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RESUMO

Cerqueira, OLD. Avaliagdo de diferentes sistemas de imunizacdo que empregam a
oncoproteina E7 do virus papiloma humano tipo 16 (HPV 16) geneticamente fusionada a
flagelina flicd de Salmonella enterica sv. Muenchen. [Dissertacio (Mestrado em

Microbiologia)] Sdo Paulo; Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo;
2009.

O cancer cervical ¢ o segundo maior responsavel por mortes atribuidas a cincer em
mulheres e dados epidemioldgicos tem demonstrado a associagdo entre a infec¢cdo do HPV e o
desenvolvimento da neoplasia. Sabe-se que num dado momento da infec¢do pelo HPV, ocorre
integracao do genoma viral ao genoma da célula hospedeira e consequente hiperexpressao de
dois oncogenes virais, E6 e E7, o que contribui fortemente para a transformagao celular. O
presente trabalho propde o uso de vacinas terapéuticas expressando a oncoproteina E7 do
HPV-16 geneticamente fusionada a por¢do amino terminal da flagelina FliCd de Salmonella
enterica sv miienchen; e verificagdo de seu possivel papel adjuvante. Vacinas de DNA foram
construidas de modo a direcionar as proteinas hibridas ao espago intracitoplasmatico. A
verificagdo da expressdo in vitro foi feita utilizando transfecgdes de culturas celulares, seguida
de imunofluorescéncia e imunodetec¢do. Em seguida, essas construgdes vacinais foram
administradas em camundongos C57BL6. Ensaios de ELISPOT foram feitos para mensuragao
o nivel de linfocitos T secretores de IFN-g. Os dados de imunofluorescéncia e imunodeteccao
demonstraram a correta expressio da proteina. Ensaios de protegdo realizados com 5 x 10°
células TC-1 administrada por via subcutanea mostraram 80% de protecdo em camundongos
que haviam recebido previamente 4 doses das vacinas de DNA por biobalistica. Ensaios de
ELISPOT mostraram em média 9 células do bago secretoras de IFN-y por 10° células do bago
(INF-y'/10%) responsivas ao peptideo CD8 / E7 de forma especifica. Nossos dados sugerem
que a formulagdo vacinal possui um efeito terapéutico significativo frente ao desafio com as
células tumorais TC-1. Em paralelo, foi construida a cepa de salmonela vacinal SL FlaE7 que

ndo mostrou efeito protetor frente ao desafio com células TC-1.

Palavras chave: Papillomavirus. Vacinas terapéuticas. Imunizagdo. Oncoproteinas, Células T

CDS8". Flagelina.



ABSTRACT

Cerqueira, OLD. Evaluation of different immunization systems that use the oncoprotein E7 of
the human papilloma-virus type 16 (HPV 16) genetically fused to the flagelin flicd of
Salmonella enterica sv. muenchen. Master tesis (Microbiology) Instituto de Ciéncias
Biomédicas; Sdo Paulo; Universidade de Sdo Paulo,2009.

The cervical cancer is the second major responsible for deaths attributed to cancer in
women and epidemiologic data have been demonstrating the association between the infection
of HPV and the development of this illness. It is known that in a certain moment of the
infection with HPV, occurs the integration of the viral genome in the genome of the host cell
and consequent over expression of two oncogenes, E6 and E7, it strongly contributes to the
transformation of that cell. The present work proposes the use of DNA vaccines expressing the
oncoprotein E7 of HPV-16 genetically fused to the portion A-terminal of the flagellin FliCd of
Salmonella enterica sv miiencheun and verification of your possible performance as adjuvant.
The DNA vaccines were constructed in expression vector for eukaryotic to address the hybrid
proteins to the intracitoplasmatic space. The verification of the expression in vitro was made
using transfections of cellular cultures (COS-7) followed by immunofluorescence and western
blot analyses. Soon after, those vaccines were injected in mice C57BL6 that were challenged
then with 5°10° tumor cells TC-1 subcutaneous. ELISPOT assays were performed for measure
the level of spleen cells secreting interferon yThe immunofluorescence and Western blot data
are complementary demonstrating the correct expression of the protein. Protection assays
showed 80% of protection in mice that had previously received 4 doses of the DNA vaccines in
gene gun form. Assays of ELISPOT show 9 cells of the spleen secreting of IFN- y (average)
for 10° cells of the spleen (INF-y /10°). Our data suggest that the formulation of vaccines
possesses a significant therapeutic effect front to the challenge with the tumor cells TC-1

accompanist splenocyte IFN- y secretory.

Keywords: Papillomavirus. Therapeutic Vaccines. Immunization. Oncoproteins, T CDS8" cells.

Flagelin.
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1 INTRODUCAO

O cancer do colo uterino ¢ o segundo tipo de cincer mais comum entre as mulheres, com
aproximadamente 500 mil novos casos mundiais por ano, sendo responsavel pelo dbito anual
de, aproximadamente, 230 mil mulheres (Zur-Hausen 2006; Wu, 2007). A incidéncia desta
patologia ¢ aproximadamente duas vezes maior em paises menos desenvolvidos quando
comparados a paises desenvolvidos. A faixa etaria de maior acometimento estd entre 20 a 29
anos, sendo que o risco aumenta, paulatinamente, até a faixa etaria entre 45 a 49 anos.
(Mahdavi e Monk, 2005). Conforme dados estimados do Instituto Nacional do Cancer (INCA),
em 2008, no Brasil, o nimero ja ultrapassa 18.680 com um risco estimado de 19 casos a cada
100 mil mulheres.

Os primeiros relatos de cancer cervical foram identificados por Schauenstein (1908) e
Rubin (1910) que relataram lesdes histologicas pré-cancerosas do colo uterino. A analise foi
feita a partir da comparacdo das propriedades morfoldgicas de epitélios normais, contra
alteracOes presentes em lesdes pré-cancerosas. Tal critério ainda ¢ utilizado em exames
anatomopatoldgicos (Schnider et al. 2000). Em 1950, Gagnon observa a auséncia de cancer
cervical entre religiosas no Canadéa (Gagnon, 1950). Corroborando com este estudo, Boyd e
Doll (1964) sugeriram que fatores de risco como atividade sexual iniciada de maneira precoce,
mulheres de multiplos parceiros, diversas gestacdes ou mesmo aquelas que possuiam outras
doengas sexualmente transmissiveis; apresentavam estatisticamente mais chances de
desenvolverem cancer cervical (Boyd-Doll, 1964). Cada vez mais surgiam evidéncias que um
componente transmissivel sexualmente estava intimamente relacionado com o cancer cervical,
no entanto, o agente etioldgico ainda permanecia desconhecido.

Em 1974, Harald zur Hauzen detectou seqiiéncias especificas de DNA do virus HPV em
biopsias de cancer cervical por captura hibrida. (Zur Hausen, 1974). Atualmente, dados
epidemiologicos indicam que 99% dos casos de cancer cervical estdo associados a presenca do
DNA do virus HPV (Walboomers et al., 1999; Roden et al, 2004). Meisels e Fortin (1976)
reportaram a existéncia de um efeito citopatico em esfregacos cérvico-vaginais provenientes de
lesdes displasicas, e o correlacionaram com a presenga do virus HPV no epitélio (Meisels e
Forntin, 1976). Os exames citoldgicos cérvico-vaginais podem identificad-los pela
demonstragdo de um halo claro em volta do nucleo, apelidado de “olho de coruja”, além de
freqliente binucleacdo e discariose (Meisel, 1981). Além disso, o exame citoldgico cervico-

vaginal pode identificar leses precursoras ao carcinoma cervical, as quais, de acordo com uma
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escala proposta inicialmente por Richart, em 1967, sdo classificadas em Neoplasia Intra-
epitelial Cervical (NIC) de Grau I, II ou III que corresponde as progressivas alteracdes
morfologicas apresentadas pelas células do esfregaco amostral (Richart, 1964). O sistema
Bethesda, proposto em 1991, tentou simplificar esta classificacdo agrupando as lesdes em de
baixo grau (NIC I) e as de alto grau (NIC II e NIC IIT) como pode ser ilustrado na figura 1.
Além disso, propde diferenciagdo de carcinoma in Situ e carcinoma invasor, onde ocorre a
disseminagao de metastases (Koss, 1993).

Trabalhos mostram certa pluralidade das familias de HPV (Gissman et al., 1977; Orth et
al., 1977). Atualmente, mais de 200 tipos de HPV foram descritos (Bibbo & Filho et al.,1998;
Viliers et al., 2004). Com isso os HPVs podem ser agrupados em de baixo risco e alto risco.
Os HPVs de baixo risco estdo associados a lesdes intraepiteliais de baixo grau (LSIL) e em
verrugas anogenitais benignas. Os HPVs de alto risco estdo relacionados a lesdes intraepiteliais
de alto grau (HSIL) no colo uterino, vagina, vulva e pénis (Stevens et al., 2002), e carcinoma
de cabega e pescoco (Badaracco et al., 2000; Smith et al., 2000; Rouwley et al.,1998; Paz et
al,1998; Thonsom et al.,1997, Riviore et al., 2001). Dentre os HPV s de alto risco, destacam-se
os do tipo 16 e 18, que juntos perfazem mais de 70% de todos os casos de cancer cervical. (Zur
Hausen, 2002; Govan, 2008). O HPV do tipo 16 perfaz mais de 50% dos casos de cancer
cervical (Zur Hausen, 2006).

Os virus de papilomas enquadram-se na familia Papovariridae, sdo virus de simetria
icosaédrica, ndo envelopados, que possuem especificidades extrinsecas aos seus hospedeiros.
Assim, CRPV (Cottontail rabbit papillomavirus) infectam apenas coelhos, enquanto que BPV
(Bovine Papillomavirus) relaciona-se com bovinos, COPV (Canine Oral Papillomavirus) tem
afinidade pela mucosa oral de cdes e HPV (Human Papillomavirus) infecta humanos
(Breitburd e Coursaget, 1999, Staley, 2003). Além de serem especificos aos hospedeiros,
também apresentam tropismo a determinados tipos de epitélios, sendo classificados como
mucosotropicos, os quais acometem mucosas ou cutaneotropicos que infecta o epitélio
queratinizado (Govan, 2008). A especificidade destes microorganismos esta relacionada com o
atachment da particula viral a célula alvo, que se deve a proteina do capsidio (L1). Os
receptores para L1 sdo cadeirinas existentes nas células das camadas basais do epitélio. Tal fato
pode explicar a especificidade do hospedeiro e o tropismo tecidual, devido a acentuada
variagdo polimorfica existente tanto em cadeirinas, quanto na proteina L1 que permitem

especificidade local (Walsh e Doherty, 1993; Staley et al., 2007).
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A proteina L1 ¢ o alvo de vacinas profilaticas, como a Gardasil, licenciada para uso em
humanos, (Merck Sharpe and Domme) cujo objetivo ¢ a producao de altos titulos de anticorpos
contra esta proteina, prevenindo assim infec¢des por HPV (Govan, 2007; Suzik et al, 1995). A
produgdo da vacina consiste em expressar os mondomeros de L1 in vitro, que se agregam
autonomamente, constituindo estruturas semelhantes as particulas virais (Virus like-particules),
porém, isentos de informagdao genética do virus (Govan, 2007). Entretanto, a auséncia de
protecdo cruzada entre as diferentes L1 existentes nos mais de 200 tipos de HPV descritos,
incide na maior dificuldade de estratégia vacinal (Breitburd, 1999). Conseqilientemente,
trabalhos recentes procuram formular uma vacina em que a resposta imune montada seja
cruzada entre os tipos de HPV, para isto comecou-se a empregar L2 ao invés de L1 (Zur
Hausen, 2007).

O genoma do HPV ¢ formado por uma unica molécula de DNA de dupla fita circular,
de aproximadamente 8.000 pares de bases. Pode ser dividido em duas regides codificantes e
uma regido reguladora, conforme indicado na figura 1. A regido denominada URR (Upstrean
Regulatory Region) ou LCR (Long Control Region), ndo possui seqiiéncias codificantes (Open
Reading Frames - ORF’s). E formada essencialmente de seqiiéncias reguladoras e origem de
replicagdo. As regides codificantes sdo; a Regido Precoce (Early Region) e a Regido Tardia
(Late Region), que sdo assim determinadas devido a fase do ciclo viral em que seus genes sdo
expressos. (Zeng et al., 2006). A regido tardia possui apenas dois genes e sdo responsaveis pela
formacao das proteinas do capsideo, que sdo L1 e L2. A regido precoce possui os genes E1, E2,
E4, ES5, E6 ¢ E7, e como o proprio nome prevé, sdo expressas em momentos iniciais do ciclo
viral (Zeng et al., 2006).

