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RESUMO

Dados recentes do nosso laboratério demonstram que somente a co-transducdo,
nao a traducao individual, com vetores adenovirais portadores de Interferon-beta
(IFNB) (citocina imuno modulatéria) e pl9Arf (parceira funcional da proteina
supressora de tumor p53) resulta na morte celular massiva do melanoma murino
B16F10. A capacidade desse tratamento combinado de induzir uma resposta imune
antitumoral ainda ndo foi avaliada. Dessa maneira, o objetivo do presente trabalho
foi investigar se células B16FO0 tratadas por essa combinacdo sdo capazes de induzir
uma resposta imune antitumoral em um modelo de vacinacdo profilatico de
melanoma. Para isso, essas células foram co-transduzidas com os vetores AdPGp19
e AdPGIFNP e 48 horas depois, inoculadas como agente vacinal no flanco esquerdo
(sitio da vacina) de camundongos C57BL/6 imunocompetentes. Sete dias apds a
dltima vacinacdo, esses animais foram desafiados com células B16F10 naive no
flanco direito (sitio do desafio). A progressdo tumoral do desafio foi
significativamente reduzida, mesmo quando o desafio tumoral foi feito 73 dias apds
da vacinagcédo. Porém, como os animais imunizados desenvolveram tumores no sitio
da vacina, condicdes para o0 uso dessas células tratadas foram avaliadas, revelando
que: o numero de células e de aplicacdes usadas durante a vacinacao tem influéncia
no aparecimento desse tumores, e que apenas com o tratamento combinado os
camundongos permanecem livres de tumor. A influéncia do sistema imune para este
resultado foi revelada apds protocolo de imunussupressdo. Em seguida, o papel da
pl9Arf e do IFNB na protecdo antitumoral da combinacéo foi estudado. In vitro, 0os
efeitos antitumorais da combinagdo parecem ser mais influentes da reposicao de
pl9Arf do que da expressédo de IFNB, mas ja in vivo, na presenga do sistema imune,
foram mais dependentes do IFNB. Com a combinacdo estes efeitos mostraram-se
mais pronunciados, induzindo uma protecdo antitumoral e maior sobrevida aos
animais vacinados. Estes resultados indicam que a combinacéo p19Arf e IFNB pode
ser aplicada como um agente imunoterapico e sugerem que a associacao entre

morte celular e imuno estimulacdo pode beneficiar o tratamento contra o cancer.

Descritores: Melanoma experimental; Neoplasias; Vacinas anticancer; Interferon tipo
I; Proteina supressora de tumor p53; Morte celular; Camundongos endogamicos
C57BL.



ABSTRACT

Previously, we have shown in a mouse melanoma model of in situ gene therapy that
co-transduction, but not individual application, with adenovirus vectors expressing the
Interferon-beta (IFNB) (immune modulatory cytokine) and p19Arf (functional partner
of the p53 tumor suppressor) transgenes results in massive cell death and reduced
tumor progression. However, the capability of this combined treatment to stimulate
an antitumor immune response has not been evaluated. Therefore, the aim of this
work was to investigate, trough a prophylactic vaccine model, if B16F10 cells treated
by the p19Arf and IFNB combination could induce such immune response. To do so,
these cells were co-transduced by the AdPGp19 e ADPGIFNP adenoviral vectors and
48 hours after, inoculated as a vaccine agent in the left flank (vaccine site) of immune
competent C57BL/6 mice. Seven days after the last vaccine, a tumor challenge was
done with naive B16F10 cells in the right flank (challenge site). Tumor progression
was markedly reduced, even when challenge was done 73 days after the
vaccination. However, since these animals developed tumors where the vaccine was
applied, more appropriate conditions for the use of these treated cells were pursued,
thus revealing that: the number of cells and inoculations can dictate tumor
development, and also, that only with the combined treatment was tumor formation
abolished. The influence of the immune system for this result was revelead by
performing an immune supression protocol. Next, the roles of p19Arf and of IFNf
were studied. In vitro, the antitumor effects were stronger upon the introduction of
p19Arf than IFN, but in vivo, in the presence of the immune system, the effects were
more IFN[ dependent. In fact, these effects were more pronouced with the combined
treatment, inducing protection against tumor formation and progression and
increasing survival in the vaccinated animals. Taken together, these results
demonstrate the application of cells treated by the p19Arf e IFNB combination as an
effective vaccine agent and also indicates that the association between cell death

and immune stimulation may benefit the treatment of cancer.

Key words: Experimental melanoma; Neoplasms; Cancer vaccines; Interferon type I,

Tumor supressor protein p53; Cell death; Mice inbred C57BL.



INTRODUCAO

O céancer e outras doencas cronicas nao transmissiveis vém se tornando
cada vez mais comuns. Nas Ultimas décadas, a doenca cancer estabelceu-se como
um evidente problema de saude publica mundial. A Organizacdo Mundial da Saude
estimou para o ano de 2030, 27 milhdes de novos casos, 17 milhdes de mortes por

cancer e que 75 milhdes de pessoas viverdo, anualmente, com cancer (1).

No Brasil, nota-se que as doencas infecciosas e parasitarias deixaram de ser
a principal causa de morte, sendo substituidas pelas doencas do aparelho
circulatério e pelas neoplasias. As estimativas para o ano de 2013 apontam a
ocorréncia de aproximadamente 518 mil novos casos de cancer, sendo que 0s tipos
mais incidentes serdo os canceres de pele ndo melanoma, préstata, pulmao, coélon e
reto e estbmago para o sexo masculino; e os canceres de pele ndo melanoma,

mama, colo do utero, célon e reto e glandula tireoide para o sexo feminino (2).

Durante os ultimos dois séculos, entre os experimentos e estudos feitos com
a finalidade de compreender o cancer destacam-se as observacdes de Virshow em
1863, que deduziu a origem celular da doenca, e a de Stephen Paget’ em 1889 que
hipotetisou a teoria seed and soil* sobre o desenvolvimento de metastases. Outros
avancgos foram a proposta de Theodor Boveri em 1914 que o cancer pode ser
resultante de mutacdes cromossdmicas e em 1979 a constatacdo que determinados
genes virais seriam suficientes para imortalizar e transformar células de mamiferos
(3). Entretanto, é possivel indagar que a descoberta de que oncogenes? virais
possuem homologos intimamente relacionados no genoma humano (proto-
oncogenes®) e de outros genes associados com a supressdo tumoral e com a
instabilidade genética, ajudou a consolidar a talvez simplista no¢do de que o cancer

constitui apenas uma doenca genética (4) (Tabela 1).

LA hipotese seed and soil de Paget. Ao analisar 735 casos de cancer de mama, ele observou que as
metastases se formavam mais no figado do que em qualquer outro 6rgdo, mesmo em comparao com
outros 6gaos que, teoricamente, eram igualmente expostos as células tumorais por receberem o
mesmo volume sanguineo. Dessa forma, hipotetisou ao contratrio do que se pensava ha época, que
as células metastaticas (seed-sementes) poderiam crescer em qualquer tecido (soil-solo) desde que
este fosse propicio para tal. Assim, os sitios de crescimentos secundarios ndo seriam uma questédo
de oportunidade, mas sim pelo fato que alguns érgdos proporcionam um ambiente mais “fértil” do que
outros para o crescimento de metastases.

> Oncogenes sdo genes que contribuem com o desenvolvimento de tumores.

*0Os proto-oncogenes sao genes responsaveis pelo controle da divisdo celular, diferenciagao celular e
apos a sua perda de fungdo ou mutagdo agem como um oncogene.



Tabela 1. Descobertas e eventos importantes no campo da oncologia e da
imunobiologia tumoral.

Ano Descoberta ou Evento

Origem celular do Cancer (Virshow)
,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Descrigéo de infiltrado imune em tumores (Virshow)

1889 Hipotese do seed and soil (Paget)

1898 Tratamento de tumores com produtos bacterianos (Coley)

1914 Mutagbes cromossOmicas e Cancer (Boveri)

1937 Fundacédo do National Cancer Institute

1944 Transmissao da informacéo celular pelo DNA (Avery)

VVVVVVVVVVVVVVVVVVV Ava“agao de drogas antitumorais pe|0 Cancer Chemeotherapy Nat|0nal
,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Service Center

1953 Descoberta da estrutura do DNA

1957 Teoria da imuno vigilancia (Burnet)

1970 Trancriptase reversa

1971 Enzimas de restricdo

1973 Descoberta das células dendriticas (Steinman)

1975 Hibridomas e anticorpos monoclonais

1976 Origem celular dos oncogenes retrovirais

1981 Supressao tumoral pela p53

1983 Primeiro estudo com Interleucina-2

1984 Proteinas G e Sinalizacao celular

"""""""""" Primeiro estudo com Interferon-alpha em melanoma
7777777777777777777 Primeiro estudo com transferéncia adotiva de células em cancer

1990 Primeira diminuicdo na incidéncia de cancer e sua mortalidade

1994 Associacdo entre o gene BRCA1 e cancer de mama

2000 Sequenciamento do genoma humano

2002 Influéncia da epigenética e de microRNAs no Cancer

2005 Primeira reducao no numero total de mortes por Cancer

2006 Interacbes entre o tumor e o estroma (microambiente tumoral)

2009 Vacinacao de HPV (VIN)

2010 Aprovacdo do FDA de Sipuleucel-T® em cancer de préstata

2011 Aprovacdo do FDA de Ipilumimab® em melanoma metastatico

Adaptado de (3) e (5).

Neste periodo é possivel observar que a maior compreensdo dos processos
celulares e moleculares do cancer ocorreu juntamente com importantes descobertas
cientificas (e.g. estrutura do DNA), advento de tecnologias (e.g. enzima de restricao,
sequenciamento do DNA) e elucidacdo de mecanismos biologicos (e.g. p53,
proteinas G), acarretando somente em 2005 a primeira reducdo do ndamero total de

mortes por cancer (3).

Mais recentemente, os tumores deixaram de ser vistos como uma massa
composta por apenas células cancerosas e comegaram a ser considerados como
um tecido complexo composto por distintos tipos de células (e.g. células imunes,

edoteliais, mielbides, fibroblastos), que participam de interagdes heterotipicas umas



com as outras. Neste tecido, o recrutamento de células ndo tumorais como agentes
atuantes em vez de simples observadoras tem importantes fungbes tanto no
desenvolvimento quanto na progressdo da doenca. Dessa forma, o conceito atual da
biologia tumoral compreende ndo somente as interacdes entre as células tumorais,
mas também as interacfes entre as células tumorais e estromais, que juntas formam

0 microambiente tumoral (6).

As principais caracteristicas desse microambiente tumoral s&o: (1)
desregulacdo de vias energéticas; (2) sinais de proliferacdo autossustentados; (3)
evasao de sinais supressores de crescimento celular; (4) replicagéo ilimitada; (5)
promocao de inflamacao; (6) invasédo e metastases; (7) inducdo da angiogénese; (8)
instabilidade genémica e desenvolvimento de mutacgfes; (9) resisténcia a morte
celular; (10) evasdo dos mecanismos imunes antitumorais (6). O ganho dessas
caracteristicas ocorre através de uma forte selecéo positiva durante a tumorigénese
e representa o beneficio da transformacéo celular para o cancer, ja que as células
gue nao as adquirem, provavelmente, ndo conseguirdo se estabelecer. Porém como
a aquisicdo dessas caracteristicas ocorre de maneira gradual e progressiva, o tecido
tumoral pode demorar anos para progredir e se estabelecer sobre o organismo
hospedeiro (7).

Possivelmente, devido ao desconhecimento dessas caracteristicas e do
conceito sobre o microambiente tumoral o tratamento do cancer, no utimo século,
focou em sua grande maioria apenas na erradicacdo das células tumorais e se
restringiu a radiacao, cirurgia e quimioterapia. De modo que somente nas Ultimas
décadas, a imunoterapia do céancer foi considerada como estratégia terapéutica
interessante (4).

A administracéo das citocinas® interleucina-2* e do interferon-alpha, em 1983
e 1985, respectivamente, estimulou muitos estudos sobre a atuacdo do sistema
imune como estratégia terapéutica. De fato, a regressdo do melanoma metastatico
e carcinoma renal observada ap0s a administracdo dessas citocinas representa um

dos primeiros indicios de que o sistema imune pode ser manipulado para o

* Citocinas sdo moléculas de sinalizagéo secretadas pelas células para se comunicarem. Podem ser
classificadas como proteinas, péptidos, ou glicoproteinas.

