associada a fatores como a utilizacdo de um eletrodo em pinca nédo
perfurante na via i.d. e a propria inoculacdo do DNA nesse sitio, que apresenta maior
dificuldade técnica que a inoculacdo pela via i.m. Os efeitos obtidos pela via i.d. de
imunizacdo em combinagdo com a EP poderiam ser otimizados alterando algumas condigdes
do protocolo vacinal empregado, como a quantidade de doses e de DNA, a voltagem e
quantidade de pulsos aplicados, ou o proprio eletrodo. Por outro lado, 0 aumento da protecdo
antitumoral e respostas celulares obtidas seguindo o protocolo testado empregando a via i.m.
como sitio de entrega da vacina de DNA combinada a eletroporacdo, foram coerentes com 0s
maiores niveis de transfeccdo in vivo e de inducdo de migracdo de células imunoldgicas para o
sitio de inoculacdo 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 associacéo da EP pela via i.m. de
imunizacdo, como forma de potencializar os efeitos antitumorais e a ativagdo de células T
CD8" antigeno-especificas, buscamos definir as caracteristicas 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 ap0s a vacinagao, elevando os niveis de
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expressdo da molécula CD107a em linfocitos T CD8'IFN-y E7"-especificos. Observamos
também, em ensaios de citotoxicidade in vivo, que a EP associada a vacina elevou a atividade
citotoxica contra o epitopo CD8 presente em E7. Outros trabalhos mostram que a molécula
CD107a ¢ um marcador expresso exclusivamente durante a degranulagcdo de linfécitos T
citotoxicos, indicando que a célula T CD8 ¢ uma CTL, e ressaltam a importancia desses
linfocitos com perfil citotoxicos na eliminacdo de células tumorais induzidas pelo virus 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 contribuido
para aumentar o efeito antitumoral terapéutico e a resposta celular mediada por linfécitos T
CD8 citotoxicos, também observamos que esse método de entrega contribuiu para o aumento
da avidez dos linfécitos ativados. Avidez pode ser definida como a quantidade de peptideo
necessaria para a ativacdo da funcdo efetora, ou seja, é a capacidade de forca total da
interacdo entre os linfécitos T citotoxicos 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 introducdo da EP em nossa formulagéo vacinal,
foi capaz de acentuar a avidez dos linfocitos T CD8" pelo antigeno e aumentar sua capacidade

efetora, conferindo total efeito terapéutico antitumoral.

Ainda, a administracdo da vacina seguida de EP promoveu 0 aumento da producado das
citocinas IFN-y, IL-2 e TNF-a, ¢ de IFN-y e TNF-o simultancamente. A secre¢do dessas
citocinas indica o favorecimento de um perfil Thl de resposta imune. A inducdo desse tipo
resposta pode ser associada ao controle da progresséo do cancer cervical, como mostrado em
alguns trabalhos (BAIS et al., 2005; DELIGEOROGLOU et al., 2013; KIM et al., 2014;
PEGHINI et al., 2012;). A introducdo da EP em nossa estratégia vacinal induziu o aumento de
células T de memoria efetora, conferindo outra vantagem importante na resposta gerada apos
a imunizacdo. A inducdo de celulas de memoria efetora € um fator importante para a eficacia
de uma vacina (KAECH; WERRY; AHMED, 2002; WHERRY; AHMED, 2004) e
considerado um fator critico na eliminagdo células infectado pelo HPV (NAKAGAWA et al.,
2002).

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

imunizagOes tardiamente, e a aplicacdo da EP conseguiu manter parte da eficacia antitumoral
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vista no protocolo anterior, sugerindo que nossa estratégia vacinal combinada a EP pode ser
utilizada para tratamento de tumores avangados. O conjunto de dados apresentados demonstra
que o uso da EP como método de entrega do plasmideo vacinal pgDE7h foi capaz de
potencializar a eficacia da vacina, promovendo 0 aumento da protecdo antitumoral terapéutica
contra tumores que expressam as proteinas E6 e E7 do HPV-16, além de aumentar os niveis
de resposta celular especifica e efetora. Desta maneira, o trabalho consolidou o uso da EP
como método potencial para entrega de vacinas de DNA, em especial de carater terapéutico,

tornando-se um forte candidato vacinal para futuros ensaios clinicos.
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6 CONCLUSOES

A EP foi capaz de aumentar a eficiéncia de transfeccdo in vivo do plasmideo que
expressa o0 gene reporter da luciferase, quando administrado pela via i.m..

A EP combinada a administracéo de 50 pg da vacina pgDE7h pela via i.m. foi capaz
de gerar uma migracdo de diversas células do sistema imunoldgico para o sitio de
inoculacdo, como células NK, e células expressando as moléculas F4/80 e CD11c.
Apenas uma dose de 50 pg do plasmideo vacinal pgDE7h combinada a EP pela via
i.m. foi capaz de induzir protecdo antitumoral terapéutica em camundongos 100% dos
animais imunizados e inducdo de niveis expressivos de resposta celular mediada por
linfocitos T CD8"E7- especifica, capazes de secretar a citocina IFN-y.

O uso da EP como método de entrega da nossa de DNA plasmidial pela via i.d. ndo foi
capaz de induzir aumento da transfeccdo celular in vivo, influxo de células proé-
inflamatorias para o sitio de inoculacdo, respostas celulares antigeno-especificas, ou
protecdo antitumoral terapéutica, ndo se mostrando uma via de imunizacdo promissora
nas condicdes testadas.

A utilizacdo da EP para a entrega da vacina de DNA pgDE7h pela via i.m., foi capaz
de aumentar o estado efetor dos linfdcitos T ativados, induzindo em niveis elevados, a
expressdo da molécula CD107a em linfocitos T CD8'E7-especificos capazes de
secretar a citocina IFN-y, induzindo a degranulagdo, aumento do efeito citolitico E7-
especifico e da maior avidez desses linfécitos.

A estratégia vacinal pgDE7h administrada pela via i.m. e combinada a EP induziu
linfocitos T CD8"E7-especificos capazes de secretar as citocinas IFN-y, IL-2 e TNF-o.
Além de induzir células T de memoria efetora produtoras de IFN-y.

A associacdo da EP conseguiu manter a eficacia antitumoral da vacina pgDE7h
quando as imunizacGes foram realizadas em diferentes tempos (7 e 10 dias ap6s o
desafio tumoral), conferindo 70% de protecdo terapéutica.

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

a estratégia vacinal associada a EP administrada pela via i.m. se mostrou eficiente no
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controle de tumores expressando oncoproteinas de HPV-16. Esse trabalho contribui
para a aplicagdo de uma nova abordagem imunoterapéutica voltada para o controle do
cancer de colo de Utero, assim como outros tumores induzidos pelo HPV, em

condicdes clinicas.
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