Apbés a infeccdo, o genoma viral ¢ liberado no citoplasma das células hospedeiras.
Inicia-se a fase epissomal (Fig. 1), em que as copias do genoma viral permanecem circulares e
com baixo nuimero de copias por célula. A expressao génica do virus depende do grau de
diferenciagdo da célula hospedeira. A proteina E1 esta relacionada a replicacao do DNA viral,
funciona como uma helicase que ajuda a desenrolar o DNA viral (Staley et al., 2007). O gene
E2 codifica uma proteina que ¢ responsavel pelo controle da transcrigdo dos demais genes
virais. A proteina E2 possui conformagdo estrutural especifica para o reconhecimento de
seqliéncias palindromicas, ACCNgGGT, localizadas na regido reguladora do genoma viral
(LCR). (Silva et al., 2002; Lasaro et al., 2004; Zur et al., 2005). De acordo com sua
concentragdo no interior da célula, a proteina E2, controla a expressao dos demais genes virais,

estimulando ou inibindo sua transcri¢do destes (Lasaro et al, 2004). A proteina E5 estimula a
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proliferacao celular através da interagdo com varias proteinas celulares, entre elas, o receptor
do fator de crescimento epidermal (EGFR), reduzindo sua degradagdo. Além disso, pode
induzir um estado de ativagdo mesmo na auséncia do agonista. Isso estimula a expressdo de
varios proto-oncogenes e fatores estimulantes da divisdo celular. Possui importancia crucial
nos estagios precoces da transformagao celular, mas ndo ¢ mais expresso em estagios tardios
no ciclo viral. (Crusius et al., 1997; Staley et al., 2007, Zur et al., 2000). A proteina E4 ¢
expressa somente em extratos mais superiores do epitélio infectado, a qual ¢ responsavel por
modificacdes no citoesqueleto que facilitam a montagem e liberacdo das particulas virais.
Paralelamente, L1 e L2 estdo sendo expressas, as particulas virais sdo montadas pela
agregacao de L1 e L2 que aprisionam uma cépia do genoma viral na forma de plasmidio
(Middleton et al., 2003). Particulas virais infectantes sdo formadas apenas durante a fase
epissomal.

A maioria das infec¢des por HPV ¢ transiente e assintomatica. (Moscicki et al., 2004). Em
mulheres jovens e imunocompetentes, a infeccdo pode persistir por até¢ 18 meses, até serem
eliminadas espontaneamente pelo sistema imune (Nassiel et al., 1986; Syrjanen et al., 1996;
Duggan et al., 1998, Roden et al., 2004). Entretanto, se a infec¢do viral persistir pode ocorrer a
integracdo do genoma viral ao genoma da célula hospedeira. Tal processo ocorre a partir da
linearizagdo do genoma viral e posterior inser¢ao do mesmo. O ponto de ruptura do DNA viral
acontece justamente na regido reguladora E2, porém ficam intactas as regides codificantes de
E6 e E7. Logo, o efeito regulador de E2 deixa de existir, permitindo que os genes E6 ¢ E7
sejam expressos de maneira exacerbada, corroborando para o progresso da malignizagdo
celular (Zur et al., 2000; Laimins et al., 2005; Lasaro et al., 2004). No entanto, evidéncias
apontam que somente a acdo das proteinas E6 e E7, ndo sdo suficientes para a progressao do
tumor (Zur Hausen, 2000). A infec¢do viral é necessaria, mas ndo determinante para a
formagao do cancer cervical (Moore et al., 2004). Fatores genéticos intrinsecos ao hospedeiro e
o tipo do HPV influenciam bastante o curso da transformagao do epitélio infectado (Moscicki

et al., 2004).
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Cervix normal Lesdo intraepitelial escamosa Carcinoma avasor
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Figura 1. Ciclo do HPV. Representagdo esquematica mostrando a infec¢do de camadas basais do
epitélio escamoso pelo HPV e inicio da fase epissomal com produgdo de novas particulas
virais infectantes. Quando a infec¢do pelo HPV torna-se persistente, ha risco de integracdo
do genoma viral ao genoma da célula hospedeira, que ocorre pela quebra do genoma viral.
A expressdo das oncoproteinas E6 e E7, contribuem para a transformacao do epitélio.
Conforme indicado acima, a lesdo neoplasica decorrente pode ser classificada de acordo
com sua gravidade. (Figura retirada de Zur Hausen 2006).
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As proteinas E6 e E7, com suas caracteristicas pleiotropicas, atuam sinergicamente
favorecendo eventos que levam a uma crescente instabilidade genomica na célula infectada
(Zur et al., 2000; Laimins et al, 2005). O principal alvo da proteina E6 ¢ a proteina supressora
de tumores p53. A formacdo de um complexo inativo entre E6 e p53 favorece sua degradacao
pelo sistema proteolitico ubiquitina. Isso tem como conseqiiéncia, reduzidos niveis basais de
p53. Sabe-se que a proteina supressora de tumor p53 estd envolvida na regulacao do ciclo
celular (Oren et al., 2003; Slee et al., 2004). Em resposta a danos no DNA e/ou outros fatores
de stress celular, a p5S3 induz a expressdo de varios reguladores que impedirdo a divisdo da
célula e induzindo-a a entrar em apoptose. (Laimins et al., 2005). Reduzidos niveis
intracitoplasmaticos de p53, tornam a célula vulneravel a danos mutacionais, integracdo de
DNA exo6geno ao genoma hospedeiro e instabilidade cromossomal ( Laimins et al., 2005; Zur
et al., 2000; Lasaro et al., 2004). A proteina E6 também ativa a telomerase aumentando a
sobrevida de células infectadas (Klingelhutz et al., 1996). A principal acdo da proteina E7 ¢é
ligar-se a proteina supressora de tumor retinoblastoma (pRb), liberando o fator de transcri¢ao
E2F. Uma vez livre, o E2F ativa a expressao de varios genes indutores da proliferagdo celular.
Entre eles estdo Timidina kinase, c-myc, diidrofolato redutase e DNA polimerase alfa. (Zur et
al, 2000). A proteina E7 é uma fosfoproteina com uma regido ligadora de zinco (dedo de
zinco), que possui aproximadamente 98 residuos de aminoacidos (Zur et al., 2000; Laimins et
al., 2005).

Os mecanismos de escape dos virus sobre sistema imune constituem uma importante
estratégia para a persisténcia da infecgdo. Com relacdo ao HPV, isto se transpde a célula
infectada que podera se transformar numa célula tumoral. As oncoproteinas E6 ¢ E7 além de
suas agdes no controle do ciclo celular, modulam o sistema imune de forma que as células
infectadas tornam-se pouco imunogénicas. A proteina E7 pode modular negativamente a
expressdo de genes induzidos por IFN-a (Bernard et al., 2000), inibir a ativacdo do promotor
IFN-B (Park et al.,2000) e favorecer menor expressao de moléculas co-estimuladoras, como
CD80 e CD86, nas células infectadas pelo HPV. Tal processo acarretaria na tolerancia dos
antigenos tumorais apresentados por estas células, principalmente, E6 ¢ E7 (Tindle, 2001).

A literatura mostra que o mecanismo de tolerancia em pacientes com lesdes de alto grau
para carcinoma cervical relacionado ao HPV ja esta estabelecido, pois nestes individuos
observa-se pobre resposta celular, mediadas por células T CD8", as proteinas virais, e em
alguns casos, desvio para respostas Th2 (al-Saleh et al., 1998; Clerici et al., 1997). Logo, as

vacinas terap€uticas podem ser uma importante estratégia para subverter a evasdo do sistema
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imune, podendo trazer como conseqiiéncia o controle da progressao tumoral. A etiologia viral
do cancer cervical reforca o uso de estratégias vacinais para sua conten¢do. As oncoproteinas
virais, E6 e E7 ndo sdo expressas em células que ndo estdo infectadas, isso as faz potenciais
alvos de respostas imunes adaptativas, sobretudo de linfocitos T CD8+ especificos. Diante
disso, o emprego destes antigenos em vacinas terapéuticas exige estratégias que favorecam a
geracao da resposta imune desejada e na intensidade eficaz.

Entretanto, a proteina E7 em sua forma isolada ¢ pouco imunogénica (Natale et al.,
2000). Dados na literatura reportam o uso de E7 associado a varios adjuvantes diferentes, como
Heat-Shock proteins (HSP) (Chen et al.,, 2000), moléculas que influenciam o fluxo
intracitoplasmatico de antigenos como a calreticulina (Cheng et al., 2001), Lysosomae-
associated membrane protein (LAMP)(Ji et al., 1999), exotoxina A de Pseudomonas
aeruginosa (Hung et al., 2001), y-tubulina (Hung et al., 2003) e a fusdo de E7 aos 80 primeiros
aminoacidos da moléculas de MHC-I (Brulet et al., 2007). Ao contrdrio de vacinas
profilaticas, nenhuma vacina terapéutica esta disponivel para o uso em humanos ainda. A
possibilidade de usar adjuvantes, como estimulos pro-inflamatorios, repercutiria na montagem
de resposta imune na qual se observa a maturagdo de células apresentadoras de antigenos e
produgdo de citocinas pro inflamatdrias que viabilizam um microambiente favordvel a
respostas efetoras ao invés de tolerigénicas (Frazer et al., 2001).

Os adjuvantes sdo componentes importantes a formulagdo de vacinas (O'Hagan e
Valiante, 2003) que podem ter acdes imunomoduladoras ou atuar como sistemas de entrega
dos antigenos vacinais. (Lima et al., 2004). A propriedade de modular o sistema imune, deve-
se em parte, a capacidade de interagdo com receptores de padrdes moleculares associados a
patdgenos ( Pathogen-associated molecular patterns, PAMP). Como exemplo pode-se citar os
receptores semelhantes a Toll (Toll like receptors, TLR) (Akira, 2004) ¢ a familia dos
receptores Nod-like (Nucleotide oligomerization domain). (Inohara et al., 2005). A
possibilidade de sinergia quando diferentes receptores inatos sdo estimulados podem
intensificar a resposta imune adaptativa elaborada (Trinchieri et al., 2007). O presente trabalho
elegeu a flagelina como adjuvante devido a sua interacdo com os receptores TLR do tipo 5
(TLR 5), quando reconhecida no ambiente extracelular, e receptores NLR do tipo Ipaf, quando
no ambiente intracitoplasmatico.

A flagelina é a unidade monomérica que polimerizada em cadeia, forma a haste principal
do filamento flagelar da bactérias (fig. 2A). Em geral, sdo necessarias em torno de 200.000

unidades de flagelina polimerizadas para a formagdo do filamento flagelar (Newton et al,
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1991). O flagelo bacteriano ¢ uma complexa organela, composta de corpo basal, gancho, motor
e o filamento flagelar, propriamente dito. Confere a bactéria mobilidade, capacidade de adesao
e invasdo nas células do hospedeiro, bem como propriedades quimiotixicas e
imunomoduladoras (Mizel et al., 2003). Dentre as bactérias patogénicas que possuem flagelo,
pode-se citar os agentes causais de pneumonia como Pseudomonas, Burkhloderia e Legionella
e os agentes de gastroenterites como as do género Escherichia, Campylobacter e Salmonella. A
flagelina utilizada neste trabalho foi a FliCd de 495 residuos de aminoéacidos proveniente de
Salmonella enterica sv Muenchen (niimero de acesso AAL20871) (Steiner et al., 2007).

Apesar da grande diversidade existente entre diferentes flagelos de espécies distintas, a
estrutura da flagelina mostra regides de seqiiéncias altamente conservadas, localizadas em
ambas as extremidades, amino e carboxi terminais. Estas regides sdo conservadas por serem
primordiais para a funcdo; como estruturagdo do flagelo e interacdo com receptores
moleculares do hospedeiro. As regides conservadas possuem dominios formados por motivos
de a-hélice que podem ser divididos em DO e D1. O Dominio DO ¢é responsavel pela
polimerizacdo de outros mondomeros, enquanto que D1 esta envolvido na sinalizacao
imunoldgica inerente a flagelina (Mizel et al., 2003; Yonekura et al., 2003) (Fig. 2a).

Na regido central da flagelina, existe uma regido bastante variavel, sobretudo em rela¢do ao
tamanho e seqiiéncia dos aminoacidos, intitulada de regido hipervariavel (Mizel et al., 2003).
E formada por dominios, D2 ¢ D3, de motivos B-pregueados que sdo expostos na superficie
externa do filamento flagelar (Fig. 2 A) (Mizel et al., 2005; Yonekura et al., 2003). Essa regiao
¢ responsavel pelo polimorfismo existente entre flagelinas de espécies diferentes. Numa
mesma espécie, essa divergéncia pode chegar a 30%. Nesta regido residem os epitopos B que
sdo a base para a sorotipagem H. (Yonekura et al., 2003; Ramos et al., 2004; Murthy et al.,
2004; Flynn et al., 1990).
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l, ’ Inflammasomes

Figura 2. Organizac¢ao estrutural e funcional das flagelinas bacterianas. Em A, ¢ demonstrada a
conformagdo estrutural da flagelina e sua divisdo em dominios DO, D1, D2 ¢ D3. Em B,
esta ilustrado a interag@o da flagelina com receptores TLRS, e a consequente a ativagdo de
NF-kB e Map-kinases. Em C, a organizac¢do geral dos receptores NOD-like e sua divisdo
em dominios ricos leucina (LLR), na regido central os dominios de oligomerizacdo ligante-
nucleotidio (NBD ou NOD) e dominio de recrutamento e ativagdo de caspases (CARD).
Quando ligada a flagelina, na figura representada em vermelho, assume conformacgao
oligomérica e converte pro-caspase-1 em caspase 1. (Em A, figura adaptada de Smith et al.,
2003; em B figura retirada de Ramos et al., 2004 ¢ em C, figura retirada de Carneiro et al.,
2008).
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Na regido hipervaridvel, antigenos podem ser fusionados de forma a serem carreados para
apresentacao ao sistema imune adaptativo. Isso tem importancia refor¢ada, pelo fato de que, as
regides conservadas da flagelina permanecem intactas no que diz respeito a estrutura e fungao,
continuando assim a sinalizagdo do sistema imune inato, que ¢ mediado pelas regides
conservadas D1 amino e carboxi terminal (Murthy et al., 2004; Newton et al., 1991, Verma et
al. 2005).