* Interleucinas s&o citocinas produzidas na sua maioria por linfécitos T CD4+, bem como através de
mondacitos, macrofagos e células endoteliais e promovem o desenvolvimento e diferenciacdo de T, B
e células.



tratamento do cancer (8). Atualmente, o sucesso de estratégias como a utilizacdo
de agentes imunomodulatérios (e.g. Ipilumimab®), vacinacdo com células dendriticas
(e.g. Sipuleucel-T®) e a manipulacéo genética de linfcitos (e.g. T cells with chimeric
antigen receptor — CAR T cells®), tem fornecido fortes evidéncias da atuacdo do
sistema imune na regressao tumoral (5). Além disso, supreendentemente, novos
estudos também apontam que o efeito antitumoral de alguns quimioterapicos bem
sucedidos na clinica (e.g. antraciclinas) na verdade, deve-se a capacidade destes

em induzir uma resposta imune antitumoral (4).

Dessa forma, o microambiente tumoral € um tecido complexo e pode ser um
alvo no desenvolvimento de novas terapias antitumorais. Dentre essas, a
imunoterapia do cancer pode ser considerada como uma estratégia terapéutica
interessante e promissora. O presente trabalho esté inserido neste contexto e tem
como objetivo investigar se o tratamento pela combinacdo pl9Arf (proteina
supressora de tumor parceira funciona da p53) e interferon-beta (citocina imuno
modulatoria) é capaz de induzir uma resposta imune antitumoral em um modelo de

vacinacao profilatico de melanoma murino.

> CAR T cells sdo células T com receptores artificiais engenheirados para conferir a especificiade de
um anticorpo monoclonal a essas células. A codificagdo da sequéncia deste receptor € normalmente
feita por vetores retrovirais. Deste modo, um grande numero de células T especificas para os
astigenos tumorais podem ser gerados por transferéncia de células adoptiva.



REVISAO DA LITERATURA

Compreendendo arelacdo entre o cancer e o sistema imunologico: a

hipétese da imuno edi¢do tumoral

A ideia de que o sistema imune poderia controlar o cancer foi inicialmente
proposta por Paul Ehrlich em 1909 e desde entdo foi alvo de intenso debate
cientifico. Porém, como pouco se sabia sobre 0s componentes essenciais do
sistema imune na época nao foi possivel comprovar esse conceito. Mais tarde, cerca
de 50 anos, Burnet desenvolveu a hipétese da imunovigilancia, que propunha que o
sistema imune adaptativo era responsavel por prevenir 0 aparecimento de tumores
em hospedeiros imunocompetentes. Entretanto, estudos subsequentes nao
conseguiram comprovar tal funcéo, pois camundongos Nudes (imunodeficientes do
componente adaptativo, mas ndo do inato) tinham a mesma susceptibilidade que

camundongos imunocompetentes (9).

Somente na década de 1990, utilizando camundongos knockout® para os
genes IFN-gama (deficiente para a sinalizacéo de IFN do tipo Il) ou Rag2™ (fator de
transcricdo necessario para o desenvolvimento de células T, B e NK), foi possivel
observar uma maior susceptibilidade para o desenvolvimento de tumores induzidos
por carcinégenos, na auséncia de componentes essenciais do sistema adaptativo
(9).

A partir dessa observacdo, foi demonstrado que o sistema imune também
pode influenciar na qualidade (imunogenicidade) dos tumores, pois tumores
originados em animais imunodeficientes eram mais imunogénicos (classificados
como nao editados), do que o0s tumores desenvolvidos em animais
imunocompetentes (editados). Ou seja, aparentemente as células tumorais
imunogénicas sdo combatidas pelo sistema imune e eliminadas, porém durante a
tumorigénese essa imunogenicidade € perdida e o tumor pode agora fugir do

controle imunolégico e progredir mesmo na presenca desse sistema (10).

Este papel pro e antitumoral exercido pelo sistema imune nédo era

contemplado dentro da vigilancia imune, e por isso esse conceito foi reformulado e a

® camundongos knockout sdo animais genéticamente modificados que possuem genes endégenos
inativados, ou “nocauteados”. Atraves da perda de fungdo desses genes sua fungéo ou influéncia em
um determinado processo pode ser estudada comparando o fenétipo desse animal com um animal
selvagem.



hipotese mais aceita neste campo é a imuno edi¢cao tumoral. Sendo esta dividida em
trés fases continuas e progressivas: eliminagdo (primeira), equilibrio (segunda) e
evasao (terceira) (Figura 1). Entretanto, devido a influéncia de fatores externos
como condicBes ambientais, imunodeficiéncias adquiridas ou envelhecimento, em
alguns casos, os tumores podem entram diretamente na fase de equilibrio ou

evasao, sem passar pela eliminagéo (11).
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Figura 1. Representacdo esquematica do processo de imuno edi¢cdo tumoral. A imune edi¢éo
tumoral descreve um processo no qual os componentes da imunidade adaptativa e inata interagem
com as células tumorais para elimina-las e impedir o desenvolvimento de tumores (primeira fase,
eliminagdo). Entretanto, devido a instabilidade genética, variantes tumorais menos susceptiveis ao
ataque do sistema imune podem aparecer e se manter em um estado de dorméncia proliferativa
devido a um constante combate com o sistema imune (segunda fase, equilibrio). Essa fase pode se
manter muitos anos e pode gerar um repertdrio celular que é capaz de evadir ou subverter 0 ataque
do sistema imune (terceira fase, evasdo). Dessa maneira, o tumor escapa do controle imunolégico e
pode ser clinicamente detectavel. Adaptado de (11).

A fase de eliminagdo pose ser descrita como uma versdo atualizada da
hipétese de imuno vigilancia, na qual a imunidade inata e adaptativa trabalham em
conjunto para eliminar tumores nascentes, muito antes de serem clinicamente

detectaveis. Esta eliminacdo ocorre, possivelmente, através de sinais classicos de



perigo tais como DAMPS’, HSP (Heat Shock Proteins) e Interferons do tipo I, que
séo induzidos durante a fase inicial do desenvolvimento tumoral. Esses sinais ativam
células dendriticas e promovem uma resposta mediada por células T efetoras CD4+2
e CD8+°. Outro possivel mecanismo é mediado pela expressdo de ligantes da célula
NK, como NKG2 e TRAIL. Se este processo € bem sucedido o hospedeiro
permanece livre de tumores. Entretanto, se uma variante rara de células tumoral ndo

é eliminada, esta pode proliferar e entrar na fase de equilibrio (11).

No equilibrio, o crescimento tumoral € combatido, principalmente, por
mecanismos imunes adaptativos. Células T, interleucina 12, IFNB, IFNy séo
necessarios para manter o tumor em um estado de dorméncia por mais de 20 anos
em humanos. De modo que componentes inatos, como as células NK (Natural Killer
Cell), aparentemente ndo desempenham um papel fundamental nesta etapa. A
edicdo tumoral ocorre nesta fase, devido a uma constante pressdo seletiva do
sistema imune e a instabilidade genética, variantes tumorais menos imunogénicas
podem surgir. Entretanto, estas variantes podem ndo ser mais reconhecidas pelo
sistema imune, ficar resistentes aos mecanismos antitumorais, ou, induzir um
ambiente altamente imunossupressor e dessa maneira, o tumor foge do controle
imunoldgico entra na fase de evasao e as células emergem para causar a doenca
em si (11).

O cancer pode escapar do controle imunoldgico por diversos mecanismos.
Entre os principais, no nivel das células tumorais, alteragdes genéticas podem levar
a perda de antigenos imunogénicos, resisténcia aumentada a citotoxidade mediada
por células T e expressédo reduzida de proteinas de MHC (Major Histocompatibility
Complex) de classe I. O resultado final dessas alteracdes é a selecdo de variantes
pouco imunogénicas que podem se tornar invisiveis ao sistema imune. Os tumores

também podem escapar também pelo estabelecimento de um ambiente fortemente

" Damage-associated molecular pattern molecules (DAMPs) sdo padrdes de moléculas associadas
perigo que podem iniciar uma resposta imune. Diferentemente dos padrdes moleculares associados
ao patégenos os DAMPS sao componentes nucleolares e citosélicos. Quando libertado para fora da
célula desencadeam uma resposta inflamatéria nao infecciosa.

® Células T CD4+, ou células T helper, desempenham um papel importante no sistema imune, em
particular no sistema imune adaptativo. Eles coordenam o tipo da resposta das outras células imunes
Eela liberacdo de citocinas como IL-4, IL-12.

Células T CD8+, também conhecidos como linfocitos T citotéxicos, tema funcdo de matar células
infectdas por virus, danificadas ou transformadas. Elas podem reconhecer antigenos apresentados
por essas células via MHC de classe | pelo seu recptor de células T (TCR). Quando ativadas liberam
citotoxinas como granzimas, perforinas e expressam o ligante Fas do receptor de morte.



imunossupressor. Este estado é adquirido pela secrecdo de citocinas supressoras
como, VEGF (Vascular Endothelial Growth), TGFB (Transforming Growth Factor-
beta), IDO (ldoleamine 2,3-Di-Oxygenase), interleucina 10 e pelo recrutamento de
células, tais como, células T reguladoras e MSDC (myeloid derived supressor cell).
(10).

Imunoterapia do cancer

A imunoterapia € uma estratégia atraente e promissora para o tratamento do
cancer, que visa a ativacdo de uma resposta imunoldgica especifica para combater
as células tumorais (12). Véarios grupos de pesquisa buscam o aprimoramento desse
sistema para combater tumores j& estabelecidos ou para prevenir o seu
estabelecimento, e de fato, varios tipos de vacinas contra o cancer se mostram

capazes de gerar uma forte resposta imunoldgica (13).

O principal objetivo é ativar o sistema imune para reconhecer antigenos
tumorais, proteinas que sado especificamente expressas pela célula tumoral e podem
ser apresentadas na membrana celular como antigeno do MHC. Os antigenos
tumorais sédo definidos em dois principais grupos: (1) antigenos especificos tumorais,
que sdo geralmente Unicos as células tumorais e resultantes de mutacées de genes
normais ou da expressao de oncogenes virais e (2) antigenos tumorais associados,
que sdo proteinas humanas normais anormalmente superexpressas nas ceélulas

tumorais (14).

As vantagens de uma imunoterapia bem sucedida em comparacdo com 0s
tratamentos convencionais seriam: relativamente poucos efeitos colaterais e
estabelecimento de uma meméria imunolégica, que pode levar a uma imunizacao

prolongada contra recorréncia tumoral ou contra o aparecimento de metastases (15).

Nos ultimos anos, muitos protocolos clinicos da fase Il falharam em alcancar
0s seus objetivos (13). As principais dificuldades para um tratamento efetivo foram:
(1) ambiente imunossupressor tumoral; (2) baixa eficiéncia das células
apresentadoras de antigenos em reconhecer e apresentar os antigenos; (3) inibicdo
da ativacdo das células T; (4) atuacdo de células imunossupressoras, citocinas
imunossupressoras, perda de antigenos e (5) reduzida expressdo de MHC-l e
fatores metabolicos inibitorios (16).

Mesmo com esses fatores, a prova de principio de que o sistema imune

poderia ser efetivamente manipulado para o tratamento do cancer foi demonstrada



com os resultados dos protocolos clinicos de fase Il dos imunoterapicos Sipuleucel-
T® e Ipilumimab®, em 2010 e 2011, respectivamente. Sipuleucel-T representa a
primeira vacina aprovada pelo FDA (USA Food and Drug Administration) para o
tratamento do cancer de prostata refratario a horménio terapia. A vacina Sipuleucel-
T consiste em utilizar células apresentadoras de antigenos autdlogas do sangue
periférico, ativadas ex vivo com proteina de fusdo que contem o fator GM-CSF
(Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) fusionado com a proteina
PSPAP (Prostatic Specific Acid Phosphatase) especifica para o cancer de proéstata.
Durante o protocolo multicéntrico de fase lll, pacientes com céancer de préstata
metastatico que receberam a Sipuleucel-T tiveram o tempo total de sobrevida
prolongado e o risco de morte reduzido. Além disso, os pacientes do grupo
Sipuleucel-T que apresentaram altos titulos de anticorpos contra proteina de fusao

ou a PSPAP viveram mais dos que apresentaram baixos titulos (17).

Ipilumimab é um anticorpo monoclonal contra o receptor CTLA4 que atua
sobre a funcdo de células T, mais especificamente, por diminuir os efeitos
imunossupressores sobre essas células. A CTLA4 é expressa em células dendriticas
ativadas e regula negativamente a ligacdo dessas células apresentadoras de
antigenos com as células T, impedindo uma ativacao exacerbada das células T. Os
linfécitos T reguladores também expressam a CTLA4 que utilizam dessa molécula
para atenuar uma resposta efetora das células T. Dessa maneira, o Ipilumimab
antagoniza a funcdo supressora da CTLA4, permite uma maior ativacdo das células
T e assim induz uma resposta imune antitumoral mais potente (8). Os resultados do
protocolo clinico de fase Ill contra melanoma metastatico demonstraram um grande
beneficio para os pacientes tratados com esse anticorpo. Pois, ndo apenas a
sobrevida foi significativamente aumentada no grupo tratado apenas com esse
anticorpo, mas também uma completa remissédo da doenca foi observada em alguns

dos pacientes dois anos e meio apos o tratamento (18).

O tipo de resposta depende na plataforma escolhida para sensibilizar o
organismo e entre as estratégias mais frequentemente usadas estédo: (1) as vacinas
de células tumorais autologas; (2) de células tumorais alogénicas; (3) de lisados
tumorais; (4) de ceélulas tumorais modificadas geneticamente para expressar
citocinas; (5) de células dendriticas e (6) de bactérias geneticamente modificadas.

Outras variaveis também incluem a rota de administragdo (subcutanea,
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intramuscular, intradermica, intravenosa e intralinfatica) e o uso de adjuvantes como
GM-CSF (Granulocyte Macrophage Colony-Stimulating Factor), IL-2 e IFNy (19).

Vacinas de lisados de células cancerigenas séo utilizadas para fornecer um
grande numero de antigenos tumorais, incluindo tanto os antigenos conhecidos e os
desconhecidos, para gerar uma resposta imunolégica ampla contra o tumor e seus
antigenos (20). Vernon e colaboradores (2003) relataram os resultados de uma
vacina humana (Melacine®) construida a partir de lisados tumorais alogéncios e
combinada com o adjuvante Detox®. Estudos clinicos de fase | e Il em estagio
avancado de melanoma apresentaram uma forte atividade antitumoral. Ja estudos
de fase lll indicaram um beneficio na sobrevida nos pacientes que expressavam
antigenos de MHC-I (21).

Células tumorais que expressam citocinas imuno estimulatérias sao
desenvolvidas a partir da transducdo de genes que codificam estas citocinas e
podem assim, aumentar drasticamente a imunogenicidade do tumor sem causar
efeitos colaterais (22). Estudos em animais demonstraram que a manipulagdo ex
vivo de células de melanoma com uma variedade de citocinas (IL-2, IL-4, IL-6, IL-7,
IFNy) promovem a rejeicdo das células geneticamente modificadas pelos seus
hospedeiros singénicos. Outros trabalhos mostraram que este tipo de vacina €
capaz de induzir uma imunidade sistémica e preventiva, ja que 0s animais vacinados
com estas células modificadas rejeitaram varios tumores selvagens (néo

transduzidas) e até eliminaram um tumor pré-existente (23).

Interferons do tipo | e suas funcdes antitumorais

A familia de proteinas Interferon (IFN) foi originalmente identificada por sua
capacidade de “interferir’ na replicagdo viral do virus influenza, sendo entdo
reconhecida por proteger células contra infec¢des virais (24). Porém, somente no
final da década de 1960 o papel antitumoral dessa familia comecou a ser estudado.
Nestes primeiros estudos, foi observado que camundongos que eram transplantados
com tumores singénicos tinham uma sobrevida maior quando esses tumores eram
tratados com preparacdes de Interferons do tipo | (25). Resultados similares também
foram observados quando essas proteinas foram superexpressas em diversos tipos
de tumores (26). Recentemente, Dunn e colaboradores em 2005 demonstraram que

camundongos deficientes para o receptor de IFN ou para a sinalizagéo de IFN (e.qg.
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STAT 1) sdo mais susceptiveis para o desenvolvimento de tumores do que 0s
camundongos selvagens (27).

A familia IFN incluem duas principais classes de citocinas: tipo | e tipo II.
Existem muitos tipos de IFN do tipo | com uma consideravel homologia estrutural.
Estes incluem o IFNa (que pode ser subdivido em 13 diferentes subtipos), IFN(,
IFNO, IFNg, IFNK, IFNT e IFNw. Os IFNSa, IFNB, IFNg, IFNk e IFNw séo encontrados
em humanos e camundongos, ja o IFNd e IFNT somente foram descritos em suinos
e bovinos, respectivamente, ndo tendo homélogos em humanos. Estes genes sdo
localizados no cromossomo 9 em humanos, no 4 em camundongos € SA0 expressos
em quase todas as células nucleadas. Surpreendentemente, todos esses IFN se
ligam ao mesmo receptor de superficie celular, conhecido como receptor de IFN do
tipo | (IFNAR1) (28).

Em contraste existe apenas um IFN do tipo Il, o IFNy. O seu gene esta
localizado no cromossomo 12 em humanos, no 10 em camundongos e sua proteina
nao possui uma homologia estrutural com os IFN do tipo I, sendo expresso em
linfocitos T, células NK e NKT em resposta a antigenos especificos, ligantes de NK e
de TLR (Toll Like Receptors). O IFN-y também se liga a um diferente receptor
conhecido como receptor de IFN do tipo Il (IFNARII). Recentemente, um nova classe
de IFN ou IFN-like foi relatada como IFN-A, IFNA; e IFNA3, que também sé&o
conhecidos como IL-29, IL-28A e IL-28B, respectivamente. Essas citocinas também
possuem atividades antivirais, mas distintas dos IFN | e Il e se ligam a um diferente
receptor, o IFNLR1 (28).

O receptor do IFN do tipo | € composto por duas distintas subunidades,
IFNAR1 e IFNAR2, no qual cada uma dessas subunidades interage com um
membro da familia JAK (Janus Activated Kinases). A subunidade IFNAR1 é
constantemente associada com a TYK2 (Tyrosine Kinase 2), a outra subunidade é
associada com a JAK1. Através de um rearranjo provocado pela interagdo com o
ligante, essas subunidades JAK se associam formando um receptor dimero, que em
seguida se auto-fosforila, ativando suas JAKs associadas (28). Assim, na via
candnica, a ativacdo dessas JAKs causa fosforilagGes tirosina sitio-especificas nas
proteinas STAT1 e STAT2 (Signal Transducers and Activators of Transcription 1 and
2), que uma vez fosforiladas se combinam com o fator IRF-9 (Interferon Regulatory
Factor 9) para formar o complexo transcricional heterotrimérico ISGF3 (Interferon-
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Stimulated Gene Factor 3), responsavel por ativar os genes induzidos por IFN. As
regides promotoras desses genes contem o elemento ISRE (Interferon Stimulated
Response Element). Adicionalmente, o Stat 1 fosforilado também sofre
homodimerizacdo e é entdo, convertido na sua forma ativa que se liga a regiao

promotora de genes com sitios ativados por IFN-y (Figura 2) (29).

Type | IFN: Type Il IFN:
IFN-a, IFN-B IFN-y

IFNAR1 d) IFNAR2 (5
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Figura 2. Vias de sinalizagao ativadas pelos Interferons do tipo | e Il. O receptor do IFN do tipo | &
composto por duas distintas subunidades, IFNAR1 e IFNAR2, que interagem com membros da familia
JAK. Apés a interacdo com o IFN do tipo | essas subunidades se rearranjam formando um receptor
dimero, que em seguida se auto-fosforilam, ativando suas JAKs associadas. A ativagdo dessas Janus
kinases fosforilam as proteinas STAT1 e STATZ2, que uma vez fosforiladas se combinam com o fator
IRF-9 para formar o complexo transcricional heterotrimérico, responsavel por ativar 0os genes
induzidos por IFN. As regides promotoras desses genes contem o elemento ISRE. Adicionalmente, o
STAT 1 fosforilado também sofre homodimerizacdo e é entéo, convertido na sua forma ativa que se
liga a regido promotora de genes com sitios ativados por IFN-y. Adaptado de (28).
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Dessa maneira, os IFNa/B podem induzir a expressdo de mais de 300 genes
(30). Porém, a sinalizacao classica por JAK-STAT sozinha ndo é capaz de explicar
todo o repertério de respostas induzidas pelos IFNs. Em adicdo aos genes induzidos
pelo complexo transcricional formado pelo IRF9, o envolvimento de outros IRFs°
(e.g. IRF3, IRF5, IRF7) pode ativar ou reprimir diferentes genes (31). Além disso,
outras vias de sinalizacdo podem ser ativadas sem a participacao desses fatores de
transcricdo, como por exemplo, a sinalizagcdo por MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinases) e da PI3K (32). O tipo de célula que produz e recebe o IFN, o tempo de
producdo e o microambiente inflamatério também pode influenciar na resposta (33).
Por fim, a diferenca de afinidade dos IFNs com o receptor também poderia explicar
os distintos efeitos ativados, como demonstrado pelo IFN-a que apresenta uma
baixa afinidade para o IFNRA1 enquanto o IFNB apresenta uma afinidade 20 vezes

mais elevada (34).

Os IFN do tipo | podem modular as fases do ciclo mitético e afetar
diretamente a proliferagdo celular. Este efeito citostatico ocorre principalmente pela
diminuicdo das atividades ou da expressdo de uma série de serina/treonina
quinases, ciclinas e CDKs (Cyclin-Dependent Kinases) que controlam a passagem
pelas diferentes fases do ciclo celular (35). A reducédo global nas atividades dessas
ciclinas e CDKs (e.g cdk4, cdk6, ciclina A) resulta na diminuicdo da fosforilacdo da
pRB*!, evitando assim a progressdo do ciclo celular, em um bloqueio de G1 ou em
um alongamento de todas as fases (G1, G2 e S) (36) (37).

Em adicdo ao controle do ciclo celular, os IFNs também podem induzir morte
celular. Estudos de expressédo génica identificaram mais de 15 genes estimulados
por IFN com funcbes pro-apoptoticas, entre eles a TRAIL/Apo2L (TNF-a Related
Apoptosis Inducing Ligand), Fas/FasL, XAF-1 (XIAP Associated Factor 1), caspase-
4, caspase-8, PKR (dsRNA activated protein kinase), OAS (2’5'A Oligo-Adenylate
Synthetase), DAP-K (Death Activating Protein Kinases), phospholipid scramblase,
galectin 9, gene PML (Pro-Myelocytic Leukemia) e os RIDs (Regulators of IFN

1% Interferon Regulatory Factors (IRFs) estdo envolvidos na imunidade contra virus, agentes

patogénicos, diferenciacdo celular, apoptose, e na supressado tumoral. Existem nove membros da
familia IRF em humanos e camundongos: IRF-1, IRF-2, o IRF-3, IRF-4, IRF-5, IRF-6, IRF-7, IRF-8, e
IRF-9. Quatro desses IRFs (IRF-1, IRF-3,IRF-5, e IRF-7) foram consideradas feedback positivo de
regulacdo. Contudo, apenas trés deles, IRF-3, IRF-5, e IRF-7, podem funcionar como reguladores
diretos da sinalizagdo e desempenham um papel crucial na expresséo do IFN tipo |.

1A proteina do retinoblastoma (pRb) € uma proteina supressora de tumor que tem por fungéo
impedir o crescimento excessivo de células por inibicdo da progressao do ciclo celular, até que a
célula esteja pronta para se dividir.
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Induced Death) (30). Apesar de provavelmente nenhum desses genes ser suficiente
para induzir morte celular sozinho e que multiplos mecanismos podem estar
envolvidos, os efeitos acumulados desses genes podem de fato induzir apoptose.
Sendo que a ativacdo da cascata dos receptores de morte (e.g. FAS, TRAIL) pode
ser considerada como o principal mecanismo de morte ativado pelo IFN (Figura 3)
(35).

TRAIL/Apo2LL

‘ (IFN Receptor)

Fas TRAIL-R1 and -R2 \
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Figura 3. Representacdo do mecanismo de apoptose induzida por IFN. IFNs podem induzir a
expressdo dos ligantes dos receptores de morte TRAIL e Fas, que quando se ligam a seus
respectivos receptores recrutam FADD e ativam caspase-8. A caspase-8 ativada, por sua vez, ativa a
caspase-3 para entrar na fase efetora do apoptose. Em células tumorais, os niveis elevados de
proteinas inibidoras de apoptose, como XIAP pode bloquear a atividade das caspase-9 e caspase-3 e
inibir a morte celular. Além de TRAIL e Fas, os IFNs também induzir outras proteinas como XAF-1,
que funcionam como inibidores dos repressores de apoptose. A inibicdo de XIAP pode resultar na
sensibilizacdo de células para receptores de morte induzida vias apoptoéticas. Adaptado de (35).

Os efeitos imunomodulatérios induzidos pelos IFNs do tipo | desempenham
um papel critico no combate do sistema imune contra tumores e podem atuar tanto
na imunidade inata quanto na adaptativa, desde a apresentacdo de antigenos até a
fase efetora da resposta imune (26). Nesta resposta, os macréfagos podem ser

considerados o0s produtores iniciais de IFN que uma vez secretada além de
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aumentar a atividade citolitica dessa célula e das células NK, também pode
aprimorar as ceélulas imunes vizinhas para secretar um reportério de citocinas pré-
inflamatorios importantes na diferenciacdo de células imune-efetoras (38). No
entanto, as células dendriticas podem ser as maiores produtoras de IFN, fato que
destaca o importante papel do IFN na indu¢cdo de uma resposta imune adaptativa
(33). O IFN produzido por essas células aumenta os niveis de moléculas de MHC-I,
0S sinais co-estimulatérios e induz a maturacdo e ativacdo dessas células.
Adicionalmente, o IFN também pode favorecer a apresentacdo cruzada de
antigenos, elevar a atividade citotoxica de células T CD8+ e direcionar uma resposta
CD4+ do tipo TH1 (39). Por fim, nas células B o IFN pode aumentar a sobrevida,
producdo de anticorpos, troca de classe e geracdo de células B de memdria (40)
(41).