A flagelina possui potente atividade imunoindutora, pois tem a propriedade de interagir-se
com TLR-5 (Fig. 2 B). Os TLR-5 sdo expressos na membrana citoplasmatica e reconhecem a
flagelina no ambiente extracelular, estes receptores estdo expressos na mucosa do trato
gastrointestinal. Smith e colaboradores (2003) demonstraram especificamente que as regides da
flagelina, entre os residuos 78-173 da por¢do amino-terminal D1 e os residuos 395-444 da
por¢do carboxi-terminal D1, é que estdo envolvidas na interacdo com TLRS5. A intera¢do da
flagelina com este tipo de receptor resulta na constitui¢do de resposta imune pré-inflamatoria,
no sitio da infeccao (Mizel et al., 2005; Ramos et al., 2004), pois se ativa a via de sinalizacao
NF-kB, resultando na produgdo de varias citocinas pro-inflamatdrias importantes, entre elas
NO, IL-1, IL-2, IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), atraindo para o sitio
infeccioso macrogafos, células dentriticas e linfocitos B. Estas células favorecem a
apresentacdo de antigenos aos linfocitos TCD8+ possibilitando a constituicdo de resposta T
citotoxica especifica, elevando a resposta imune adaptativa.

No entanto, ¢ importante salientar que as células apresentadoras de antigenos (APCs) em
situacdes de infeccdo, sdo potenciais alvos para a invasdo bacteriana, pois podem viabilizar a
entrada do microorganismo no hospedeiro devido as estratégias de escape apresentadas pelo
patogeno. Assim, existe um delicado balanco entre a reagdo inflamatoria desencadeada pela
flagelina e propagacao da infec¢ao do patogeno o qual ela esta associada (Steiner et al., 2207).

Uma vez no ambiente intra-citoplasmatico, as bactérias induzem morte da célula
hospedeira e posteriormente ocorre a liberacio da progénie bacteriana. Brennan e
colaboradores (2000) demonstraram que a morte de macrofagos infectados com Salmonella
Typhimurium era mediada por caspase-1. No entanto, a fragmentacdo do DNA resultante deste
mecanismo exibe padrdes difusos bem distintos de quando comparado a apoptose induzida por
compostos quimicos. Boise e colins (2001) sugeriram que a morte induzida por flagelina é um
fenomeno que nao pode ser classificado como apoptose classica € nem como necrose, pois 0s
eventos celulares disparados ndo se enquadram especificamente em nenhuma das duas vias. O

termo pyroptosis foi entdo sugerido posteriormente por Cookson e Brenam (2001). Estes
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autores afirmaram também que este fendmeno, seria fundamental para a promoc¢ao da doenga,
atraindo macréfagos, infectando-os e espalhando a infecgdo para 6rgdos como figado e bago.
Estratégia tal que aparenta ser provocada deliberadamente pelo patdogeno. Trabalhos
independentes demonstraram o envolvimento direto de sistemas de secre¢ao do tipo III (T3SS)
na translocacdo de flagelina de S. enterica para o citoplasma de células do hospedeiro.
(Schlumberger et al., 2005; Sun et al., 2007). Por outro lado, Legionella pneumophila utiliza o
sistema de secre¢do tipo IV (T4SS) para a translocagdo de flagelina para o ambiente
citoplasmatico (Miao et al., 2007).

O reconhecimento de padrdes moleculares associados a patdogenos no ambiente
intracitoplasmatico ¢ realizado por outra classe de moléculas do sistema imune inato, as NOD
like receptors (Inohara et al. 2005; Carneiro et al., 2008; Wilmanski et al., 2008). No caso da
flagelina, os receptores intracelulares envolvidos em seu reconhecimento sdo Ipaf (NLRC4) e
Naip5 (Bircl) (Amer et al., 2006; Franchi et al., 2006; Miao et al., 2006; Lighfield et al.,
2008) (Fig. 2 ¢). Quando estimulados, esses receptores ativam a via de NF-kB, da mesma
forma que os receptores Toll like o fazem. (Franchi et al., 2008). Porém, o reconhecimento da
flagelina por Ipaf e/ou Naip5 leva a ativacdo de caspase-1, evento chave para o
desencadeamento do inflammasone. Neste fenémeno subunidades NLR assumem conformacéo
oligomérica ativa, responsavel pela proteodlise enzimatica do precursor pro-caspase 1 (Franchi
et al., 2007). Quando ativada, a caspase-1 induz uma cascata de sinaliza¢do, que leva a
clivagem do DNA genomico e eventos adicionais de morte celular programada. Além disso,
ocorre a maturacao proteolitica de IL-1f3 e IL-18, que sdo secretados (Sutterwala et al., 2007).

Diversas estratégias vacinais podem ser empregadas para entrega de antigenos. O
regime vacinal, nuimero de doses, dosagem, via de administra¢do, adjuvante empregado sio
variaveis que influenciam diretamente o tipo e a intensidade da resposta imunoldgica gerada.
As vacinas de DNA sdo utilizadas desde 1990, quando Wolff e colaboradores reportaram a
habilidade de plasmidios (anéis circulares de DNA extracromossOmicos) em expressar
proteinas quando injetados diretamente em mamifero (Wolff, 1990). Mais tarde, alguns
pesquisadores utilizaram vacinas de DNA capazes de codificar antigenos de influenza e
verificaram a geragdo de linfocitos T CD8" especificos. Posteriormente, ensaios de proteco
foram realizados e demonstraram a protecdo de animais imunizados frente a dose letal de
influenza (Ulmer et al., 1993). Outra vantagem com relagdo as moléculas de DNA, reside no
fato de serem passiveis a manipulacdes pela tecnologia do DNA recombinante, o que acarreta

numa série de facilidades como a geracdo de proteinas heter6logas e enderecamento de
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proteinas para compartimentos especificos no citoplasma. Possuem ainda algumas vantagens
adicionais, entre as quais se destacam a facilidade de produgdo e conseqiiente reducao de
custos. Além disso, possui boa estabilidade, o que permite seu transporte na auséncia de
“cadeia fria” facilitando sua logistica de distribuicao (Liu, 2003).

A utilizagdo de vetores vacinais bacterianos baseados em cepas de salmonelas vivas
atenuadas sdo sistemas de entrega de epitopos vacinais bem sucedidos. Esta estratégia traz
vantagens inerentes, como a possibilidade de ativacdo do sistema imune inato por uma
diversidade de agonistas presentes em patogenos como Salmonellas enterica. Além disso,
soma-se o fato de que a entrega desses antigenos ocorrerd em 6rgdos linféides secundarios
associados a mucosas. Entretanto, antes de usar cepas bacterianas potencialmente patogénicas
como vacinas, ¢ preciso utilizar algum mecanismo de atenuacdo de sua patogenicidade
(Mastroeni et al., 2000). A cepa SL5928 ¢ um mutante auxotrofico incapaz para a biossintese
compostos relacionados ao 4cido para-aminobenzédico (PABA) (Mastroeni et al., 2000).
Mutagdes no gene AroA foram responsaveis por esse fendtipo. Como nao consegue obter esses
metabolitos dos tecidos do hospedeiro, sua permanéncia ¢ transiente. Logo, a utiliza¢do de
vetores vacinais bacterianos como sistemas de entrega de antigeno ¢ uma estratégia vantajosa
tanto no ambito bioldgico quanto econdmico. Diante deste cenario, o presente trabalho buscou
estabelecer instrumentos os quais viabilizassem o processo de imunizagdo, trazendo como
conseqliéncia uma resposta imunolédgica especifica eficaz e efetiva frente a neoplasia induzida
pelo HPV. Vislumbrou-se a perspectiva da utilizagdo das propriedades imunoldgicas inerentes

a flagelina, como modulador do sistema imune e avaliar se existe algum potencial anti-tumoral.
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2 OBJETIVO

O objetivo principal do trabalho foi testar diferentes estratégias vacinais contra tumores
induzidos pelo HPV-16 envolvendo imunizagdo parenteral com vacinas de DNA que codificam
a oncoproteina E7 geneticamente fusionada a flagelina de S. enterica e imunizag¢des por via
oral com linhagens vacinais de S. Dublin capazes de expressar as mesmas flagelinas

recombinantes fusionadas a oncoproteina E7 do HPV-16.
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3

3.

MATERIAL E METODOS

1 Linhagens bacterianas e cultura de células eucariontes

A cepa de Escherichia coli DH5a foi utilizada para clonagens e purificagdo das vacinas
de DNA construidas. (Maniarts et al., 2005). A cepa de S. enterica sv Dublin SL5928 ¢
desprovida de genes que codificam flagelina, sendo desta forma incapaz de montar a
estrutura flagelar (Mastroeni et al. 2000). Esta foi utilizada para a constru¢do dos vetores
vacinais bacterianos aqui empregados. Ambas as cepas foram cultivadas em meio Luria-
Bertani a 37 °C sob agita¢do de 120 rpm em shacker durante 12 horas. Durante a construcgdo
das salmonelas vacinais utilizou-se o antibidtico de sele¢do ampicilina na concentragdo final
de 100 png/mL. As clonagens e propagagdes dos vetores baseados no vetor pPoly utilizou-se
canamicina como antibiotico de sele¢ao na concentragdo de 50 ug / mL.

Células das linhagens MRC5, CHO, HEK e COS7 foram cultivadas em meio DMEM
(Gibco-BRL) com 10% de soro fetal bovino (Cultlab), incubadas a 37 °C com atmosfera de
5% de CO,. Foram utilizadas em experimentos que avaliaram a expressdo in vitro das
vacinas de DNA. C¢lulas de linhagem TC-1, cultivadas sob as mesmas condi¢des, foram
inoculadas em camundongos C57 BL6 cujo objetivo foi a formag¢do de tumores, tornando
possivel a avaliacdo da eficacia do modelo vacinal proposto. Foi adicionada ao meio
gentamicina, na concentragdo final de 10pug/mL em carater profilatico. Exce¢des ao uso
desse antibidtico aconteceram quando foi necessaria a padronizacdo de transfec¢des, onde
recomendacdes dos fabricantes sugeriam a possibilidade de interferéncia ou queda na

eficiéncia de expressao.
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3.2 Animais utilizados

Camundongos machos e fémeas da linhagem C57BL6 de 8 a 12 semanas fornecidos
pelo biotério da parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas II da Universidade de Sao
Paulo (Sao Paulo — SP), foram mantidos em condi¢des padronizadas, receberam ragao
autoclavada e suplementagdo nutricional com Vitagold®. Os protocolos de experimentagdo
foram devidamente analisados e aprovados pela comissdo de ética em experimentacdo animal
(CEEA) de maneira prévia a condugdo dos experimentos e seguem os padrdes propostos pelo

Colégio Brasileiro de Experimentacao Animal (COBEA).

33 Construcao das salmonelas vacinais

A cepa SL5928, proveniente de S. enterica sv Dublin, serviu de plataforma para a
construcdo das cepas SL5930 e SL FLiE7, que foram transformadas com os plasmideos
construgdes pLS408 e pLS-408 E7c¢ respectivamente (Fig. 3). O método adotado foi a
eletroporacdo, que foi realizada em cubetas apropriadas, num eletroporador (Eppendorff) sob
200 Ohms e capacitancia de 25uF e 2500V. A cepa SL5930 possui o gene codificante para a
flagelina, porém ndo possui o gene codificante para E7. Como controle adicional, foi utilizada
a cepa SL5928 que ndo expressa flagelina e nem E7, mas conserva fatores intrinsecos a
estrutura bacteriana que sdo potenciais ativadores de sistema imune inato como LPS, CpG e
outros. A cepa SL5928 ndo ¢ capaz de expressar flagelina e montar o flagelo. Logo, esta nao
possui mobilidade propria e assim € incapaz de migrar em agar semi-solido.