A proteina supressora de tumor p19Arf

A proteina Arf (conhecida como pl4Arf em humanos e pl9Arf em
camundongos) foi originalmente identificada como um transcrito alternativo do locus
INK4b-Arf-INK4a localizado no cromossomo humano 9p21.1 (42). Notavelmente,
devido a diferentes matrizes de leitura (alternate reading frame) esse mesmo locus
codifica duas proteinas supressoras de tumor da familia CDKI (Cyclin-Dependent
Kinase Inhibitors), a p15INK4b e p16INK4a, e a proteina Arf (Figura 4). Porém, é
importante ressaltar que a INK4 e Arf possuem diferentes primeiros exons, ndo sao
consideradas isoformas, ndo possuem homologia de aminodcidos e por terem
promotores separados, podem ser independentemente reguladas, mutadas ou
silenciadas (43).

ARF
E1 E2 E1B Ele E2 E3
4Kb

Figura 4. Representacdo esquematica do locus INK4b-Arf-INK4a. Este locus possui trés genes
supressores de tumor em proximidade um dos outros. Os exons estdo representados em retangulos
coloridos (E) e os promotores indicados por setas. Ambos a INK4b e a INK4a codificam inibidores
(p16INK4b e pl5alNK4a) das ciclinas dependentes de quinases (CdK4 e CdK®6). Estes dois genes
falqueiam o exon 13 do gene Arf. O RNA codificado sofre splicing (linhas pretas) com os exons 2 e 3
da INK4a. O codon iniciador da Arf é lido por uma matriz de leitura alternativa da INK4a (44).
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As funcbes de supressor de tumor das proteinas pl6INK4a e Arf séo
observadas pela maior susceptibilidade de camundongos deficientes em Arf/INK4a
em desenvolver tumores. Porém, camundongos knockout somente para Arf
desenvolvem tumores no inicio da vida, ja para a pl6INK4a ndo apresentam tal
predisposicdo com menos de 17 meses. Indicando um papel predominante de Arf ja
que o fendtipo observado pela delecdo de ambos pl6INK4a e pl9Arf pode ser

comparavel com a delecdo de apenas Arf (45).

Estudos com fibroblastos embrionarios de camundongos derivados de
linhagens knockout para Arf e INK4a também enfatizam um papel independente de
Arf. Nos fibroblastos selvagens, a Arf e a INK4a se acumulam com as passagens e
sdo capazes de fugir da senescéncia induzida por essas multiplas passagens pela
delecdo do eixo p53/Arf, ao em vez do INK4a-Rb. Apesar dessas observacfes ndo
se aplicarem em todos os tipos celulares, elas apontam uma maior importancia da

supressao tumoral da proteina Arf do que da INK4a (46).

A funcdo mais bem definida de Arf &€ suprimir a proliferacdo celular aberrante
em resposta a ativacdo oncogénica (e.g. Myc, E2F1 e Ras) pela ativacdo do fator de
transcricdo p53 (43). A proteina p53 em resposta a diferentes tipos de estresse pode
direcionar a célula para apoptose, parada do ciclo celular, senescéncia, reparo do
DNA ou autofagia (47). Em condicbes de homeostasia o nivel desta proteina é
relativamente baixo devidos aos efeitos inibitérios de duas ubiquitinas ligases?
especificas para p53, Mdm2 e Arf-BP1/MULE (Arf-biding proteinl/Mcli-Ubiquitin
Ligase E3) (44). No entanto, quando a célula sofre algum tipo de estresse com
potencial de transformacéo, ocorre um aumento da sua expresséo e atividade. Para
isso a proteina Arf se liga diretamente com Mdm2 ou relocaliza Mdm2 no nucléolo e

assim bloqueia a ubiquitinacdo mediada pela Mdm2 (Figura 5) (48).

2 A ubiquitina ligase é uma proteina que faz a ligacdo de uma ubiquitina com uma lisina da uma
proteina-alvo para direcionar substratos proteicos ou proteinas para a degradagéo do proteassoma.
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Figura 5. Representacdo esquemaética da via Arf-Mdm2-p53. A ativacdo de oncogenes tais como
MYC e Ras induzem a expressédo de Arf. Uma vez expresso, a Arf interage com Mdm2, estabilizando
p53 para que possa atuar como fator de transcricdo de seus genes alvos. Mdm2 ndo é apenas o
regulador negativo de p53, mas também é um alvo transcricional de p53, estabelecendo um tipo de
feed-back negativo, ja que quanto mais p53 for expresso mais Mdm2 sera expresso para controlar os
niveis de p53. A ativagdo de p53 ocorre classicamente em resposta a diversos tipos de estresse
como radiacdo gama, hipoxia, raio x. Dependendo da natura do estresse as proteinas ATM/ATR
podem ser ativadas e fosforilar p53 diretamente ou indiretamente pelas quinases CHK1 e CHK2.
Apesar de Arf ndo ser tipicamente ativado pelo dano no DNA, sua inibicdo de Mdm2 pode modular a
reposta de p53 frente ao dano no DNA. Adicionalmente, a ativacdo de ARF pelo estresse oncogénico
induz primariamente uma parada no ciclo celular, porém se o dano ou estresse for muito colateral
para a célula a reposta pode mudar para apoptose (44).

Tendo em vista o0 mecanismo de regulacdo p53/Mdm2/Arf, pode-se deduzir
gue esta via ocupa uma posicao central nos sistemas de controle do ciclo celular e
de inducdo de apoptose, e ainda que falhas nesta via podem ser responsaveis pela
génese de tumores. Esta deducédo é suportada pelos seguintes dados: (1) falhas em
p53 estdo presentes em 50 a 60% dos canceres humanos; (2) o gene Mdm2 esta
amplificado em 30 a 40% dos sarcomas, sendo que na maioria destes tumores p53
se apresenta selvagem (49) (3) a maioria dos tumores com pl4Arf mutado
apresenta p53 tipo selvagem (50) (51).

A principal caracteristica estrutural da proteina Arf € sua composicdo com
mais de 20% de residuos de arginina com muito pouco ou quase nenhuma lisina. Os
residuos de arginina estdo localizados por toda a molécula e os segmentos
codificados pelos exons 18 e exon 2 sdo igualmente basicos. Dessa forma em
condicOes fisiologicas, a Arf provavelmente ndo consegue se estruturar sozinha e
precisa formar complexos com outras moléculas para adquirir uma terciaria e para

que sua carga basica seja neutralizada pelo pH fisiolégico. E interessante apontar
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gue com um ponto isoelétrico de 12, a Arf pode se ligar de maneira “promiscua” a
muitas moléculas (descritas na Tabela 2), sendo que destas pelo menos mais de 25
proteinas podem estar associadas com suas fun¢des independentes de p53 (44).

Tabela 2. Proteinas que interagem diretamente com Arf.

Proteina Funcéo

ANCO1 Liga-se a deacetilases de histonas e inibe a transcricao

ATR e ATM  Proteina quinase ativadas pelo dano ao DNA

'''''''''''''''''''''''''''''''''' Repressor transcricional: uma oncoproteina em células B e um

BC|6 ,,,,,,,,,,,,,,,,,, inibidor da senescéncia induzida por Arf
C-Terminal Binding Protein; um co-repressor anti-apoptoético que €
CTB1 .
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, desestabilizado por Arf
Cyclin G1 Gene induzido por p53 para recrutar a PP2A que desfosforila a

777777777777777777777777777777777777777777777777 MDM2

E2F1 e DP1 Fatores de transcricado necessarias para a replicacdo do DNA

FOXM1B Fator de transcricdo da familia forkhead box (Fox)

77777777777777 GSPT1  Proteina ligante de GTO necessaria para a transicdo G1-S
7777777777777777 HIF1a  Fator de transcricdo induzido por hipoxia
Oncoproteina E7 Human Papilloma Virus que antagoniza a funcéo
HPV16 p .
777777777777777777777777777777777777777777777777 da proteina retinoblastoma
Antagoniza a inibicdo de Arf sobre da E3 ligase Mdm2, mas
LZAP . e
777777777777777777777777777777777777777777777777 mesmo assim estabiliza p53
7777777777777777 Mdm2  Uma E3 ubiquitina ligase de p53
777777777777777777 MYC  Fator de transcrigdo capaz de transativar e reprimir muitos genes
77777777777777777 NIAM  Promove a interagdo nuclear de Arf e Mdm2
Nucleolin Proteina nucléolo com funcao na biogénese de ribossomos

Proteina de fosforilacdo nucleolar implicada na biogénese de
Nucleophosmin ribossomos, duplicacdo dos centrdbmeros e na resposta ao dano no
DNA

TP53 Fator de transcri¢cao ativado por multiplos sinais de estresse celular

Adaptada de (44).

Normalmente a Arf reside dentro nucléolo aonde pode se ligar a NPM
(Nucleolar Phosphoprotein  B23/nucleophosmin) e atenuar a transcricdo e o
processamento do RNA ribossomal (52). A NPM é uma proteina abundante no
nacleo envolvida na biogénese dos ribossomos, na qual seus niveis de expressao se
correlacionam diretamente com o estado proliferativo da célula. Contudo, na
resposta ao estresse ontogénico a Arf entra no nucléolo e forma um complexo com a

NPM, exercendo funcdes inibidoras de crescimento celular (53).

A resposta antitumoral induzida por Arf € complexa de modo que o papel
exato desta proteina ainda ndo esta elucidado. Em células nulas para p53, ja foi

mostrado que Arf pode induzir uma parada em G1, S ou iniciar apoptose em
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resposta a ativagdo dos oncogenes Myc e E2F1, sem interagir diretamente com o
sitio de ligacdo do DNA desses oncogenes (53). Arf também pode participar da
resposta ao dano de DNA pelas vias ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) ou das
ATR quinases (Ataxia Telangiectasia and Rad-3-related) (54). Além disso, a
transcricdo de Arf pode ser iniciada no residuo de metionina e codificar uma proteina
de menor tamanho denominada smArf (Small Mithocondrial Arf) que por sua vez
pode se ligar a membrana mitocondrial, alterar seu potencial transmembranico e
induzir morte celular e ou autofagia (55). Recentemente, também foi relatado que a
Arf completamente transcrita pode induzir autofagia de uma maneira p53
dependente e p53 independente, sugerindo que a autofagia é outro mecanismo
efetor induzido por Arf (56).

Desenvolvimento do promotor PG responsivo a p53

A p53 age como indutor de transcri¢ao se ligando diretamente no promotor de
seus genes alvos. Um dos primeiros elementos responsivos a p53 identificados foi
isolado do RGC (Ribossomal Gene Cluster) (57). Na sequéncia reporter PG13-CAT,
13 cépias do elemento PG (derivado do RGC) foram unidas a um promotor minimo e
ao cDNA da cloranfenicol acetil transferase, resultando uma unidade regulatoria
muito sensivel a p53 (58). A sequéncia geral reconhecida pela p53,
PuPuPuCA/TA/TGPIiPIiPi (onde Pu=purina e Pi=pirimidina) foi definida logo depois

(58) (59) e esta presente no promotor de todos os genes ativados por p53.

Geralmente, a transferéncia do gene p53 requer a utilizacdo de um vetor viral
que serve como veiculo para introduzir p53 e fornecer sequéncias regulatorias
capazes de controlar a expressdo de p53 dentro da célula tumoral alvo.
Tradicionalmente, a atividade do transgene e do sistema que controla sua expressao
sao considerados independentemente. Por exemplo, um promotor como CMV (Cito
Megalo Virus) pode dirigir a expressao constitutiva de p53, mas néo influenciar a
capacidade de p53 para agir como supressor de tumor. Por sua vez, a atividade de
p53 ndo tem impacto significativo no desempenho do promotor CMV. Em contraste
com esta visdo classica, um novo conceito no campo de transferéncia génica que
unifica a atividade do transgene e atividade do promotor génico foi criado pelo nosso
laboratorio. Essa estratégia depende da escolha de um promotor que seja

controlado pelo préprio transgene, estabelecendo um sistema de autoregulacao,
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onde a expresssdo do transgene induz a atividade do promotor e este ultimo, por

sua vez, aumenta a expressao do transgene (60).

Dessa forma, o conceito original consitia de um vetor retroviral chamado
pCLPG, onde o promotor viral foi modificado com a insercdo do elemento PG,
responsivo a p53. Nos vetores do sistema pCLPG a expressédo do transgene de
interesse é dirigida por p53. Os dados obtidos com este sistema mostraram que o
vetor pCLPG atinge um nivel de expresséo sete vezes maior do que o obtido com o
vetor parental pCL (61). Também se observou que quando p53 € codificada pelo
proprio vetor pCLPG, o efeito de inibicdo da proliferacdo de células tumorais €&
superior ao efeito visto com o vetor parental (60, 61). Em resumo, 0s virus de
configuracdo pCLPGp53 possuem nivel de expressédo e efeito funcional superiores
aos virus parentais pCLp53 e que este arranjo emprega p53 para executar com
sucesso duas fungOes interligadas: (1) dirigir expressao viral e (2) agir como

supressor de tumor.

Os vetores derivados de adenovirus oferecem titulo alto (em torno de 10
particulas virais/mL) o que facilita a introducéo do transgene em grande numero de
células e viabiliza ensaios in situ de terapia génica. Por este motivo, o conceito dos
vetores retrovirais pCLPG foi transferido para os vetores adenovirais, estabelecendo
o sistema denominado AdPG, onde a expressao do transgene também é controlada
por p53. Dados obtidos com o gene reporter luciferase mostraram que na presenca
de p53, o sistema AdPG induz 600 vezes mais a atividade da luciferase do que na

auséncia de p53 (62).
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OBJETIVOS

Objetivo geral:

O objetivo deste trabalho € investigar se células B16F10 tratadas com a
combinacado p19Arf e IFNB sdo capazes de induzir uma resposta imune antitumoral

em um modelo de vacinacao profilatica para melanoma murino.

Objetivos especificos:

1. Produzir e caracterizar prepara¢des dos adenovirus AdPGLUC, AdPGp1l9,
AdPGIFNRB e AdPGIFNBIRESpP19.

2. Padronizar a dose de irradiacédo das células B16.
2.a. Estudar a resposta dos vetores AdPG a p53 apés irradiacao.

2.b. Analisar a viabilidade e a tumorigenicidade das células B16 apds a
irradiacao.

3. Desenvolver um modelo de vacinacgao profilatica para melanoma murino.
O protocolo de imunizacéo sera padronizado variando a frequéncia de vacina,

a via de administracdo e a quantidade de células necessarias para induzir a

imunizacdo, sendo estas irradiadas e ou tratadas com a combinacao p19Arf e IFNR.

4. Estudar os mecanismos celulares e moleculares envolvidos na possivel resposta

imune antitumoral.

4a. Investigar de qual tratamento a resposta imune é mais dependente,
vacinando os animais com células transduzidas somente com os vetores AdPGp19

ou AdPGIFNB e comparar o resultado com o da combinagao destes.

4b. Deplecéo de Linfocitos T Helper e T Citotoxico durante a fase efetora da

resposta imune.
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JUSTIFICATIVA

Previamente nosso laboratério demonstrou que a transducdo de células
B16F10 com os vetores adenovirais ADPGINFB ou AdPGp19 in vitro ndo provoca
alteracdes significantes no ciclo celular. Em contraste, a co-transdu¢cdo com estes
dois vetores resulta em morte celular massiva. Ensaios in vivo também confirmaram
esta observacdo. Tumores de B16F10 formados em camundongo C57BIl/6 foram
tratados in situ com o vetor AdPGp19 e nao foi observado a inibicdo da progresséao
tumoral. Ja o tratamento com apenas AdPGINFB ou com ambos (AdPGINFB e
AdPGp19) resultou em reducéo significativa do volume e progressao tumoral. Porém
somente com o tratamento combinado foi observado um aumento da sobrevida e
uma maior marcagao de morte celular (63). Estes dados apontam que o tratamento
combinado parece ser mais eficiente do que o tratamento com IFNB sozinho, mas
nao indicam se houve uma participacdo do sistema imunoldégico. Dessa maneira,
com esse trabalho, pretende-se investigar os possiveis beneficios da combinacéo

p19Arf e IFNB em induzir uma resposta imune antitumoral.
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MATERIAIS E METODOS

Manutencéao das linhagens celulares

A linhagem transformada por adenovirus HEK293A (Human Embrionic
Kidney) foi cultivada em meio DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Gibco-
BRL®) suplementado com 10% de BCS - Bovine Calf Serum (Hyclone®), 50 pg/mL
de gentamicina, 25 ug/mL de ampicilina e 2,5 ug/mL de fungizona (anfotericina B),

mantidas a 37 °C em atmosfera timida com 5% de CO,.

A linha murina de melanoma B16F10 (ATCC CRL-6475) foi transduzida com
um retrovirus contendo o CARA1 (Coxsackie Adenovirus Receptor) e um gene de
resisténcia a neomicina (gentilmente fornecido por James Degregori, Department of
Biochemistry and Molecular Genetics, University of Colorado, EUA) e apés 12 dias
de selecdo com G418 (500 pg/ml) foi estabelecida a linhagem B16mCAR. Esta
modificacdo foi necessaria, pois a transducdo de células B16 com vetores
adenovirais do sorotipo 5 é ineficiente devido a falta do receptor de adenovirus
murino CAR (Coxsackie Adenovirus Receptor) porém apos a modificacdo a linhagem
passa a ser eficientemente transduzidas. Esta linhagem foi cultivada como descrito
acima, porém utilizando meio RPMI (Invitrogen®) e para simplificar ser4 denominada
como B16F10.

Producéo, purificacao e titulagdo adenoviral

Placas de cultura de 6 cm foram semeadas com 7,5x10° células HEK293A e
incubadas (37°C, 5% CO,) por 24 horas em meio DMEM contendo 5% de BCS. Para
a transfeccédo foram utilizados 5 pug do vetor adenoviral recombinante linearizado
(através de digestdo com Pacl) adicionados a 250 pL de cloreto de calcio (0,25 M) e
precipitado através da adi¢cao de 250 uL do tampao fosfato de sédio/HEPES HBS-2X
pH 7,0 (cloreto de sbédio 274 mM, HEPES 40 mM, fosfato monoéacido de sodio 2,8
mM). A suspenséo contendo o precipitado de DNA foi gotejada sobre o meio de
cultura das células aderidas e essas entdo foram incubadas por 4 horas. Em
seguida, as células foram submetidas a um choque de glicerol, o qual consiste em
trata-las com PBS contendo 15% de glicerol durante 3 minutos, e apds lava-las com
PBS, sendo que, em seguida, adicionou-se meio DMEM com 5% (v/v) de BCS as

células. Apos 7 dias, a coleta inicial de virus foi realizada utilizando o método de
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congela-descongela, no qual as células e o sobrenadante da placa foram coletadas
e passadas para um tubo e submetidas a ciclos de congelamento em gelo seco
seguido por banho a 37 °C, por trés vezes consecutivas. ApOS esse processo a
amostra foi centrifugada (3220 x g, 5 min, 4 °C), o sobrenadante coletado, aliquotado

e armazenado a -80 °C.

A 12 amplificagdo viral foi feita através da transducdo com as aliquotas
contendo virus em placas de 3,5 cm previamente semeada com 5x10° células/placa
(HEK293A). As células permaneceram em cultura por aproximadamente 5 dias para
que, apoés, os virus fossem coletados através do método de congela-descongela.
Esse processo foi repetido em placa 6 cm contendo 7,5x10° células HEK293A (22
amplificacéo) e depois passado para placas de 10 cm contendo 10° células (32
amplificacdo) até que foi observado o efeito citopatico. Esta foi usada como inoculo
para 25 placas 15 cm previamente semeadas com HEK293A e mantidas até o
aparecimento do efeito citopatico e posterior coleta do lisado celular. Essa solugéo

contendo o virus foi purificada em gradiente de cloreto de césio.

A titulacdo fisica foi realizada diluindo 50uL do virus purificado em 450 uL de
solucéo de PBS 0,1% (v/v) de SDS e fazendo a leitura da absorbancia a 260 nm.
Pelo método biologico foram seguidas as recomendacdes do fabricante do Adeno-X
Rapid Titer kit (Clonetech®).

Através da titulacdo fisica séo inferidas tanto as particulas virais defectivas
guanto as funcionais e pela titulagdo biolégica somente as funcionais, capazes de
infectar células. Dessa forma a partir da razdo entre os titulos (fisico/bioldgico) a

qualidade da producao pode ser inferida.
Construcdo dos vetores AdPG

O cDNA para o pl9Arf ou IFNB murino foi posicionado sob o comando do
promotor sintético PGTxB (responsivo a p53) (62) para simplificar sera denominada
como PG, e inseridos no vetor adenoviral do sorotipo 5. Esta nova construcao foi

desenvolvida no Laboratério de Vetores Virais pelo Dr. Christian Merkel (63).
Citdbmetria de fluxo para deteccéo da expresséo de eGFP

As células modificadas B16pCLeGFP (promotor constitutivo, ndo responsivo a
p53) e B16A-eGFP (promotor PG, responsivo a p53) foram semeadas (3x10° células

por poco em placa de 6 pocos) logo apds serem irradiadas com radiagdo gama
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seguindo o protocolo descrito a seguir. Posteriormente, as células foram
tripsinizadas, fixadas com paraformaldeido 4% (v/v), transferidas para tudos de
FACS (Fluorescence-Activated Cell Sorting), analisadas por citdmetria de fluxo em
citometro FACScalibur (BD Bioscence®) e pelo software CellQuest.

Irradiacdo gama sobre a célula B16F10

Células B16F10 (5x10°) foram transferidas para tubo falcon estéril de 15 mL,
contendo 5 mL de meio e irradiadas sob uma fonte de 137 Cs com o ciclo de 50 Gy
(dose minima emitida) e 100 Gy. Apés irradiacéo, foi removido o meio de cultura e
as células mantidas novamente em cultura, at¢é o momento da coleta para os

ensaios de ciclo celular ou de eGFP.
Coloracao com DilCig

A coloragéo com DilC,g (Invitrogen) foi feita a partir de 5mL da solucdo de uso
(5 uM). Retiraram-se as células de uma placa confluente de 10 cm todo o meio de
cultura e lavou-se a placa uma vez com PB. Apds, adicionou-se lentamente na placa
5 mL da solucédo de uso de DilC,g e manteve-se a placa em cultura por 30 minutos.
Nesse passo, as células se depreenderam da placa e foram coletadas juntamente
com as células que permaneceram aderidas. Apds a coleta, transferiu-se a solucéo
para um tubo falcon de 15 mL e lavou-se 2x com PBS, centrifugando a 201xg por 5
minutos. Em seguida coletou-se do tubo a amostra controle (momento zero),
fixando-a com PFA 4% e em paralelo foram semeadas 5x10° células em placas de 6
cm. Estas células B16F10, agora coradas, foram submetidas a radiacdo gama e
apos 24 horas da radiacéo fixadas com PFA 4%. Posteriormente as amostras foram
analisadas por citometria de fluxo.

Imunoflourescéncia para deteccdo de p19Arf

Células B16F10 foram semeadas (5x10* células por poco) em laminulas
redondas de 13 mm de diametro em placa de 24 pocos e transduzidas com 0s
vetores AdPGLUC (MOI - Multiplicity Of Infection - 1800), AdPGp19 (MOI 900) e
AdPGIFNB (MOI 900) AdPGFNBIRESp19 (MOI 3500). Apds 48 horas da transdugéo

as células foram preparadas para o ensaio de imunoflourescéncia.

As células foram lavadas com PBS (Phosphate Buffered Saline), fixadas com
metanol 100% e lavadas novamente com PBS. Em seguida, as células foram

permeabilizadas com PBS + nonidet p40 0,1% (v/v) por 30 minutos a 37 °C, lavadas
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com PBS e para evitar interacdo ndo especifica do anticorpo foram bloqueadas com
PBS + albumina 1% (p/v), por 30 minutos, a 37 °C. Em seguida, as células foram
lavadas com PBS, incubadas com o anticorpo primario policlonal anti-p19, produzido
em coelho (Calbiochem®) diluido em PBS + albumina 1% (m/v) por 1 hora a 25 °C, e
lavadas novamente com PBS. Posteriormente foram incubacdo com o anticorpo
secundario anti-coelho produzido em cabra conjugado com Alexa-Fluor 488
(Invitrogen) diluido em PBS por 45 minutos a 25 °C. As células foram lavadas mais
uma vez com PBS e incubadas com 20 ug/mL de Hoechst 33258 durante 30 minutos
a 25 °C. Apds lavagem final com PBS, as laminulas foram montadas em laminas

com glicerol 50% (v/v) e seladas com esmalte.
Ensaio de ELISA para detecgao de IFN

Para a deteccéo da expresséo de IFN[ pelos vetores virais, 0 meio no qual as
células B16F10 foram cultivadas (48, 72 e 96 horas apos a transducdo com 0s virus
AdPGIFNB, AdPGIFNBIRESp19 e AdPGLUC) foram submetidas ao ensaio de ELISA
(Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Os ensaios foram conduzidos segundo o
protocolo do fabricante (PBL Biomedical®) e a absorbancia a 450 nm foi determinada

no leitor de microplacas Victor (Perkin-Elmer®).
Ensaio de ciclo celular

Células B16F10 (1,2x10°) foram semeadas em placa de 10 cm contendo 2 mL
de meio, transduzidas pelos vetores AdPGLUC (MOI 1800), AdPGp19 (MOI 900),
AdPGIFNB (MOI 900) e AdPGFNBIRESp19 (MOI 3500) e apés 3 horas foi
adicionado mais 8 mL de meio a placa. Depois de 24 horas em cultura, as células

foram tripsinizadas e dividas em trés placas de 6 cm com 3 mL de meio .