Conforme Verna e colaboradores (2005), a verificagdo da mobilidade, pode ser feita em
placas com meio semi-s6lido onde foi feito um indculo de forma pontual no centro da placa.
Depois de 12 horas de incubagdo, verifica se ha a presenca da bactéria apenas no local do
inoéculo ou sua dispersdao ao longo da placa. Isto possibilita conferir a propriedade do
microorganismo de montar um flagelo funcional. A extra¢do de flagelina ¢ um procedimento

que consiste romper os flagelos bacterianos por forca mecanica.
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pLSE7

ECORV (6.7 kb)

EcoRV

[1 Fla - Regi&o Hipervariavel O Fla - Regi&o Hipervariavel

B Fla - Regido Conservada M Fla - Reaqido Conservada

B E7 de HPV-16

Figura 3. Representacao esquematica dos vetores de expressao em procariotos. O plasmidio
pLS408 transporta o gene da flagelina FliCd (1482pb), aqui abreviado por Fla, possui uma
regido hipervariavel flanqueada por regides conservadas. Na regido hipervariavel, encontra-se
o sitio de restri¢ao para EcoRV (A). O plasmidio pLSE7 (B) codifica a fusdo de E7 do HPV-
16 na porg¢ao hipervariavel da flagelina, conservando a por¢ao N-terminal. Ambos os vetores
foram construidos para expressdo em cepas de salmonelas vacinais.
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34 Construcio das vacinas de DNA

A sequéncia aberta de leitura completa da oncoproteina E7 foi amplificada por PCR
tendo como molde o DNA gendmico do virus HPV-16. Para isso foram utilizados os
inicializadores pE7fw (3) e pE7Crv (4) listados na tabela 1. Paralelamente, o fragmento relativo
a expressdo dos primeiros 60 aminoacidos de E7 foram amplificados com os inicializadores
pE7fw (3) e pE7A4rv (5). O ciclo de temperatura do PCR foi: 95°C por 1 minuto, 60°C (TM)
por 1,5 minutos e 72°C por 1 minuto. O termociclador foi programado com 30 ciclos,
precedidos de 5 minutos a 95°C e finalizando com 72°C por 10 minutos. A por¢ao N-terminal
da flagelina foi amplificada a partir do plasmidio pLS 408 utilizando os inicializadores
pFlaNfw (1) e pFlaNrv (2), mostrados na tabela 1. Este fragmento possui uma regido de
complementaridade com E7c e E7A de 21 nucleotideos onde ocorrerd a sobreposi¢dao dos

fragmentos. O esquema de SOEing ¢ mostrado na figura 4.

Tabela 1: Sequéncia dos oligonucleotideos utilizados para amplificagdo dos fragmentos a
serem fusionados pela técnica SOEing.

Oligonucleotideo Sequéncia
1 pFlaNfw attattctgggatccaaggaaaagatcatggca
2 pFlaNrv acatccacatagaggtacgtatagtcataacgagacccgaca*
3 pE7fw *acagcccagagcaatactgatatgcatggagatacacctaca
4 pE7Crv aactggtagaaatttaaactagaacgttgttttccaatgttataa
5 pE7Arv aactggtagaaatttaaactaaccaaagactcttgtctacccegt

* As bases em negrito correspondem a regides de complementaridade desenhadas de forma a permitir o
anelamento de fragmentos N-terminal da flagelina e E7 provenientes de amplificagdes distintas. Todos
os oligonucleotideos estdo colocados na disposigdo 5'—3".
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Figura 4. Esquema representativo da fusdo génica por SOEing. A amplificacdo de fragmentos
individualizados € feita numa etapa preliminar. Posteriormente, os fragmentos sdo unidos e
submetidos a ciclos de fusdo sem a presenga dos inicializadores. Finalmente, os
inicializadores externos aos genes sdo adicionados e um novo ciclo de PCR ¢ aplicado. Os
fragmentos resultantes sdo digeridos e clonados no vetor vacinal (Figura adaptada de
Horton et al., 2000).
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Para a construcdo de pFlaE7 (Fig. 5 b), 30ng do fragmento N-terminal FliCd foi
colocado com quantidade equimolares do fragmento E7c e uma reagdo de PCR foi realizada,
porém sem a adi¢do dos inicializadores por 3 ciclos considerando o TM de 60 °C. Terminada
essa reacdo inicial, foram adicionados os inicializadores pFlaNfw (1) e pE7Crv (4) para a
completa amplificacdo de FliCd E7c. Quantidades adicionais de Taq polimerase e seu tampao
especifico foram reajustadas e um novo programa de PCR foi iniciado com a mesma TM de 60
°C e 30 ciclos de reacdo. Para a constru¢cdo de pFlaE7A (Fig. 5 c), o procedimento foi o
similar, porém a sequéncia fusionada a Fla foi a E7A e os inicializadores foram pFlaNfw (1) ¢
pPE7A4rv (5).

Uma vez gerados os fragmentos hibridos FlaE7 e FlaE7A, ambos foram clonados em
sitios permissiveis BamHI do vetor pPoly (pkCMVintPoly; Vical inc) (Alves et al., 1999). O
vetor pPoly (pkCMVintPoly) possui promotor e intron do Citomegalovirus Humano (HCMV),
o sinal de poliadenilagdo do SV40, o gene de resisténcia a canamicina e a origem de replicacao
pUCI18. As proteinas expressas por esse vetor, sdo direcionadas ao compartimento
intracitoplasmatico. Adicionalmente, foi construido pFLa que possui o gene da flagelina

completa para ser utilizado como controle negativo (Fig 5 a).
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Figura 5. Representacio esquematica das seqiiéncias expressas pelas vacinas de DNA. As
clonagens a seguir foram feitas em sitios permissiveis BamHI contidas no sitio multiplo de
clonagem do vetor pPoly. Em A, ¢ representado o gene da flagelina completa, amplificado
a partir do pLS408, este plasmidio foi denominado pFla. Em B, o plasmidio pFlaE7 que
codifica a por¢do N-terminal da flagelina fusionada a E7 completa. Em C, o fragmento
FlaE7A ¢ mostrado com apenas os 180 primeiros nucleotideos de E7 fusionados a porgao
N-terminal da flagelina, mas conservando o epitopo CD8 de E7.
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3.5 Verificacdo da expressao dos antigenos pelas vacinas construidas

3.5.1 Vacinas de DNA

3.5.1.1 Transfec¢ao e imunofluorescéncia

As linhagens celulares MRC 5, CHO 9, HEK 293 e COS 7 foram submetidas a
diferentes técnicas de transfec¢des. O plasmidio pEGFP (BD-Biosciences) foi empregado por
expressar proteina GFP, quando presente em células eucariontes. Isso confere fluorescéncia as
células transfectadas sem a necessidade de imunomarcagdo, possibilitando facil identificacao
visual num microscopio de imunofluorescéncia.

A técnica de transfeccdo ExGen 500 (Fermentas) utiliza um polimero PEI que forma
um complexo com o DNA conferindo-lhe caracteristicas lipofilicas que o permite atravessar a
membrana citoplasmatica liberando o DNA no espago intracitoplasmatico. O Geneluice
(Novagen) emprega uma proteina celular ndo toxica acoplada a motivos de poliamina, que
complexa com o DNA transportando-o ao interior da célula. Por ultimo, a Lipofectamina 2000
(Invitrogen), que utiliza lipidios catidncios nao formadores de micelas, para complexarem-se
ao DNA, carregando-o ao citoplasma de células eucariontes. Em todas as técnicas as condigdes
de ensaio foram seguidas estritamente pelas recomendagdes do fabricante. As células foram
incubadas e analisadas em microscopio de imunofluorescéncia para determinagdo da eficiéncia
de transfec¢do passadas 24 e 48 horas de ensaio.

Posteriormente as vacinas de DNA pFla, pFlaE7 e pFlaE7A foram utilizadas com a
combinacdo técnica de transfec¢do e linhagem celular que mostrou maior eficiéncia de
transfeccao. As culturas transfectadas foram submetidas a imunofluorescéncia. Inicialmente
fixadas com metanol absoluto a -20 °C por 10 minutos, lavadas com PBS e incubadas com o
anticorpo policlonal, produzido em camundongos, especifico contra a flagelina (anti-fla) na
diluicdo de 1:100 em PBS. A reacdo antigeno-anticorpo foi visualizada com o anticorpo
secundario, anti-mouse-IgG marcado com FitC (Molecular Probes). O mesmo foi feito, num
experimento paralelo, com anticorpo monoclonal direcionado contra a proteina viral E7 (anti-
E7) de HPV16 (InvitroGen). As laminas assim obtidas foram analisadas em microscopio de
imunofluorescéncia AxioVert 2000 (Zeizz) e as imagens foram capturadas com o software

AxioVision Rel. 4.6.
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3.5.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida com duodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) e

“Imunoblot”

Extratos de células COS-7 transfectadas ou ndo com os plasmidios vacinais, foram
lisadas com tampao RIPA (10mM Tris HCI pH 7,4; 5SmM de EDTA, 150mM NaCl, 1% v/v
Triton X-100, 1% deoxicolato de soédio, 0,1% SDS) acrescido de PMSF (100mM) e do
coquetel de inibidores de proteases da Calbiochem. As proteinas assim obtidas foram
quantificadas pelo método BCA (Pierce) e aliquotas desses extratos foram fervidas 5 minutos
em tampao de amostra (Tris 0,625M, pH 6.8, glicerol 10%, SDS 2% e Mercaptoetanol 5% em
agua destilada) e aplicadas em géis de acrilamida de 12,5%. Os géis foram corados com azul
de Coomassie (0,25 de Coomasssie Brilliant Blue R250; 90ml de metanol:H,O 1:1 v/v; e 10mL
de acido acético glacial). Para imunoblot as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose (0,45pum, Sigma) sob corrente de 60mA por 1 hora num aparelho de transferéncia
semi-seco (Amersham biosciences). Uma vez bloqueada em solugdo de leite desnatado a 3%
em PBS-tween 0,05%, as membranas foram incubadas com o anticorpo primario, anti-fla, na
diluicao 1:3000 por 1 hora a temperatura ambiente. Apds lavagens com PBS, incubou-se o
anticorpo secundario, anti-IgG de camundongo conjugado com peroxidase (Sigma Inc.) sob as
mesmas condi¢des. A membrana foi revelada por quimioluminescéncia (Pierce) e exposta num

filme fotografico Kodak x Omat por 30 minutos.
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3.5.1.3 Verificacao da taxa de morte celular

Para verificar se as células transfectadas com as constru¢des vacinais pFla, pFlaE7 e
pFlaE7A permaneciam vidveis, foram empregados ensaios com lodeto de propidio (PI), que
permite marcacdo do DNA nuclear. Quando a célula morre, seja por apoptose, necrose, ou
mesmo piroptose, o0 DNA nuclear fragmenta-se ¢ difunde-se aleatoriamente. Isso diminui a
intensidade de coloracdao ao PI, quando contrastadas com células vidveis normais (Nicoletti et
al., 1991). As células foram transfectadas com as vacinas de DNA pFla, pFlaE7 e pFlaE7A, e
em seguida foram tripsinisadas e coletas juntamente com o sobrenadante da cultura, fixadas
com etanol 70 °GL a -20 °C, tratadas com RNase (Fermentas) (10mg/mL) e acrescidas de
solugdo de PI (50pg/mL) em gelo sob abrigo da luz. As amostras assim tratadas foram
analisadas em citometro de fluxo (FACscalibur BD biosciences). O histograma resultante foi
montado na forma de grafico de barras expondo o percentual de células mortas em cada uma

das constru¢des vacinais utilizadas.

3.5.2 Salmonelas vacinais

3.5.2.1 SDS-PAGE e “Imunoblot”

Géis de poliacrilamida na concentracdo de 12,5% (Maniarts et al., 2005) foram
utilizados para a eletroforese dos extratos totais das salmonelas vacinais, flagelina purificada e
amostras de E7 purificada (fragdo protéica dos 60 primeiros aminoacidos). As membranas
foram incubadas com anticorpos anti-fla ou anticorpos anti-E7, para verificar a presenga de
ambos epitopos, de forma concomitante, na proteina heterdloga construida. As condig¢des de
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e imunodetec¢do as mesmas descritas no sub-

item 4.5.1.2.
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3.6 Regime de imunizacio profilatica

3.6.1 Vacinas de DNA

As vacinas de DNA foram administradas em 4 doses com intervalos de 14 dias entre cada
dose (Fig. 6 A). Duas vias foram testadas, a intramuscular (IM) e intradérmica (ID) por meio
da biobalistica (Genegun - GG). Por via intramuscular, os camundongos receberam 100ug de
DNA diluidos em PBS num volume final de 100 pL, sendo inoculados 50uL. no musculo tibial
esquerdo e os outros S0uL no musculo tibial direito.