As células aderidas na placa, bem como as células que entraram em
suspensdo pela acdo dos virus foram coletadas (ap6s 48, 72 e 96 horas da
transducéo) e fixadas em etanol 70% (v/v) até serem analisadas. As células foram
centrifugadas a 805xg durante 5 minutos a 4 °C, lavadas com PBS e novamente
centrifugadas. O sobrenadante foi descartado e as células tratadas com 500 pL de
Pl - Propidium lodide (10 pg/pL) durante 30 minutos a 37 °C. ApGs este periodo, as
células foram centrifugadas, o sobrenadante descartado e o pellet ressuspendido em
100 pL de PBS. O perfil do ciclo celular foi analisado a partir da fluorescéncia emitida
pelo Pl medida por citbmetria de fluxo.
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Marcacdo com Annexina e PI

O ensaio de marcacdo com Annexina V-Alexa 488 (Invitrogen) contra corando
com PI foi realizado seguindo o protocolo do fabricante. Resumidamente, células
B16F10 foram semeadas e transduzidas como descrito acima e ap0s 72 horas, tanto
as células aderidas quanto as células no sobrenadante foram coletadas. Em
seguida, as células foram transferidas para tubos de FACS, lavadas uma vez com
PBS, centrifugando a 201xg duante 5 minutos, ressupendidas no tampao de ligacéao
de Annexina (10 mM HEPES, 140 mM NacCl, 2,5 mM CacCl, pH 7,4). Adicionou-se a
solugdo 5 pL de Annexina e 1 pL de PI (10 pg/uL), incubou-se por 15 minutos a
temperatura ambiente e em seguida, adicionou-se 400 yL do tampéao de ligagdo e

analisou-se por citbmetria de fluxo.
Ensaio clonogénico

Células B16F10 foram transduzidas como descrito acima e apos 24 horas a
transducédo, 500 células foram semeadas em duplicata em placas de 10 cm. Essas
placas foram mantidas em cultura por 10 dias com 10 mL de meio foram lavadas
com PBS, fixadas solucdo de acido acético/metanol (1:7) (v/v) e coradas com cristal
violeta por 5 minutos. As colbnias foram entdo contadas, sendo considerado como

coloénias somente os pontos corados bem formados.
RT-qPCR

Células B16F10 (1,2x10°) foram semeadas em duplicata em placas de 10 cm
contendo 2 mL de meio, transduzidas com os vetores AdPGLUC (MOI 1200),
AdPGp19, AdPGIFNB ou a combinagéo (MOI 600 para cada vetor) e apés 3 horas
foi adicionado 8 mL de meio nas placas. ApGs 48 horas da transducdo, células
aderentes foram coletadas com 2 mL de Trizol (Invitrogen). O RNA total foi extraido
seguido instrugbes do fabricante e a concentragdo medida pela absorbancia a 260
nm. A qualidade do RNA extraido foi verificada pela concentracéo de proteina e sal,
e pela visualizacdo das bandas 18 e 28S do RNA ribossomal em gel de agarose 1%
(p/v). Para evitar a contaminacdo com gDNA as amostras foram tratadas com
RNAse free DNAse (Promega®). Os Primers (Tabela 3) para RT-gPCR (Reverse
Transcription quantitative Polymerase Chain Reaction) foram desenhados na regiao
codificante mais proxima do terminal 3° do gene usando o software Primer3 Os

primers foram preferencialmente localizados em exons diferentes (separados por


http://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcription_polymerase_chain_reaction
http://en.wikipedia.org/wiki/Reverse_transcription_polymerase_chain_reaction
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introns), seguindo as sequencias depositas na pagina
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide. Para evitar produtos ndo especificos foi feita
a andlise “BLAST” na pagina www.ncbi.nim.nih.gov/blast. Trés genes de referéncia
foram testados (B-actina, 28S e GAPDH), e a B-actina foi selecionada por ser a mais
estavel entre as amostras. Para os genes Bcl-2 e p53, as variantes 1 e 2 também
foram testadas, e as que tiveram maior expressao foram escolhidas. A eficiéncia dos
primers desenhados foi avaliada sendo préxima de 100%. RNA Total (2 upg) foi
reversamente-transcrito usando random primers e a enzima MMLV reverse-
transcripatse (Invitrogen). As condicdes para as reac¢des foram: 100 ng cDNA
(volume final de 20 pL); 12.5 pmol para cada primer; 10 ul de Syber Green PCR
Master Mix (Invitrogen). A fase de amplificacdo consistiu de 15 minutos a 95 °C,
seguido por 40 ciclos de desnaturacédo por 15 segundos a 95 °C, anelamento por 1
minuto a 60 °C e a extensdo por 1 minuto a 72 °C. Todas as amostras foram
testadas em triplicatas e analisadas pelo 7500 Fast Software 2.05 (Applied
Biosytems®). O método 224 foi usado para quantificar a expresséo dos genes e 0s
dados apresentados em fold change in expression (log2) comparadas com células
nao transduzidas B16F10.

Tabela 3. Primers usados para RT-gPCR.

Genes Primer (5 23")
Bcl-2 v.1 Forward primer CTGGTGGACAACATCGCCCTGTG
... Reverse primer AGGTCGCATGCTGGGGCCATAT
p21%af Forward primer TGGTGTCTGAGCGGCCTGAAGA
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Reverse primer TCCCGTGGGCACTTCAGGGT
Mdm2 Forward primer GGCCTCCAGGCCAATGTGCAA
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Reverse primer TJCGTTTTGCGCTCCAACGGACT
053 V.1 Forward primer GACAGCAGGGCTCACTCCAGCTAC
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Reverse primer GGACGGGATGCAGAGGCAGTCA
PUMA Forward pri_mer GAGCGGCGGA. GACAAGAAGAGC
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, Reverse primer AGGATCCCTGGGTAAGGGGAGGAG
019Arf Forward primer GAGCTGCGCTCTGGCTTTCGT
Reverse primer TGCCCATCATCATCACCTGGTCCAG

Protocolo de vacinacgéo profilatico para melanoma murino B16F10

Neste protocolo de vacinacdo a propria célula B16F10 tratada pela
combinacdo pl9Arf e IFNB é o agente vacinal, responsavel por imunizar
camundongos imunocompetentes contra um posterior desafio com células B16F10

naive. Deste modo, caso o tratamento combinado fosse capaz de ativar uma
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resposta imune antitumoral o tumor do desafio teria seu desenvolvimento afetado

por essa resposta.

O protocolo foi dividido em trés etapas sequenciais: (1) transducédo, (2)
vacinacao e (3) desafio. Na primeira etapa, células B16F10 foram transduzidas ex
vivo com os vetores AdPGLUC (MOI 1800), AdPGIFNB (MOI900), AdPGp19 (MOI
900) ou co-transduzidas com os vetores AAPGIFNB e AdPGp19 (MOI 900 para cada
um) e mantidas em cultura por 48 horas. Apos esse periodo, na etapa da vacinacao,
as células transduzidas pelo vetor APGLUC foram lisadas por 3 ciclos de congela e
descongela e ressuspendias em 100 pL de PBS. J& as células transduzidas pelos
outros vetores foram apenas ressuspendias em 100 pL de PBS. Logo em seguida
essas células (3x10°) foram inoculadas trés vezes, uma vez a cada sete dias, em
camundongos imunocompetentes C57BI/6 no flanco esquerdo via subcutanea (sc),
denomidado sitio da vacina, e sete dias apdés a Ultima vacinacdo, na etapa do
desafio, esses animais foram desafiados com 10° células B16F10 naive, injetadas
no flanco direito (sc), denominado sitio do desafio. O crescimento tumoral nos sitio
da vacina e do desafio foi observado a cada trés dias e as medidas tumorais
aferidas com o auxilio de um paquimetro digital. O célculo do volume tumoral foi

baseado na férmula proposta por Steel (1977):

D g2 onde:V = volume tumoral (mm°);
V= — D = maior didmetro do tumor;
2 d = menor didmetro do tumor.

Durante a etapa da vacinacdo e do desafio foram feitas variaces no numero
de células e de aplicacdes, para facilitar o entendimento dasvariacdes estas serdo

apresentadas na sessao dos resultados.
Producéo dos anticorpos monoclonais anti-CEA, anti-CD4 e anti-CD8

Os anticorpos monoclonais foram produzidos a partir dos seguintes
hibridomas: UF5H2 (anti-CEA, 1gG1 contra um antigeno tumoral humano, controle
do isotipo), GK 1.5 (anti-CD4) e 53.6-7(anti-CD8).

Os hibridomas GK 1.5 e 53.6-7 foram mantidos em cultura no Laboratorio de
Imunologia Molecular do Centro de Terapia Celular e Molecuar (CTCMol) da
UNIFESP sob os cuidados do doutorando Jonatan Ersching e do Prof. Dr. Mauricio
Martins Rodrigues. Ja o hibridoma UF5H2 foi cedido gentilmente pelo doutorando
Rodrigo Aguiar e pelo Prof. Dr. Roger Chammas.
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Para a producéo dos anticorpos, no primeiro dia, camundongos Nudes foram
injetados intraperitoneal (ip) com 1 mL de Pristane (Sigma®), no dia seguinte,
injetados (ip) com 10° células e ressuspendidas em 200 pL de meio RPMI. O
desenvolvimento da ascite no peritbnio foi acompanhado e em torno de 10 dias,
quando estava bem desenvolvida, o liquido ascitico foi coletado, em tubos falcon
contendo 10 pL de anticoagulante, perfurando superficialmente a barriga dos
camundongos com o auxilio de uma agulha G18. Apds isso, o liquido ascitico foi
centrifugado a 201xg por 10 minutos, o plasma foi coletado, aliquotado e

armazenado a -20 °C.
Deplecao e imunofenotipagem dos linfécitos T Helper e T Citotdxico

Camundongos C57BI/6 foram injetados (ip) 3 vezes durante uma semana,
uma vez a cada dois dias, com 50 pL, 100 uL ou 200 uL de plasma contendo os
anticorpos GK 1.5 (anti-CD4) ou 53.6-7(anti-CD8) e apds dois dias o bagco e o
linfonodo inguinal foram coletados em placas de 6 po¢cos com meio RPMI.

Estes d6rgdos foram macerados com o auxilio do émbolo de uma seringa,
centrifugados a 201xg por 5 minutos, as hemacias presentes no tecido foram lisadas
por choque osmético durante 2 minutos. Apés isso, foram adicionados 10 mL de
meio RPMI em cada poco da placa, esta foi centrifugada a 201xg por 5 min e
contada 100 milhdes de células coradas com Trypan Blue. Em seguida essas
células foram transferidas para um tubo de FACS, centrifugadas a 201xg por 5
minutos e adicionado em cada tubo 50 uL de tampao MACS (PBS, BSA e EDTA) e
0,5 pL dos anticorpos para imunofenotipagem. A solucao foi encubada a 4 °C por 20
minutos, posteriormente foi adicionado mais 100uL de tampao MACS e em seguida
a presenca das pulagbes de Linfécitos T Helper (CD3'CD4") e T Citotdxico
(CD3*CD8") foi analisadas por citdmetria de fluxo em citbmetro FACS Canto |1l (BD
Bioscence) e pelos softwares DIVA e FlowJo. Os anticorpos da imunofenotipagem
usados foram: AcaCD3 (PE, 17A2, BD Bioscence), AcaCD4 (PECy7, RN4.5,
Invitroven) e AcaCD8 (APC, 5H10, Invitrogen).

Protocolo de Imunossupressao

Camundongos C57BI/6 imunocompetentes foram tratados foram injetados no
flanco direito (sc) com dexametasona (Roche®) nas dose de 3 ou 10mg/kg/dia ou

PBS, como controle, por 19 dias continuos, sendo as duas ultimas aplicacdes feitas



31

com intervalo de dois dias. O objetivo de espacar as duas Ultimas doses foi
prolongar os efeitos imunossupressores e nao interromper drasticamente o
tratamento. No oitavo dia de tratamento as ceélulas B16F10 transduzidas foram
inoculadas (sc) no flanco esquerdo e no décimo segundo dia o sangue periférico dos
grupos LUC, LUC+3DEX e LUC+10DEX foi colhido via retrorbital em tubos contendo
EDTA e enviado para o Laboratorio de Controle de Qualidade Genética e Sanitaria
Animal do Centro de Bioterismo da FMUSP para realizacdo do leucograma

diferencial.
Manuteng¢&o dos Animais

Os protocolos de vacinacdo utilizados foram aprovado pelo Comité de Etica

em Pesquisa da FMUSP sob o numero do projeto 247/10) (Anexo 1).

Camundongos C57BI/6 (fémeas, com 7 semanas de vida) foram fornecidos
pelo Centro de Bioterismo da FMUSP e mantidos durante a fase experimental no
biotério do Instituto do Coracdo da USP. Ja os camundongos Nudes (machos, com
semanas de vidas variadas) foram obtidos do biotério da Faculdade de Veterinaria
da USP e mantidos no laboratério de Terapia Génica da Profa. Eugénia Costanzi-

Strauss no Instituto de Ciéncias Biomédicas da USP.

O bem estar dos animais foi constantemente monitorado, sendo realizada
como procedimento de eutanasia em cabine de CO, e obedecendo as normas do

Centro de Bioterismo da FMUSP para os procedimentos de descarte dos animais.
Anélise Estatistica

Todas as andlises estatisticas foram feitas pelo software GraphPad Prism 5.
Os testes utilizados em cada experimento estdo indicados na legenda de cada figura

e os dados foram considerados significativos quando p<0,05.
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RESULTADOS

1. Producéo e caracterizagao dos vetores adenovirais

Os vetores adenovirais (AdPGLUC, AdPGp19, AdPGIFNB e
AdPGIFNBIRESp19) foram produzidos e caracterizados (Tabela 4). O namero de
particulas virais apresentadas para cada célula (MOI) foi calculado a partir da

titulagéo biologica.

Tabela 4. Resultado das titulagbes bioldgicas e fisicas dos vetores adenovirais.

Titulacéo Titulacao fisica

Vetor Producéo biologica (Rarp’culas B::ol,lsc'i)Z?(/:a
(IFU/mL) virais/mL)

AdPGp19 1 101 3,7x1012 37
""""""""" AdPGp19 2 26x10" nd - nd
"""""""" AdPGIFNB 1 3,2x10u nd  nd
'AdPGIFNBIRESp19 1 2,5x10% 4,3x102 17
'AdPGIFNBIRESp19 2 3,5x101t 9,1x1012 26
'AdPGIFNBIRESp19 3 2x101 4,6x1012 23
"""""""" AdPGLUC 1 2,:8x10n 4,7x1012 17

nd - valor ndo determinado.

A linha murina de melanoma B16F10 foi transduzidas com um retrovirus
contendo o CARA1 (Coxsackie Adenovirus-Receptor murino com delecao na porcéo
intracelular) e um gene de resisténcia a neomicina, apos a selecdo com G418 foi
estabelecida a linhagem B16mCAR. Esta modificacdo foi necesséria, pois a
transducédo de células B16F10 com vetores adenovirais do sorotipo 5 é conhecida
por ser ineficiente devido a falta do receptor de adenovirus murino CAR (Coxsackie
Adenovirus Receptor). Esta linhagem, agora pode ser eficientemente transduzidas e
por razdo de simplicidade sera denominada de agora em diante como apenas
B16F10 (dados ndo mostrados). Em seguida a expressdo dos transgenes foi
confirmada. Células B16F10 foram submetidas ao ensaio de Imunofluorescéncia
para deteccado de p19Arf, sendo previamente transduzidas com os virus AAPGLUC,
AdPGp19 ou AdPGIFNp, utilizando como controle negativo o virus APGLUC. Como
observado na Figura 6, a presenca de p19Arf foi detectada no nucléolo, o que indica
gue esta havendo uma expressédo confiavel do transgene de interesse. A expressao
de p19Arf do vetor AAPGFNBIRESp19 também foi confirmada (dados nao

mostrados).
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Figura 6. Ensaio de imunofluorescéncia para deteccdo da proteina pl9Arf. Células B16F10
foram transduzidas com vetores adenovirais ADPGLUC, AdPGp19 ou AdPGIFNP e 48 horas apods a
transducéo fixadas e coradas.

Para detectar a presenca de IFNB, o meio de cultura da B16F10 foi coletado
em 48, 72 e 96 horas apos a transducdo com AdPGIFNBIRESp19 submetido a
analise por ELISA (Figura 7). Dessa forma, confirmou-se uma expressao de IFN{3 do
vetor AAPGIFNBIRESp19. A expressado de IFNB do vetor AAPGIFNB também foi

confirmada em outro experimento (dados ndo mostrados).
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Figura 7. Elisa para detecgdo de IFNB. As células B16F10 foram transduzidas com os vetores
AdPGIFNBIRESp19 e AAPGLUC e 48, 72 e 96 horas depois o sobrenadante foi coletado para o
ensaio de ELISA.

2. Desenvolvimento do modelo de vacinacao profilatica para melanoma

murino

2.A. Primeira estratégia: associacao do vetor adenoviral APGIFNBIRESp19 e

radiacdo gama

A primeira estratégia para investigar a resposta imunolégica induzida pela
combinagdo pl9Arf e IFNB visou associar os efeitos desta combinagdo com a
radiacdo gama em um protocolo de vacinacdo profilatica para melanoma murino.
Neste protocolo a prépria célula B16F10 tratada pela combinacdo é o agente
vacinal, responsavel por imunizar camundongos imunocompetentes contra um
posterior desafio (células B16F10 naive). Para isso, essas células foram
transduzidas ex vivo com vetor adenoviral bicistrénico AAPGIFNBIRESp19 e apds 24
horas tratadas com radiacdo gama e injetadas (sc) de camundongos C57BI6. 7 dias
apos, estes animais foram desafiados no flanco contralateral da vacina com células
B16F10 naive e acompanhados quanto ao desenvolvimento tumoral no sitio do
desafio. Deste modo, caso o tratamento combinado de p19Arf com IFN fosse capaz
de ativar uma putativa resposta imune antitumoral, o tumor do desafio teria seu

desenvolvimento afetado por essa resposta.

Planejou-se com a radiacdo: (1) diminuir a viabilidade das células de
melanoma para atenuar sua capacidade de gerar tumores e (2) elevar os niveis de
expressao do vetor adenoviral ADPGIFNBIRESp19. Este vetor possui em sua regiao

promotora o elemento PG, responsivo a proteina supressora de tumor p53. Tanto a
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aplicacdo da radiagdo gama para diminuir a viabilidade celular quanto sua
capacidade de aumentar os niveis proteicos da p53 estd bem estabelecida na
literatura (65).

Neste contexto, primeiramente avaliou-se os efeitos da radiacdo gama sobre
as células B16F10. Esta células foram irradiadas com 50 Gy (dose minima emitida
pelo parelho) ou 100 Gy e 24, 48 e 72 horas apés coletadas para andlise de

viabilidade e ciclo celular por citdmetria de fluxo (Figura 8).

100
CVIABLECELL mSUBGO CELL ”
% 100%
50 I 0%
80%
70
70%
= 60
£ . 60%
9 so £
@ @ s0%
< =
“ 8 a0%
30
30%
20 200
; || I I "
0 0%
(-} Gama 50Gy (24h) Gama S50Gy (48h) Gama50Gy (72h) Gama 100 Gy (24h) Gama 100Gy (48h) 5] Gama50Gy (24h) GamaS0Gy (48h) GamaS50Gy (72h) Gama 100Gy (24h)GAMA 100Gy {48h)
GAMA RADIATION (Gy) Gl 05 G2
&
&
g g
8 o
S &1
Go/a1 s Gz u"
] 3
8 °gd
N d"ﬁ\x %3
A\
e o

0 200 400 600 800 1000 0 1
- 10 10
FL2-A FioH

Figura 8. Efeitos da radiacdo gama sobre a viabilidade e ciclo celular. (A) Viabilidade celular. A
célula B16F10 foi irradiada com radiacdo Gama (50 Gy ou 100 Gy) e apés 24, 48 e 72 horas foram
coletadas para andlise de ciclo celular com PI por citdbmetria de fluxo. Grafico mostrando o perfil de
ciclo celular apés a radiagdo. (B) Ciclo celular. (C) Histograma demonstrando a parada do ciclo
celular em G2 pela sobreposicao do ciclo celular antes (roxo) e apods (verde) a radiacdo Gama. (D)
Histograma confirmando pela coloragdo com DilC;g a parada da divisdo celular apés a radiagdo
gama. Em roxo, a fluorescéncia emitida no momento zero, antes da radiagdo, e em verde
fluorescéncia emitida pela célula irradiada com a mesma intensidade da célula no momento zero. Ja
em rosa a fluorescéncia emitida pela célula ndo irradiada decaiu, devido a divisGes celulares.

Conforme observado na Figura 8 A, a radiagdo gama diminuiu 0 numero de
células viaveis (entdo com potencial para formar tumor in vivo) de uma maneira
progressiva ao longo do tempo, com 62% de morte ap6s 72 horas com 50 Gy e
42,5% apbés 48 horas com 100 Gy. Pelas Figuras 8 B e C constatou-se que a
radiacdo gama provocou alteragbes profundas no ciclo celular tanto na dose baixa

quanto alta, induzindo uma parada no ciclo celular em G2 em mais de 43% das
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células. Esta parada também foi confirmada na Figura 8 D pela coloragdo com o
marcador lipofilico de membrana celular DILC1s, onde a manutenc¢do da intensidade

da fluorescéncia indica que néo ocorreu divisdo celular.

O préximo experimento avaliou se a radiagdo gama € capaz de aumentar a
capacidade transcricional da p53 endogena. Para isto, células B16F10 foram
transduzidas por vetores retrovirais para expressar 0 gene reporter eGFP de
maneira constitutiva (utilizando o vetor pCLeGFP onde expressdao de eGFP é
controlada pelo promotor viral constitutivo) ou de maneira p53-dependente
(utilizando o vetor pCLPG-AU3eGFP, ou simplesmente A-eGFP, que possui o
promotor PG, responsivo a p53). Essas células, B16pCLeGFP e B16A-eGFP, foram
entdo irradiadas com as mesmas doses do experimento anterior e a intensidade da

fluorescéncia emitida pela proteina eGFP analisada por citdmetria de fluxo.
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Figura 9. Estimulac&do do promotor PG em resposta a radiacdo Gama. As células B16pCLeGFP e
B16A-eGFP foram irradiadas com radiagdo Gama (50 Gy ou 100 Gy) e coletadas 48 horas ap0s para
analise da expressao relativa de eGFP por citbmetria de fluxo.

Os resultados na Figura 9 mostram que irradiagdo aumentou a intensidade
do eGFP na células B16A-eGFP nas duas doses aplicadas, sendo o maior aumento
de 29 para 173 com a dose del00 . A expressao do promotor contido no vetor pCL
também foi elevada. Em outro experimento, essas mesmas células foram tratadas
com radiacdo UVC ou UVB e o0 aumento da expressao do vetor pCL n&do ocorreu,
somente com o promotor PG (dados ndo mostrados). Destaca-se entdo, que a
radiacdo gama foi capaz de diminuir progressivamente o nimero de ceélulas viaveis,

induzir parada em G2 no ciclo celular e, possivelmente, estimular a atividade da p53.

Em seguida, foi avaliado in vivo se células B16F10 transduzidas pelo vetor
adenoviral AdPGIFNBIRESp19 e tratadas com a radiagdo gama poderiam gerar

tumores em camundongos. Na Tabela 5 abaixo estdo descritos 0s grupos desse
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experimento, sendo utilizado para o grupo Il o seguinte protocolo: no primeiro dia,
células B16F10 foram transduzidas com o vetor AAPGIFNBIRESp19 (MOI 300) e
apos 24 horas irradiadas com 50 Gy, retornando para cultura celular por mais 24
horas. No terceiro dia, 48 horas ap6s a transducdo, 5x10° células foram injetadas
(sc) no flanco esquerdo do camundongo C57BIl/6. Passados sete dias, esses
animais foram desafiados (sc) com 5x10° células B16F10 naive no flanco direito. Foi

entdo observado o aparecimento de tumor nos sitios da vacina do desafio.

Tabela 5. Descricdo dos grupos no experimento de associagao do vetor adenoviral
AdPGIFNBIRESpP19 e radiagao gama.

Radiacdo Gama Vetor AAPGIFNBIRESp19 N° de Camundongos

Grupo (50 Gy) (MOI 300) C57BI/6
| ¥ i 3
"""""" n + s 3
""""" n - s 3
v - - 2
""""" Vo PBS ~_pPBS 3

+ confirmacgédo do tratamento (radiagdo ou transducdo), — auséncia do tratamento (radiacdo ou
transducdo) e PBS camundongos foram injetados apenas com a solu¢édo PBS.

Tabela 6. Resultado do primeiro protocolo de vacina¢do 17 dias ap0s o desafio.