Para administracao pela via intradérmica (ID) por biobalistica, a partir de agora chamada de
GG, o DNA foi adsorvido em particulas de ouro (Biorad). Para isso, 10mg de ouro sdo
pesados e adicionados a 20uL de solucdo do DNA a ser empregado, numa concentragdo de
lpg/ul. A seguir 80uL de solugdo CaCl, (2,5 M) ¢ adicionada a mistura sob constante
agitacdo. Apos 10 dez minutos de incubacdo em bancada, a mistura ouro mais DNA ¢
centrifugada e lavada com etanol absoluto por 3 vezes. Na ultima lavagem, o precipitado ¢
ressuspenso em 200 uL solucdo de espermidina (Sigma S -0266) a 0,1 M, e rapidamente
transferido para tubos de teflon (Biorad). A espermidina faz com que as particulas de ouro
ganhem afinidade por pléstico. Apds 10 minutos em repouso ocorre a sedimentagao do ouro,
que entdo ¢ seco com influxo de gas inerte (hélio analitico 5.0) no interior do tudo. Seguindo
essas proporcdes de reagentes, cada centimetro de tudo contem 1 pg de DNA adsorvido. A
pistola de biobalistica foi carregada com as balas relativas a cada construgdo vacinais de
acordo com os respectivos grupos, ¢ submetida a pressdo de 50psi de géas hélio 5.0 analitico
(White Martins). Quando realizado o disparo, ocorre a liberacdo do gas que arrasta consigo as
microparticulas de ouro revestidas com o DNA fazendo com penetrem na derme do animal. Os
camundongos destinados a imunizagao pela via GG, tiveram a regido abdominal depilada com

creme Veet® .
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3.6.2 Salmonelas vacinais

As imunizac¢des com as salmonelas vacinais foram feitas em 3 doses num intervalo de 0,
21 e 35 dias (fig. 6 B), por via oral (VO). Cada dose foi preparada a partir de culturas em fase
exponencial, confirmadas por medi¢do em Agoonm num valor de 0,5. Apos 3 lavagens com PBS,
o precipitado bacteriano foi ressuspenso em salina estéril. Durante a imunizacao, utilizou-se
como dose 10' unidades formadoras de coldnias (UFC) diluidas em 0,5mL de salina estéril
por animal. A amostra foi administrada utilizando seringas de ImL acopladas a agulhas de
gavagem especificas (Popper & Sons, Inc). Antes da administragdo de salmonelas, os animais

recebem 0,5 pL de solugdo de bicarbonato de sodio (3M).
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Figura 6. Esquemas de imunizacdo feitas em camundongos com as vacinas de DNA e as
salmonelas vacinais. Em A, é mostrado o esquema para imuniza¢des com vacinas de
DNA, tanto por via intramuscular; quanto pro via intradérmica. Em B, o esquema de
imunizagdo com salmonelas vacinais. A via de administra¢ao adotada neste caso foi a oral.
Esta indicado o dia da coleta das amostras para os ensaios imunologicos, o desafio com as
células TC-1, o periodo de acompanhamento da progressao tumoral e o dia do sacrificio.
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3.7 Regime de imunizagio terapéutica

A concep¢do de um modelo mais proximo do que acontece em condi¢des naturais,
implica em administrar células TC-1 previamente & administragdo das vacinas, como mostrado
na figura 7. Desta maneira, o in6culo de células TC-1 precedeu 4 doses de 1ug de DNA por via
ID com intervalos de 1 semana. O acompanhamento do crescimento da massa tunoral foi feito
uma vez a cada dois dias por inspecao visual e palpacao. Nesta abordagem, utilizou-se uma
combinacdo diferente das vacinas de DNA. A construgdo pFla foi administrada em conjunto as
construcdes vacinais que expressam E7 numa mesma dose. Objetivou-se com isso a verificagao
das propriedades adjuvantes da flagelina completa concomitante as construgdes vacinais
pFlaE7c e pFlaE7A. Para isso, foi administrada 1pg de pFla adicional a cada imunizagio

exposta em 3.6.1.

3.8 Ensaios de desafio com células TC-1

Os camundongos submetidos aos regimes vacinais foram desafiados com as células TC-
1. Cultivadas em garrafas de plastico (TTP), as células foram lavadas 2 vezes com PBS pH 7.4
e em seguidas tratadas com tripsina + EDTA (CultLab). A seguir foram ressuspensas em meio
DMEM completo e coletadas em frascos de tipo Falcon de 15mL. Em seguida foram
centrifugadas a 1200 rpm por 5 minutos, sendo as células ressuspendidas em meio DMEM sem
soro fetal bovino. A concentragdo celular foi determinada em camara de “Newbauer”. Dessa
suspensio de células, inoculou-se 5 x 10° células TC-1 num volume final de 100pL por animal.
O in6culo foi realizado no dorso de camundongos C57BL6. A inspe¢ao do crescimento
tumoral foi feita por apalpacdo e medi¢do da massa tumoral, com o auxilio de um paquimetro,

por 3 vezes por semana.
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Desafio

Inoculo de
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de DNA cde DNA de DNA de DNA animais

Figura 7. Esquemas de imuniza¢io terapéutica feitas em camundongos com as vacinas de DNA
pFla, pFlaE7 e pFlaE7A. O indculo de células TC-1 foi administrado 24 horas antes da
primeira dose vacinal. Posteriormente, sdo administradas 4 doses de vacinas de DNA e
acompanhamento do desenvolvimento tumorais por 7 semanas seguidos do sacrificio dos
animais.
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3.9 Coleta e processamento das amostras

A sangria dos camundongos foi realizada por puncdo na regido retro-orbital duas
semanas apds a ultima dose, seja de vacinas de DNA ou salmonelas vacinais. Para fins
comparativos foram também coletados sangue de animais ndo imunizados. Nos esquemas de
imunizagao profilatica que se seguiram, alguns animais foram destinados a ensaios de desafio
com células TC-1. Outra parte foi destinada a ensaios imunolégicos. Os bagos foram retirados
em condicdes assépticas, macerados e lavados com solu¢do de Ack Lising Buffer (BioSource
International) para lise de hemadcias. Os esplendcitos foram ressuspensos em meio RPMI
(Gibco-BRL) com 1% de soro fetal bovino e contadas em camara de “NewBauer” em azul de

tripan (1:10).

3.10 ELISPOT

Células do bago de animais imunizados foram submetidas a ensaios de ELISPOT
(Enzyme-Linked immunospot assay) para quantificacdo de células secretoras de IFN-y. Como
estimulo foi utilizado o peptidio E7 (aminoacidos 49-57; RAHYNIVTF) (Chen, 2003; Peng,
2004; Feltkamp, 1993), que ¢ especifico a células T CDS8". Para isso, placas Maxisorp de 96
pogos (Nunc) foram sensibilizadas com anticorpos anti- [IFN-y de camundongo na dilui¢do de
1:100 em PBS e incubadas a 4 °C durante 12 horas. Apds lavagens com PBS (pH 7.2), as
placas foram bloqueadas com BSA 1%. Posteriormente, foram depositadas 5 x 10° células por
pogo, com ou sem o estimulo (peptidio E7), e incubadas a 37 °C numa atmosfera de 5% do
CO,. Utilizou-se como controle positivo concanavalina A (Merck inc.). As placas foram
lavadas com PBS e anticorpos anti-IFN-y de camundongos conjugados com biotina foram
incubados numa concentragio de 1:250 em PBS-Tween (PBS-T) a 4 °C durante 12 horas. Em
seguida, as placas foram lavadas por 3 vezes com PBS-T e incubadas com streptoavidina
conjugada a fosfatase alcalina (Sigma) diluida em PBS-T a 1:1000 porl hora a 37 °C. Em
paralelo, preparou-se a solucdo reveladora (11mg DAB, 11mL Tris-HCI 50mM pH 7,5). Apds
lavagens com PBS-T, a solugdo reveladora foi adicionada as placas, que foram mantidas sob
abrigo da luz a temperatura ambiente por 20 minutos. Apds lavagens com agua corrente as
placas foram secas a temperatura ambiente e a contagem dos pontos (Spots) realizada com

auxilio de uma lupa. Os dados assim obtidos foram montados num grafico de barras.
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4 RESULTADOS

O trabalho realizado pode ser dividido em duas frentes, uma que estudou salmonelas
vacinais, ¢ outra que estudou vacinas de DNA. Porém, em ambas as estratégias, trés etapas
foram seguidas: Construgdo das vacinas, verificagdo da expressdo in vitro, ensaios de protegao

com desafios com células tumorais e avalia¢do das respostas imunoldgicas geradas.

4.1 Salmonelas vacinais

4.1.1 Construgdo vetor pLSE7 e linhagem de salmonela vacinal

O vetor pLSE7 foi construido a partir da insercdo de E7 em sitio permissivel de ECORV
existente no vetor pLS408 (Fig. 3). A sequéncia final de E7 possui um cddon de parada e
interrompe a tradugdo da flagelina hibrida no final de E7 (nimero de aminoécidos da flagelina
e E7?). A confirmagdo foi feita por andlise de restricdo e sequenciamento (dados ndo
mostrados). A seguir, as construcdes foram utilizadas para transformar a cepa de salmonela
atenuada SL5928. Dessa forma foram geradas as cepas SL5930 e SLFlaE7 com os plasmidios
pLS408 e SLFIaE7 respectivamente. A triagem dos clones transformantes foi feita inicialmente
pelo uso de antibidticos de selegdo, que nesse foi a ampicilina. Posteriormente o DNA
plasmidial foi extraido e submetido a analise de restricdo e reagcdes de PCR que confirmaram a

presenca dos respectivos plasmidios (dados ndo mostrados).

4.1.2 Deteccao da flagelina hibrida expressa por cepas de salmonelas vacinais

Conforme indicado na figura 8, a linhagem SL FlaE7 transformada com o vetor pLSE7
expressou uma banda com peso molecular de 35 kDa que foi reconhecida por anticorpos anti-
E7 (Calbiochem) em ensaios de imunodetec¢do. O peso molecular encontrado corresponde ao
previsto para a proteina heterologa resultante da fusdo de N-terminal da flagelina a E7. A
presenga de uma banda com peso molecular ligeiramente inferior a 35 kDa, também foi

reconhecida pelo anticorpo anti-E7 e provavelmente reflete um produto de degradacao
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detectavel no ensaio. Como controle positivo foi utilizada a proteina E7A purificada, que
mostrou peso molecular de 18 kDa e foi reconhecida por anticorpos anti-E7. No mesmo ensaio,

a flagelina purificada e as cepas SL5928 e SL5930 foram utilizadas como controles negativos

nao mostrando bandas reconheciveis pelo anticorpo anti-E7 empregado.

B)

=

«— 33kDa
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Figura 8. Detecciao de FlaE7 expressa em cepas de salmonelas vacinais. Em A, o gel corado com
comassie blue. Em B, a imunodetec¢do da proteina FlaE7 empregando anticorpos anti-E7.

No pogo 1 e 2, foram aplicados extratos totais da cepa SL.5928; no pogo 3 foi aplicada FliCd
purificada; no pogo 4, foi aplicada a proteina E7 purificada; nos pogos 5,6,7,8 e 9 extratos
totais relativos a cepas de SL FliE7 e no pogo 10 foi aplicado o padrdo de peso molecular.
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Na figura 9, observa-se a presenca da proteina FlaE7 em cepas SL FlaE7 como
demonstrado por imunodeteccdo com anticorpos policlonais anti-fla gerados em nosso
laboratoério. De maneira concordante a figura 8, a proteina FlaE7 registrou peso molecular de
35 kDa. Nao foi detectada por extragdes flagelares, sendo detectada apenas no extrato total. A
cepa SL5930 foi utilizada como controle positivo mostrando a presenca da flagelina tanto no

extrato total, como na extracdo flagelar. Um controle negativo adicional utilizou a cepa

SL5928 que ndo expressa flagelina.
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Figura 9. Deteccdo de FlaE7 expressa em cepa salmonela vacinal. Gel de poliacrilamida corado com
azul de Comassie (A) e immunoblot de salmonelas vacinais (B). No poco 1, foi aplicado
extrato total da cepa SL5928, como controle negativo; no pogo 2, nada foi aplicado; no pogo
3, extrato total de SL.5930; no pogo 4, extragdo de flagelina da cepa SL.5930; no pogo 5, nada
foi aplicado; no pogo 6, extrato total da cepa vacinal FliE7; no pogo 7, extracdo de flagelina
da cepa FliE7 e no pogo 8, padrio de peso molecular.
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4.1.3 Avaliagdo das respostas imunoldgicas geradas em animais imunizados com a linhagem

SLFlaE7 e protecao vacinal a desafios com células tumorais TC-1.

Animais C57 BL6 foram imunizados com as cepas de salmonelas vacinais segundo
esquema de vacinagdo proposto na figura 6. Nenhum dos animais que receberam a salmonela
vacinal Fla-E7 resistiu ao desafio com células TC-1, como se pode observar na figura 10. As
cepas SL5928 e SL5930 foram utilizadas como controles negativos e ambas apresentaram 0%
de protecdo ao desfio com células tumorais TC-1.

A resposta imune gerada foi monitorada por ELISPOT e ICS, ambas empregadas para
detecgdo de linfocitos T CDS8" / IFN-y . Os animais submetidos aos ensaios imunologicos nao
mostraram variagdes estatisticamente significantes entre os grupos controle SL5928 e SL5930;

e o grupo que recebeu a salmonela vacinal SL FLaE7.
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Figura 10. Desafio com células TC-1 em animais imunizados com salmonelas vacinais. A cepa Fla-
E7, marcada por tridangulos, ndo demonstrou capacidade de protecdo ao desafio com células
TC-1. As cepas SL5928 e SL5930, marcadas com losangos e quadrados, respectivamente
foram utilizadas como controle negativo mostrando auséncia de protecdo ao desafio com
células tumorais TC-1.
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4.2 Vacinas de DNA

4.2.1 Construgao das vacinas de DNA

Conforme indicado na figura 11, as reagdes de PCR com sobreposi¢cdo de seqiiéncias
(SOEing) fusionaram fragmentos da por¢do N-terminal da flagelina a ORF E7 completa
resultando em fragmentos de peso molecular equivalente a 954 pares de bases. Estdo indicadas
na figura 11, do lado esquerdo, como AB. Paralelamente, outra fusdo foi feita, porém
utilizando a E7 truncada, o que gerou em fragmentos de peso molecular equivalente a 886
pares de bases. Estdo indicadas na figura 11, do lado direito, como ABA.

Os fragmentos AB e ABA foram posteriormente clonados no sitio permissivel BamHI
no vetor de expressio em ecucariontes pPoly, gerando as construgdes pFlaE7 e
pFlaE7A, respectivamente. As construgdes foram devidamente sequenciadas tendo a orientagao
de insercao confirmada. A auséncia de mutagdes verificada no sequenciamento permitiu a
validacdo das vacinas de DNA empregadas. Como controle negativo, foi construida pFla, que

possui clonado no mesmo sitio BamHI o gene completo para a flagelina.
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Figura 11. Fusao dos fragmentos N-terminal da flagelina e E7, completa ou truncada, pela
metologia SOEing. O gel de agarose a 1,5% dispde as amostras na seguinte ordem; pogo
1, padrdo de peso molecular de 100pb; nos pocos 2 e 3, fragmento N-terminal da flagelina
(A) de peso molecular (p.m.) de 654pb; nos pogos 4, 5 e 6, fragmento E7 completo (B) com
p-m. de 300pb; nos pogos 7, 8 € 9, observa-se a fusdo dos fragmentos AB resultando numa
banda de p.m. de 954pb; no pogo 10 foi aplicado o padrido de peso molecular de lkb
ilustrado & direita do gel; nos pogos 11 e 12, o fragmento relativo a por¢do N-terminal da
flagelina (A) com p.m. de 654; nos pocos 13, 14 e 15, o fragmento correspondente a E7
truncada (BA) com p.m. de 232pb e nos pogos 16, 17 e 18, o fragmento resultante da fusdo
ABA com p.m. de 886pb.

4.2.2 Células transfectadas com as vacinas de DNA sdo capazes de expressar as proteinas

hibridas FlaE7 e FlaE7A.

A figura 12 mostra os resultados da padronizacdo da técnica de transfec¢do para
diferentes linhagens celulares. Como se pode observar, a técnica de transfeccdo com
Lipofectamina 2000, utilizada em células da linhagem COS 7, apresentou melhor eficiéncia de
transfeccdo (quanto?) comparada as demais testadas. Diferentes imagens(?) desta combinagao
foram posteriormente analisadas revelando 60% de eficiéncia. Outras técnicas também foram
eficientes para transfectar células COS 7, embora nenhuma tenha superado a
Lipofectamina2000.

A linhagem HEK 293 apresentou sensibilidade a todas as técnicas de transfec¢ao sendo
a técnica ExGen mais eficiente ao transfectar 40% das células. J4 a linhagem celular CHO,
mostrou-se sensivel apenas a técnica de transfeccdo GeneJuice com 30% de eficiéncia. Por
ultimo, a linhagem MRC 5 mostrou baixa sensibilidade a transfec¢do em todas as técnicas
utilizadas. Como controle negativo, foi utilizado células que receberam as respectivas solugdes

de transfec¢do, porém sem DNA.
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Figura 12. Padronizacdo de técnicas de transfeccio com diferentes linhagens celulares. A
constru¢do pEFGP, que expressa GFP, foi transfectada em linhagens celulares MRC 5,
CHO 9, HEK 293 e COS 7. Trés técnicas de transfec¢des diferentes foram ensaiadas:
ExGen 500 500 (Fermentas), Geneluice (Novagen) e Lipofectamina2000 (Invitrogen).
As células foram incubadas por 48h e analisadas em microscopio de imunofluorescéncia
para determinacdo da eficiéncia de transfeccao.
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O ensaio de imunofluorescéncia exposto na figura 13 mostra as vacinas de DNA
pFlaE7 e pFlaE7A expressando suas respectivas proteinas, FlaE7 e FlaE7A, que foram
reconhecidas tanto por anticorpos anti-E7 quanto por anti-Fla. Isto demonstra a natureza
hibrida das proteinas expressas. Como controle negativo, foi usada a constru¢do pFla que
expressou flagelina detectada por anticorpos anti-Fla. Como ¢ possivel perceber, existe
diferenga na sensibilidade de deteccdo dos epitopos Fla e E7. Isto deve-se a natureza dos
anticorpos utilizados, visto que os anticorpos anti-Fla sdo policlonais e os anti-E7 sao
monoclonais. As imagens de imunofluorescéncia mostradas na figura 13, sugerem que as
proteinas expressas pelos plasmidios pFla, pFlaE7 e pFlaE7A encontram-se dispersas pelo
citoplasma das células transfectadas. O sobrenadante dessas culturas foi coletado e suas
proteinas foram precipitadas com acetona pura. Nenhum dos produtos codificados pelos
plasmidios pFla, pFlaE7 e pFlaE7A; foi detectado no sobrenadante quando submetidos a

imunodetec¢do com o anticorpos anti-Fla (dados ndo mostrados).
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Figura 13. Expressio in vitro das vacinas de DNA pFla, pFlaE7 e pFlaE7A; como demonstrado
por imunofluorescéncia. As vacinas de DNA foram transfectadas em células COS-7
utilizando Lipofectamina 2000 (Invitrogen). Na coluna Anti-F1iCd, as células transfectadas
foram expostas ao anticorpo policlonal anti-Fla e mostram parcela significativa das células
expressando as constru¢des pFla, pFlaE7 e pPFlaE7A. Em paralelo, a coluna intitulada
como anti-E7 mostra células transfectadas exposta ao anticorpo monoclonal contra E7.
Apenas as construgdes pFlaE7 e pFlaE7A apresentam tais marcagdes. Ambos os anticorpos
primarios foram gerados em camundongos. Como anticorpo secundario foi utilizado anti-
IgG_de camundongo (Calbiochem).
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A imunodetec¢do mostrada na figura 14 demonstra a expressao de flegelina, FlaE7 e
FlaE7A; em culturas de células transfectadas com os plasmidios pFla, pFlaE7 e
pFlaE7A, respectivamente. A flagelina mostrou peso molecular de 45 kDa conforme previsto .
A construcado pFlaE7 mostrou banda de peso molecular aproximado em 35 kDa com
intensidade visivelmente inferior a flagelina. A construgdo pFlaE7A expressou uma banda de
peso molecular aproximado em 30 kDa de intensidade um pouco inferior ao da flagelina. E

conveniente lembrar que a mesma quantidade do extrato total de células transfectadas foi

aplicada de cada amostra.

<+«——45kDa

Figura 14. Deteccio das proteinas expressas pelas constru¢des vacinais pFla, pFlaE7 e pFlaE7A.
Transfec¢des de células COS-7 foram realizadas com Lipofectamine 2000; em seguida as
células foram coletas e lisadas com tampdo RIPA e devidos inibidores de proteases. A
imunodetecgdo identificou as proteinas expresssas Fla, FIaE7 e FlaE7A. Em 1 foi colocado
células COS-7 que receberam a solucdo de transfeccdo sem DNA. Em 2, foi aplicada
células transfectadas com pFla. Em 3, foi aplicado pFlaE7 ¢ em 4, foi aplicado pFlaE7A.
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A seguir foram realizados ensaios para quantificagdo nos niveis de morte celular em
células que expressavam flagelina intracitoplasmaticamente. A partir dos resultados
observados na figura 15 A, pode-se perceber uma taxa de morte celular significante em todas
as construgdes, inclusive pEGFP que foi utilizada neste ensaio como controle negativo por nao
expressar flagelina. Em todas as construcdes testadas o indice de morte celular aproximou-se
de 20% com 24 horas de transfeccdo e dobrou nas 24 horas seguintes. Posteriormente, foi
usada a técnica de transfeccdo com ExGen e células Hek293 (Fig 15 B) que mostrou uma
significante redu¢do nos indices de morte celular em todas as construgdes, que de uma maneira

geral ndo exibiram mais do que 8% mesmo apds 48 horas de cultivo apos a transfecgao.
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Figura 15. Avaliacio dos niveis de morte celular mediante a transfec¢ées com as vacinas de DNA
pFla, pFlaE7 e pFlaE7A. Apds 24 ou 48 horas, as c€lulas foram coletadas e tratadas com
PI e, em seguida analisadas no citdmetro. Em A, a transfecg¢do foi realizada em células
Cos7 utilizando Lipofectamina 2000. Os niveis de morte celular encontrados nas
transfeccdes das construgdes vacinais foram comparaveis ao controle utilizado neste
experimento, que foi o pEFGP. Nesta figura observa-se que ocorreu diferencga estatistica,
representada pelo simbolo * , entre os periodos de 24 e 48 horas, no qual p ¢ < 0,05. Em
B, as células HEK 293 foram transfectadas com as construgdes vacinais utilizando ExGen.
Dessa vez foi utilizado o vetor pPoly Vazio. Os niveis de morte celular em todas as
construgdes vacinais foram inferiores a 8%.

59



4.2.3 Vacinas de DNA expressando FlaE7 conferem protecdo ao desafio de células TC-1 em

modelos de imunizagao profilatica.

Os ensaios de desafio profilaticos apresentados aqui mostram que animais
imunizados com a construgdo pFlaE7 por via “Genegun” possuem 70% de protecao ao desafio
com células TC-1 (Fig. 16 A). Enquanto que a mesma construcdo apresentou 25% de protecdo
quando administrada sob a via intramuscular (Fig. 13 b). Ja a constru¢ao pFlaE7A, quando
administrada pela via “Genegun” mostrou 40% de protecdo ao desafio com células TC-1 (Fig.
16 A) e quando administrada via intramuscular ndo mostrou protecao, pois todos os animais
foram acometidos por crescimento tumoral significante, que os levou a morte (Fig.16 B).
Ambas as vias de administragdo empregou controles negativos que foram animais que
receberam o vetor vazio e pFla, além de animais que receberam placebo e todos esses grupos
quando receberam células TC-1 apresentaram 100% de crescimento tumoral ( 0% de protecao)

(Fig 16 A a B).
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Figura 16. Desafio com células TC-1 em animais imunizados com as vacinas de DNA pFla,
pFlaE7 e pFlaE7A. Ensaio realizados nos moldes propostos pela fig. 6, com desafio de 5 x
10° células TC-1 por animal. Em A, é demonstrado a sobrevivéncia de animais imunizados
com as vacinas de DNA por via “Genegun”; Em B, as mesmas constru¢des. Notar niveis de

prote¢do superiores quando as vacinas de DNA s3o administradas por via “Genegun”
quando comparada a via intramuscular.
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A figura 17 mostra os niveis de protecao relativos diferentes nimero de doses de
vacinag@o. Como pode se observar 4, 3 e 2 doses exibem niveis de prote¢ao 70%, 60% e 20%;

respectivamente.
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Figura 17. Desafio com células tumorais TC-1 em animais imunizados com diferentes niumero de
doses da vacina de DNA pFlaE7. O regime de imunizacdo foi seguido de maneira
semelhante a fig. 4, com mesma dose de DNA (1ug) via “Genegun” e o desafio com 5 x 10
% células TC-1 por animal. O grau de protecio conferido aos animais imunizados mostrou-
se proporcional ao numero de doses da formulacao vacinal previamente administrada.

Posteriormente outro ensaio de protecdo foi realizado com 4 doses de lug DNA
administrado pela via ID com os mesmos intervalos de tempo indicados na figura 4. Porém
desta vez, foi empregado um numero menor de células tumorais TC-1 (10 ° células), ou seja,
cinquenta vezes inferior ao ensaio anterior. Os animais assim imunizados com a constru¢ao
pFlaE7 exibiram 100% de protecdo ao desafio (Fig. 18). Resultado superior ao encontrado pela
mesma construcdo no desafio que empregou 5 x 10 ° células TC-1, que foi 70% de protegdo
(Fig. 16 A e 17). Ja a construgio pFlaE7A, mostrou 40% de prote¢io ao desafio de 10 ° células
(Fig. 18), que foi 0 mesmo encontrado em ensaios anteriores que empregaram 5 x 10 ° células

TC-1.
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Figura 18. Desafio com células TC-1 em animais imunizados com as vacinas de DNA pFla,
pFlaE7 e pFlaE7A.. Neste ensaio houve uma mudanga metodoldgica com a diminui¢ao do
numero de células TC-1 que passou a ser de 10 ° células por animal, onde é mostrada a
sobrevida de animais imunizados com as vacinas de DNA via “Genegun”.

4.2.4 Ensaios imunologicos em animais imunizados com as vacinas de DNA expressando

FlaE7

Os animais imunizados com as vacinas de DNA, tanto por via intramuscular quanto por
via ID, tiveram seus bacos coletados em condigcdes asépticas e submetidos a ensaios de
ELISPOT. Como mostrado na figura 19, grupos experimentais de camundongos apresentaram
diferencas significativas no numero de células do baco produtores de IFN-y quando
estimuladas com o peptideo especifico de E7. Os grupos PBS, pVazio, e pFla foram definidos
como controle, e o pFla especificamente serviu de ponto de corte, onde seriam descontados os
“spots” inespecificos do ensaio. Assim, os camundongos imunizados com a constru¢io pFlaE7,
tiveram um numero 8 vezes superior, que o controle negativo pFla. Ja a construcdo pFlaE7A
teve um aumento de 2 vezes quando comparada ao mesmo controle.

As mesmas construcdes administradas pela via intramuscular mostraram resultados
divergentes. Os experimentos foram feitos de maneira concomitante e as mesmas
padronizagdes foram seguidas. A constru¢do pFlaE7 mostrou um nimero de células do bago
secretoras de IFN-y 2 vezes maior que o controle Poly-F1iCd. Dessa vez, a constru¢ao pFlaE7A

ndo apresentou um nimero de células do baco secretoras de IFN-y superior a pFla.
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Quando comparadas, as mesmas constru¢oes administradas por diferentes vias, nota-se
um consideravel aumento nas células do bago secretoras de IFN-y ¢ visto quando a via ID ¢
utilizada. Em pFlaE7, ocorre um aumento de 4 vezes. A constru¢do pFlaE7A ndo apresentou

células de bago secretoras de IFN-y.
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Figura 19. Perfil de células do baco secretores de INF-y, em animais imunozidados com as

vacinas de DNA pFla, pFlaE7 e pFlaE7A. ELISPOT para determinagdo do numero de
células secretoras de IFN-y por 10° células do bago. Pode-se notar apenas os grupos pFlaE7
e pFlaE7A, em imunizagdes com “Gene Gun” mostraram células secretoras de IFN-y. A
constru¢do pFlaE7, quando administrada por via intramuscular, também mostrou células
secretoras de IFN-y, porém numa intensidade 3 vezes inferior & mesma construgdo quando
inoculada por via GG. Em A observa-se também que pFLAE7GG apresentou melhor
resposta quando comparada aos demais grupos, onde p ¢ < 0,05, representado pelos
simbolos = = pFLAE7GG X CN; * = pFLAE7GG X pVazioGG; A = pFLAE7GG X
pFLAGG e * = pFLAE7GG X pFLAE7AGG. Em B, mesmo que a via intramuscular seja
menos promissora, a estrutura pFLAE7IM apresentou melhor resposta quando comparada
aos demais grupos, onde p € < 0,05, representado pelos simbolos = = pFLAE7IM X CN; =
= pFLAE7IM X pVazioIM; A= pFLAE7IM X pFLAIM e * = pFLAE7IM X pFLAE7AIM.
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4.2.5 Esquema vacinal terapéutico e prote¢do ao desafio com células TC-1.

Grupos de camundongos C57BL6 receberam células TC-1 e em seguida foram
imunizados com o protocolo vacinal exposto na figura 5. Quando assim ensaiados, o grupo
experimental que recebeu a construcdo pFla apresentou 20% de protegdo ao crescimento
tumoral. A constru¢do pFlaE7A ndo apresentou camundongos protegidos ao crescimento
tumoral. (Fig. 20 A). As demais construg¢des, pFla e o vetor Poly vazio, utilizadas como
controle negativo, também ndo mostraram animais protegidos do crescimento tumoral.

Comparando a eficiéncia da vacina de DNA pFlaE7 em proteger animais de células
tumorais TC-1, vé-se uma diferenca significante entre a abordagem profilatica e a terapéutica
(Fig. 16 A e Fig. 17). Se administradas de forma terapéutica, as vacinas protegem 20% dos
animais; ao passo que administradas de forma profilatica protegem 100% dos animais.

Uma segunda abordagem foi testada no ensaio vacinal de prote¢do terapéutica. Nesta
abordagem empregamos a administragdo concomitante da constru¢do pFla, que codifica a

I.- 7

flagelina FliCd intacta, as construgdes que expressa Isso permitiria a expressao de
flagelina completa no citoplasma das células alvo em conjunto com a flagelina hibrida
fusionada a proteina E7. Pode ser visto na figura 20 B, que nenhuma protecdo adicional foi
conferida com este tipo de abordagem.De fato, a co-administragdo do vetor pFla eliminou a

protegdo terapéutica conferida pelo vetor pFlaE7.

66



A)

100 -=-CN
—a—pFla
80 -
8 ~ —x— pFlaE7
s &
2 = 60 - —x—pFlaE7A
n O
.E g
o 40-
< T
20
0 !
1 7 14 21 28 33 40 47 53 60
Dias ap6s o desafio
100 B)
m 80 - —=—CN
)
5SS
= < 60 —a—pFla
n O
® €
e 2 40 - —e— Mix:pFla
é g pFlaE7A
—%— Mix:pFla
20 - pFlaE7
O u

1 7 14 21 28 33 40 47 53 60

Dias ap6s o desafio

Figura 20. Desafio com células TC-1 em animais imunizados de maneira terapéutica com as
vacinas de DNA pFla, pFlaE7 e pFlaE7A. Em A, é mostrado o nivel de protecdo dos
animais tratados com as formulagdes vacinais de DNA via GG, uma vez que essa foi mais
promissora em ensaios profilaticos. Pode-se observar que a formulacdo pFlaE7, mostrou
20% de protegdo, diferindo significativamente de quando administrada na abordagem
profilatica. Em B, testes adicionais foram realizados, co-administrando a construgdo que
expressa a flagelina F1iCd completa as outras vacinas de DNA.
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5 DISCUSSAO

O uso se estratégias vacinais para conten¢do e eliminagdo do cancer € objeto de estudo
de varios grupos de pesquisa em todo o mundo (Finn., 2003; Mocelin et al., 2004). A
concepgdo de que células neoplasicas adaptam-se e podem evadir-se de respostas imunoldgicas
antitumorais ¢ convidativa para o desenvolvimento de imunoterapias que subvertam tais
mecanismos de escape. Existem ainda vantagens em utilizar tais estratégias como sua baixa
toxicidade, quando comparada as terapias tradicionais como a quimioterapia e a radioterapia.
Diversos grupos tem gerado promissores resultados. (Barbuto et al., 2004; Avigan et al., 2004;
Lu et al 2004; Adams et al. 2004).

Por conta da heterogeidade humana, os testes clinicos preliminares sdo geralmente
menos eficientes do que ensaios em laboratorios (Lewis, 2004). Por isso, ndo existem modelos
ideais para o estudo de terapias imunes contra o cancer. Os testes realizados em humanos sao
frequentemente feitos em pacientes terminais, onde a patologia ja se encontra bem avangada e
possivelmente outras estratégias de contengdo ja foram exaustivamente empregadas (Mocelin
et al., 2004). Os modelos animais, apesar de ndo substituirem os testes clinicos em humanos,
podem ser ferramentas Uteis para a otimizacdo de sistemas de entrega vacinais, triagem de
epitopos e de adjuvantes, elucidacao de respostas imunes protetoras (Lewis, 2004). O modelo
adotado por nosso trabalho ¢ utilizado amplamente e baseia-se no uso de células provenientes
do epitélio pulmonar de camundongos C57 BL6, transduzidas com vetores virais
recombinantes, que inseriram os genes E6 ¢ E7 do HPV-16, e uma copia do gene c-ras mutado.
Quando inoculadas em camundongos da mesma linhagem, ¢ observado o crescimento de
tumores que expressam as mesmas oncoproteinas E6 e E7 encontrada em lesdes do colo
uterino induzidas pelo HPV-16 em humanos. O que preserva a natureza dos antigenos a serem
testados mesmo no modelo murino.

Muitos trabalhos demonstram o potencial adjuvante de agonistas dos receptores Toll-
like em imunoterapia de cancer. Podem ser bactérias vivas, como Mycobacterium bovis
bacillus Calmette-Guérin (BCG) que vendo utilizado a pelo menos 30 anos no tratamento de
cancer de bexiga. Foi demonstrado posteriormente, que os bacillus BCG sdao potentes
ativadores de TLR2 e TLR4 (Tsuji et al., 2000; Razak, 2007). Outra terapia utilizando
bactérias liofilizadas, OK-432 (Streptococcus do grupo A) , ¢ empregada no tratamento de
cancer cervical, cancer géstrico e carcinoma oral de células escamosas (Hironaka et al., 2006).

Além do uso de bactérias, os agonistas dos receptores Toll-like tem sido utilizados em sua
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forma purificada ou combinada a antigenos tumorais (Rakoff-Nahoum e Medzhitov, 2009). Por
exemplo, a administragdo de LPS para o tratamento de cancer coloretal e cancer de pulmao
estd em testes clinicos de fase II (Otto e al., 1996). Os agonistas do TLR9, DNA de origem
bacteriana contendo citosina metilada (CpG), sdo utilizados para o tratamento de cancer no
cérebro, cancer de pele, cancer renal e linfoma (Carpentier, 2006; Krieg, 2007). Nosso
trabalho, envolveu diferentes agonistas dos receptores Toll-like. As cepas de salmonelas
vacinais, possuem LPS, pois sdo gram negativas. Porém, como pode ser observado na figura
10, nenhum efeito anti-tumoral pode ser constatado, para a cepa SL5928 que contém LPS, mas
ndo flagelina. As vacinas de DNA pFlaE7 e pFlaE7A sdo extraidas de bactérias e
possivelmente podem interagir com os receptores TLR9. No entanto, como mostra as figuras
16 e 18, somente o uso de DNA extraido de bactérias, como o plasmidio pPoly vazio, nao
mostrou atividade antitumoral no modelo proposto.

A escolha da flagelina como adjuvante foi embasada em varios trabalhos que
exploraram seu potencial vacinal frente a patogenos bacterianos e virais (Wu et al., 1989;
Newton et al., 1991; Newton et al., 1995). Porém, pouco se sabia a respeito do papel anti-
tumoral da flagelina. Investigacdes iniciais foram feitas por Sfondrini e colaboradores (2006),
que exploraram a atividade pré-inflamatoria da flagelina na imunoterapia do cancer em modelo
murino. Verificaram que se a flagelina administrada 8 a 10 dias apds a implantagdo do tumor
promove significativa diminui¢do na taxa de crescimento tumoral. No entanto, se administrada
ao mesmo tempo em que a implantagdo do tumor foi verificado um aumento na taxa de
crescimento tumoral. Os ensaios imunoldgicos posteriores verificaram um carater dual da
flagelina, que era capaz de estimular respostas imunologicas tanto do tipo Thl, quanto do tipo
Th2, e somente as respostas do tipo Thl foram interessantes para a contengdo do tumor
(Sfondrini et al., 2006).

Atualmente, alguns trabalhos tem demonstrado o potencial de agonistas Toll-like como
indutores ou facilitadores da tumorigénese (Rakoff-Nahoum e Medzhitov, 2009). E de se
esperar que os estimulos pro-inflamatérios como a expressao de moléculas co-estimuladoras,
atracdo e¢ maturacdo de células apresentadoras de antigenos no microambiente tumoral e
secrecdo de citocinas especificas venham de alguma maneira otimizar a imunoterapia tumoral
(Smith et al., 2004) Contudo, achados recentes revelam que estimulos pro-inflamatorios
gerados na estimulagdo dos receptores toll-like, incluem o estimulo da angiogénese, o que pode
facilitar a progressao, migracao e invasao de tecidos adjacentes (Pidgeon et al., 1999; Harmaey

et al., 2002; Huang et al., 2007; ). Além disso, € necessario comentar que os receptores Toll-
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like, quando estimulados, transduzem a sinaliza¢ao via Myd88 (exceto TLR3). Esta sinalizagao
pode ativar a via das MPAK e IRF, além de NF-«B. A via das MAPK em especial, pode
induzir estimulos proliferativos e aumentar o crescimento tumoral (Rakoff-Nahoum e
Medzhitov, 2009). Um estudo feito com camundongos knock-out para Myd88, num modelo de
estudo para Polipose adenomatosa no colon. Os resultados demonstraram que os camundongos
deficientes em Myd88, apresentavam menor incidéncia e tamanho de tumores quando
comparados a comundongos normais. Um dos agonistas Toll-like utilizados foi justamente a
flagelina abordada por nosso trabalho (Rakoff-Nahoum e Medzhitov, 2007). Como assegurar
que o adjuvante gerard apenas as condigdes benéficas no combate e contengdo do
desenvolvimento do tumor?

Inicialmente foi proposto que a por¢ao N-terminal da flagelina fosse geneticamente
fusionada a E7 para que formassem um complexo adjuvante-antigeno. Como sistema de
entrega, o trabalho utilizou salmonelas vacinais e vacinas DNA. No momento da concepgao
deste projeto, ndo se conheciam quais eram as regides da flagelina que interagiam com o
receptor toll-like do tipo 5 (TLRS). Menos ainda, se sabia quais eram os dominios da flagelina
envolvidos na interagdo com os receptores intracelulares Ipaf e Naip5. Posteriormente, um
trabalho correlacionou regides na estrutura da flagelina FliCd a ligagao aos receptores TLR 5 e
puderam constatar que tanto regides N-terminal, compreendidas entre os residuos de
aminoacidos 78-129 e 135-173 quanto regido C-terminal, compreendidas 395-444, sao
responsaveis pela ligagdo ao receptor TLR 5 (Smith et al., 2004). Desse modo, ambas as
construgdes, pFlaE7 e pFlaE7A, ndo possuem o dominio C-terminal da flagelina necessario a
interagdo com o receptor TLRS.

Existe ainda uma controvérsia a respeito de quais dominios conformacionais da
flagelina seriam reconhecidos pelos receptores Ipaf e Naip5. Recentemente, Lightfield e
colaboradores (2008), demonstraram que a regido C-terminal da flagelina desencadeia o
processo de piroptose, com a producdo de caspase 1 e consequente morte celular. Apenas os 35
residuos finais do dominio DO C-terminal foram suficientes para ativacdo do receptor Naip5.
Foi o primeiro trabalho a diferenciar os dominios da flagelina que interagem com TLRS
daqueles que interagem com Naip5. No entanto, nao foi excluida a possibilidade de interacao
do dominio DO da regido N-terminal, pois o trabalho ndo a testou (Lightfield et al., 2008). O
proprio trabalho comenta sobre grupos (Verma et al., 2005; Franchi et al., 2006) que sugeriram
que a porcao N-terminal da flagelina poderia contribuir com a ativagdo de Ipaf. Nao ha

evidéncias na literatura, que apontam a auséncia de interacao da regido N-terminal da flagelina
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com receptores Ipaf e NaipS. Nosso trabalho explorou apenas a regido N-terminal da flagelina,
de modo que ndo ha evidéncia direta de interacdo com Naip5 ou Ipaf. Como continuagdo do
trabalho, seria importante testar se as flagelinas truncadas expressas pelos vetores pFlaE7 e
pFlaE7A podem interagir com os receptores.

A construcdo de salmonelas vacinais carregando o complexo adjuvante-antigeno
iniciou-se com a transformacdo de cepas de salmonelas atenuadas SI.5928 com o plasmidio
pLS E7. Foi verificado que a cepa de salmonela vacinal SL. FlaE7 nao era capaz de montar
flagelos, acumulando a proteina FlaE7 somente no citoplasma. A posterior imunizacdo oral
com a cepa SL FlaE7 ndo apresentou prote¢do ao desafio com células tumorais TC-1 (Fig. 10).
Ensaios de ELISPOT também nao verificaram a presenca de células do bago secretoras de
[FN-y. Inicialmente foi proposto utilizar a cepa de salmonela vacinal como reforgo as
imuniza¢des com vacinas de DNA, porém os resultados apresentados utilizando apenas SL
FlaE7 foram desanimadores e o modelo “sensibilizag¢ao-refor¢o’ nao foi realizado.

As vacinas de DNA foram construidas utilizando fusdes por sobreposi¢do (SOEing).
Alguns trabalhos correlacionam o nivel de expressdo da proteina E7 a magnitude da resposta
imunolégica gerada em imunizacdes. Ha relatos na literatura de que o HPV explora a
redundancia do codigo genético e assim utiliza cédons raros (e seus relativos RNAt) a célula
hospedeira reduzindo a expressdo de genes virais. Assim, tornam-se reduzidas as chances de
apresentacdo via MHC-I (Tindle et al., 2002). Quando a expressio ¢ aumentada, por
otimizagdo de “codon usage”, a resposta imunoldgica mostrou-se proporcionalmente maior
(Cid-Arregui et al., 2003). Nosso trabalho ndo otimizamos o “codon usage” da por¢ao de E7
clonada na flagelina. Fato esse que possivelmente pode estar restringindo a expressdo da
proteina heteréloga e interferindo em sua expressdo. Uma evidéncia de que isto pode estar
acontecendo ¢ a fraca intensidade da banda FlaE7 quando compara a flagelina pura, como
observado na figura 11. O mesmo acontece para a banda relativa a FlaE7A.

Uma vez construidas, as vacinas de DNA necessitavam de evidéncias que
comprovassem a expressao de suas proteinas, bem como a localizacdo e o peso molecular
correspondente. Porém, foi necessario padronizar no laboratdrio os ensaios de transfeccao,
imunofluorscéncia e western blot de células eucariontes. Esfor¢o que envolveu mais linhagens
celulares do que as apresentadas na figura 12. Quando as melhores condi¢des de transfecc¢ao
foram estabelecidas, as vacinas de DNA pFla, pFlaE7 e pFlaE7A foram entdo testadas. Como

observado na figura 13, as proteinas FlaE7 e FlaEA foram expressas e reconhecidas por
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anticorpos anti-Fla e anti-E7. Isso indica que as proteinas hibridas conservam as propriedades
antigénicas de ambos os blocos constituintes. O peso molecular das proteinas FlaE7 e
FlaE7A foi correspondente ao calculado in silico, conforme mostrado na figura 14.

A ativacdo de TLRS5 por proteinas expressas pelas vacinas de DNA pFlaE7 e pFlaE7A
ndo ocorreu pois as flagelinas codificadas estavam deletadas da por¢ao C-terminal. Além
disto, vacinas de DNA derivadss do pPoly direcionam as proteinas para o espago
intracitoplasmatico. Sabe-se que os receptores TLRS sdo responsdveis apenas pelo
reconhecimento de flagelinas no ambiente extracelular (Cruz et al., 2000).

O reconhecimento da flagelina no espaco intracelular ¢ mediado por receptores do tipo
Ipaf e NAIP 4 (Lightfield et al., 2008). Nao ha relatos na literatura que exploram a capacidade
de ativacdo destes receptores como um potencial efeito adjuvante a ser empregado na
imunoterapia de tumores. Conforme comentado anteriormente, o reconhecimento da flagelina
no ambiente intracitoplasmatico induz a via de ativacdo do NF-kB e o efeito diferencial na
indugdo de piroptose via caspase-1. A ativagdo de NF-kB gera estimulos semelhantes aqueles
relatados aos receptores toll-like, conforme discutido acima. Naturalmente uma pergunta
remanesce: E a ativacdo de inflammasome, teria potencial promissor na imunoterapia do cancer
cervical?

Os ensaios de desafio com células TC-1 realizados por nosso trabalho, demonstram que
a vacina de DNA pFlaE7 protege um ntimero significante de animais quando administradas de
maneira profilatica a inoculagdo do tumor. E interessante notar que a quantidade de células
TC-1 inoculadas para a formagdo dos tumores no desafio foi 5 x 10° e, consequentemente, a
contencdo do crescimento ndo se estendeu a totalidade dos animais desafiados (70%). Ao passo
que o mesmo regime vacinal com o pFlaE7 protegeu 100% dos animais desafiados com 10’
células TC-1. Se for considerado que a quantidade de células tumorais inoculadas correlaciona-
se a uma escala de tempo de progressao tumoral, poderiamos inferir que quanto mais precoce a
administracdo da vacina de DNA pFIlaE7 maior seu efeito terapéutico. Isso corroborou com os
achados nos ensaios terap€uticos apresentados. A vacina pFlaE7 protegeu 20% dos animais
imunizados posteriormente a implantagdo do tumor. Isso dificulta um pouco sua concepcao de
candidata a imunoterapia do cancer cervical, pois as lesdes geralmente apresentam um longo
periodo de tempo antes de serem tratadas.

Uma outra informagdo importante gerada pelo nosso trabalho diz respeito as vias de
administracdo utilizadas nas imunizagdes com as vacinas de DNA. Como pode ser observado

na figura 16, as imuniza¢des feitas pela via intradérmica por biobalistica (GG) foi

72



sensivelmente mais eficaz quando compara a via intramuscular.. E interessante ressaltar que a
dose utilizada via ID foi 100 vezes menor ao correspondente aplicado pela via IM. Foi
sugerido que o tipo de resposta imunologica varia se as vacinas de DNA forem administradas
por via ID ou IM. Imunizagdes via ID favorecem a inducdo de “células T Helper” do tipo Th2,
enquanto que nas imunizagdes com DNA via intramuscular, as repostas sdo preferencialmente
do Tipo Thl. (McCluskie et al., 1999).

Diferente de vacinas profilaticas contra patdgenos que requerem titulos protetores de
anticorpos, as vacinas terapéuticas contra o cancer requerem respostas imunes do tipo celular,
sobretudo, aquelas mediadas por linfocitos T citotoxicos. De acordo com varios trabalhos
publicados, ha uma relagdo diretamente proporcional entre a geracao CTLs especificos contra
E7 e a protecdo frente ao desafio com células TC-1 (Roden et al., 2004; Wu, 2004, Kim et al.,
2007 ; Lasaro et al,. 2008). Porém, vacinas baseadas em células T ainda sdo pobremente
compreendidas (Appay et al., 2008). O fracasso do ensaio clinico realizado pela Merck com
vacinas profilaticas / terap€uticas para infec¢ao pelo Virus da Imunodeficiéncia humana (HIV)
colocou esta dificuldade em evidéncia. As expectativas de sucesso em humanos baseava-se
num estudo prévio realizado em modelo simio (Mattapallil et al., 2006). H4 uma maior
complexidade em modular respostas imunes do tipo celular do que as do tipo humoral e isso
gera impactos na eficiéncia da estratégia vacinal empregada. Se a resposta imune nao for
modulada de maneira ideal, a resultante pode até mesmo previlegiar o crescimento tumoral.

Em nosso trabalho, ensaios imunoldgicos foram realizados buscando a caracterizagao
das respostas imunes geradas pelos regimes vacinais empregados. Inicialmente, foi realizada
citometria de fluxo (dados ndo mostrados) onde nio foi detectada a presenca de células CDS" /
IFN-y " em niveis significativos como sugeridos por outros trabalhos (Roden et al., 2004; Wu,
2004, Kim et al., 2007; Lasaro et al., 2008). Suspeitando de baixa sensibilidade da citometria
de fluxo para o modelo proposto, ELISPOT’s foram realizados para verificagdo de células do
bago secretoras de IFN-y. Como mostraram os resultados, os inicos grupos que apresentaram
resultados positivos foram aqueles imunizados com as construgdes vacinais pFlaE7 e pFlaE7A.
Por ser uma técnica mais sensivel que a citometria de fluxo, pode-se dizer que houve uma
ativacao diferencial apenas nas construgdes que expressavam E7 e isso corrobora com os dados
de protecdo. A protegdo conferida pela construgdao pFlaE7 foi acompanhada de células do bago
secretoras de IFN-y. O ensaio de ELIPOT realizado porém nao identificou qual a populagao de

células do baco respondeu ao peptidio E7. Embora ndo tenha sido demonstrado
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experimentalmente por nos, espera-se que essas células representem linfocitos T CD8" visto
que o peptideo empregado ¢ define um epitopo reconhecido especificamente por essas células.

Quando a vacina de DNA pFlaE7 foi utilizada no esquema de imunizagdo terapéutica,
apenas 20% dos animais mostraram-se protegidos. O que difere significativamente dos
resultados observados pela mesma construcdo vacinal em ensaios profilaticos, que protegeram
100% dos animais. Ainda neste ensaio terapéutico, um grupo de animais além de receber
pFlaE7, recebeu também pFLa. Imaginou-se que a flagelina completa, expressa por pFla,
tivesse algum efeito adjuvante adicional sobre pFlaE7. O que se observou, ¢ que a prote¢ao nos
animais assim imunizados era menor que os animais que receberam apenas pFlaE7.

Os nossos resultados demonstram que a vacina de DNA pFIlaE7 possui efeito
terapéutico superior ao conferido pela vacina pFlaE7A. Isto sugere que a delecdo na regido c-
terminal de E7, apesar de preservar o peptidio CD8 / E7, interfere de forma negativa a eficacia
da formulacdo vacinal. Esta dele¢do foi idealizada pensando na reducdo do potencial
oncogénico.

Diante dessas observacdes, pode-se concluir que a construg¢ao vacinal pFlaE7 apresenta
niveis de prote¢do significativos a desafio com células TC-1, quando empregada em
imunizagdes profilaticas. Paralelamente, ensaios imunoldgicos demonstraram a geragdo de
células do bago responsivas ao peptideo E7/CDS8 de forma especifica. No entanto, as condigdes
para o seu emprego em imunizacoes terap€uticas ainda precisam ser otimizadas. A vacina de
pFlaE7A mostrou eficiéncia inferior quando comparada a pFlaE7, ja a Salmonela vacinal SL
FlaE7 ndo apresentou resultados promissores, o que levou a suspensdo do uso dessa ultima.
Apesar da finalizagdo do trabalho de mestrado a linha de pesquisa ndo estd encerrada, visto que
alguns pardmetros ainda deverdo ser analisados, como o uso de novas constru¢des baseadas na
por¢do C-terminal. Acreditamos que nossos resultados sejam promissores € possam contribuir,

num futuro ndo muito distante, para controle do cancer cervical.
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CONCLUSOES

o A cepa de salmonela vacinal SL FlaE7, quando empregada em imunizagdes
profilaticas, ndo foi capaz de conferir protegdo a camundongos desafiados com 5 x 10°

células TC-1;

o A vacina de DNA pFlaE7, quando administrada de forma profilatica pela via
intradérmica por biobalistica, protegeu 80% dos animais frente ao desafio com 5 x 10’

células TC-1;

o A vacina de DNA pFlaE7 administrada de forma profilatica pela via
intradérmica por biobalistica, protegeu 100% dos animais desafiados com 1 x 10’

células TC-1;

o A delecao da por¢ao C-terminal de E7 na construgdo pFlaE7A reduziu a eficacia
da vacina quando comparada a pFlaE7, que contém E7 completa; tanto na prote¢ao em

ensaios de desafio, quanto na geracdo de células do bago sensiveis aos peptideos;

o A via de administracdo intradérmica por biobalistica (GG) mostrou maior
eficiéncia do que a via intramuscular, produzindo um maior efeito terapéutico com uma

menor dose de DNA;

o Células do bago de animais imunizados com a vacina de DNA pFIlaE7

secretaram IFN-y de forma especifica quando estimuladas com o peptidio E7 / CDS;

o Nossos dados ndo permitem a correlacdo direta entre a ativagao de receptores
Ipaf / Naip5 e a protecao observada nos ensaios profildticos com a vacina de DNA

pFlaE7 ;

. Os ensaios terapéuticos utilizando a vacina de DNA pFlaE7 mostram que 20%

dos animais foram protegidos contra o desenvolvimento do tumor;
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o O uso da construcdo pFla como adjuvante da vacina de DNA pFlaE7 em
imunizagdes terapéuticas, resultou numa diminui¢do da protecao ao desafio com células

TC-1, quando comparada com pFlaE7 isoladamente.
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