Presenca de Tumor

ErEe el Sitio da Vacina Sitio do Desafio
| 1 + -
2 + -
Radiacao 3 + -
I 1 + -
2 + -
Radiagao e IFNBIRESp19 3 + +
1l 1 + -
2 + -
IFNBIRESP19 3 . .
""""""""""""""""""""""" v 1 + -
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, BIFIO 2 * '
% 1 - +
2 - +
Mock (PBS) 3 - +

+ presenca de tumor; — auséncia de tumor.
De acordo com este experimento piloto, descrito na Tabela 6, observa-se que
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a radiacdo gama em uma dose néao letal néo inibiu o desenvolvimento de tumor e
que o tratamento combinado do vetor AAPGIFNBIRESp19 com a radiagao também
nao impediu o crescimento de tumores, pois todos os animais do grupo | e Il
desenvolveram. Entretanto, 10 dias ap0s a vacina, 5 dos 6 animais que tinham
recebido célula apenas com virus estavam sem tumor e 17 dias ap0s a vacina, o
animal 3 do grupo lll ainda n&o tinha desenvolvido tumor, que s6 apareceu 19 dias

apos (dez dias a mais do que o grupo | e IV).

2.B. Segunda estratégia: vacinacao profilatica com células transduzidas pelo
vetor AAPGIFNBIRESp19

Pelo experimento anterior a utilizagdo do virus se mostrou interessante em
retardar a formacdo de tumor no sitio da vacina e por isso o objetivo da segunda
estratégia de vacinacéo foi otimizar a morte celular induzida pela combinacdo p19Arf
e IFNB. Assim, o MOI de 3.500 do vetor AAPGIFNBIRESp19 foi determinado pela
analise do ciclo celular e pela dupla marcacdo de Annexina e Pl (Figura 10). O MOI
foi padronizado para matar as células somente com vetor bicistrénico, sem que o

vetor controle (AdPGLUC) causasse morte com a mesma quantidade de virus.

A andlise do histograma de ciclo celular (Figura 10 A e B), mostra que o vetor
AdPGIFNBIRESpP19 pode induzir morte celular. Pela analise do ensaio de annexina
(Figuras 10 C e D) foi observado que a maioria das células (47%) sdo positivas para
o marcador de apoptose, annexina, e que apenas 10% das células sédo positivas
para Annexina e Pl Neste experimento, o MOI aplicado (3500) pode ser considerado
alto e por isso varios experimentos foram feitos para revelar o motivo do efeito
causado pelo uso de elevadas quantidades de virus, por exemplo a cinética da
expressdo desse virus, mas uma resposta clara ndo foi obtida (dados néo

mostrados).
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Figura 10. Indugao de morte celular pela combinagdao IFNB e p19Arf. Células B16F10 foram
transduzidas com os virus AdPGIFNBIRESp19 e AdPGLUC e coletadas para citdbmetria de fluxo de
ciclo celular com coloracédo de Pl e para dupla marcacdo com Annexina/Pl. (A) Andlise de ciclo
celular 48, 72 e 96 horas apés a transdugdo. Gréafico mostrando a média e desvio padrao de 3
experimentos independentes. (B) Exemplo de perfil de ciclo celular observado no citdbmetro. (C)
Andlise da dupla marcagdo com Annexina V e PI, 72 horas ap6s a transducédo. (D) Representacao do
perfil de marcacéo observado no ensaio de Annexina/Pl.

No segundo experimento in vivo, a irradiagdo foi retirada e quantidades
diferentes de células transduzidas, no minimo 10* a no maximo a 10° células, foram
administradas em uma Unica dose ou fracionadas em trés aplicacbes consecutivas,

uma a cada semana. O nimero de células do desafio foi reduzido de 5x10° para 10°.

Na Tabela 7 abaixo estdo descritos 0os grupos experimentais, sendo usado
para o grupo Il o seguinte protocolo: no primeiro dia, as células B16F10 foram
transduzidas com o vetor AAPGIFNBIRESp19 (MOI 3500) e mantidas em cultura por

48 horas. Em seguida, enquanto morrendo, 3,3x10° células tratadas foram e
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injetadas (sc) no flanco esquerdo de camundongos C57BI/6. Esta vacinacdo foi

repetida mais duas vezes, a cada 7 dias, e 7 dias apds a ultima vacinagdo o desafio

foi feito no flanco direito (sc) com 10° células B16F10 naive. O desenvolvimento

tumoral foi observado nos sitios da vacina e do desafio (Tabela 8).

Tabela 7. Descricdo dos grupos utilizados no segundo experimento de vacinacao.

N° de N° de Vetor N° de
Grupo células na ArslFeanien AdPGIFNBIRESp19 ST
Vacina (MOI 3500)
| 10° 1X + 4
"""""" N 3,3x10° 3X + 4
""""" nm - 10* 1X + 4
v 10* 3X + 4
""""" Vo 10°* 1X - 3
""""" v/ 0 3X - 2

+confirmacédo da transducgéo; — auséncia da transducéo.

Tabela 8. Resultado do segundo protocolo de vacinagéo 16 dias apos o desafio.

Presenca de Tumor

e AIE Sitio da Vacina Sitio do Desafio
1 - +
|
10° (1X) g I
IFNBIRESp19 )
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 4 - Y
1 - +
Il
- +
3,3x10° (3X) 2
IFNBIRESp19 . " )
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, X : T
1 5 ) N
10% (1X) 3 N
IFNBIRESp19 "
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 4 - Y
\Y; 1 - +
10* (3X) 2 - +
IFNBIRESp19 3 ] ]
"""""""""""""" v 1 + s
10%(1X) 2 + +
B16F10 3 + +
Vi 1 - +
PBS 2 - +
Mock 3 - +

+ presenca de tumor e — auséncia de tumor.
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Através desse experimento preliminar de vacinacdo observou-se que nao foi
formado tumor no sitio da vacina em nenhum dos 15 animais injetados com células
tratadas apenas o vetor bicistronico. Também foi indicado que o numero de células e
de aplicacdes pode influenciar o resultado, ja que a dose fracionada (3X) mostrou-se
mais eficiente do que uma Unica aplicacdo e os animais do grupo Il e IV tiveram
melhores resultados com respeito ao retardo do tumor do desafio (Figura 11).
Sendo observado no grupo Il que um animal estava sem o tumor no sitio do desafio
20 dias depois da vacina. As medidas deste experimento foram feitas a partir da
férmula de volume da esfera, pois o tumor foi medido somente em um eixo. Mesmo
sendo atipico esse tipo de quantificacdo, o resultado ainda sugere que a vacina

induziu protecao contra o tumor.
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Figura 11. Progressao tumoral no sitio do desafio. Células B16F10 foram transduzidas com o
vetor ADPGIFNBIRESp19 (MOI 3500) e, enquanto morrendo, 3,3x10° células tratadas foram injetadas
(sc) no flanco esquerdo de camundongos C57BI/6. Esta vacinacéo foi repetida mais duas vezes, a
cada 7 dias, e sete dias ap0s a Ultima vacinagdo o desafio foi feito no flanco direito (sc) com 10°
células B16F10 naive.O resultado apresentado representa a média dos volumes tumorais de cada
grupo = o desvio padrao.

Para o proximo experimento, o objetivo foi confirmar o resultado descrito
acima. Sendo assim, acrescentou-se ao protocolo o grupo controle que foi vacinado
com células B16F10 transduzidas com vetor controle APGLUC e 48 horas ap0s
mortas por 3 ciclos de congela e descongela. Dessa maneira, seriam fornecidos aos
animais antigenos tumorais e virais assim como no grupo injetado com as células

transduzidas pelo vetor bicistronico.
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Os grupos desse experimento estdo descritos na Tabela 9 e o protocolo de
vacinacdo consistiu em: no primeiro dia, as células B16F10 foram transduzidas ex
vivo com o vetor AdPGIFNBIRESp19 (MOI 3500) ou AdPGLUC (MOI 3500) e
mantidas em cultura por 48 horas. As células transduzidas pelo vetor APGLUC
lisadas por 3 ciclos de congela e descongela e logo apoés, os camundongos C57BI/6
foram vacinados 3 vezes no flanco esquerdo (sc), 1 vez a cada 7 dias, com PBS ou
com 5x10° células. 7 dias ap6s a Ultima vacina, esses animais foram desafiados com
10° células B16F10 naive, implantando estas no flanco direito (sc). O crescimento do
tumor nos sitios da vacina e do desafio foi observado e o volume tumoral baseado

na formula de Steel (Tabela 10 e Figura 12).

Tabela 9. Descricdo dos grupos utilizados na vacinacdo profilatica com células
transduzidas pelo vetor APGIFNBIRESp19.

| 5x10° 3X AdPGIFNBIRESp19 3
"""""" o 5x10° 3X AdPGLUC 4
""""" - - 3X PBS 3

— grupo nao tratado.

Tabela 10. Resultado da vacinacéo profilatica com células transduzidas pelo vetor
AdPGIFNBIRESp19.

Presenca de Tumor

Grilipo Animal Sitio da Vacina Sitio do Desafio
1 + -
. I 2 + +
B16F10 Dying IFNBIRESp19 3 N

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 5 - L

I 2 ] +

B16F10 Dead AdPGLUC 3 - +
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, 4 - o

I : : :

Mock 3 ) +

+ presenca de tumor; — auséncia de tumor.
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TRANSDUCTION VACCINATION CHALLENGE
(ex vivo)

Dying B16 + IFNBIRESp19 Live naive B16

Dead B16 + Luc @

s.c inoculation s.c inoculation

AdPGIFNBIRESpP19

+ —_— VACCINE —_ CHALLENGE
/—3 48h SITE 7 days SITE
( —
B16
C57BL/6 Mice C57BL/6 Mice
Vaccine Vaccine Vaccine Tumor challenge
I 1 OBSERVATION
0 T 14 21 Days
B
2500+ -4— Dying B16 + IFNBIRESp19
-@= Dead B16 + LUC
-®= Mock
= 20004
~”
£
E
g o }
s 1500 ;
> /,
9 £k
oz 1000+ [
9 '
=) /
}—
5004 J
0 T T L —

0 2 :1 6 8 10 112 14 16 18 20 22
DAYS AFTER CHALLENGE

Figura 12. Progressdo tumoral diminuida no sitio do desafio ap6s vacinagdo com células
transduzidas pelo vetor AAPGIFNBIRESp19. (A) Representacdo esquematica das etapas do
modelo de vacinacéo. Células B16F10 foram transduzidas ex vivo com o vetor AAPGIFNBIRESp19 ou
com o vetor controle ADPGLUC e mantidas em cultura por 48 horas. Em seguida, camundongos
C57BL/6 foram vacinados (sc) 3 vezes, uma vez a cada 7 dias, no flanco esquerdo com PBS, com
células morrendo (tratadas pela combinagdo IFNB e p19Arf) ou com células mortas por ciclos de
congela e descongela (transduzidas com o vetor controle AAPGLUC). 7 dias apds a Ultima vacina o
desafio com células B16F10 naive foi feito no flanco direito (sc). (B) Progressao tumoral no sitio do
desafio. n=3 para o grupo Dying B16F10 + IFNBIRESp19, n=4 para o grupo B16F10 Dead +
AdPGLUC, n=3 grupo Mock. O resultado apresentado representa a média dos volumes tumorais de
cada grupo * o erro padrao médio. [* p<0,05, Two-way ANOVA e pOs-teste de Bonferroni]

Os resultados apresentados na Tabela 10 e Figura 12 mostram que o0s
animais desenvolveram tardiamente tumor no sitio na vacina, em média 20 dias
apos o inicio do protocolo. No sitio do desafio o grupo vacinado com a célula

transduzida pelo vetor bicistronico apresentou a progressao tumoral diminuida em



44

relacados aos controles. Apods 22 dias do desafio o volume tumoral do grupo tratatado
(533 £ 188 mm3) era significativamente menor (p<0,05) que o do grupo Dead B16 +
LUC (1611 + 399 mm3).

2.C. Terceira estratégia: vacinacao profilatica com células co-transduzidas
pelos vetores AdPGp19 e AdPGIFNB.

A partir do dados apresentados acima, obteve-se evidénicas de que a
combinagao p19Arf e IFNB pode induzir uma protegdo antitumoral, mas a presenca
de tumor no sitio da vacina no momento do desafio pode se tornar um fator limitante
para o seguimento dos animais ao longo prazo. Assim, com a finalidade de impedir a
formacdo de tumor no sitio da vacina, optou-se por nado trabalhar com o vetor
bicistronico AdPGIFNBIRESp19 e empregar a combinagdo dos vetores
monocistronicos AdPGp19 e AdPGIFNB. J& que uma das possiveis causas para o
desenvolvimento desse tumor seria a transducao ineficiente do vetor bicistronico,
uma vez gque para matar as células necessita de um MOI elevado de 3500. Além
disto, a producao e utilizacdo dos vetores monocistronicos tem se mostrado mais
consistente e eficiente do que a do bicistrénico na rotina do nosso laboratorio.

Dessa forma, determinou-se por citbmetria de fluxo que o MOI de 900 é
adequado para matar significativamente as células B16F10 co-transduzidas pelos
vetores adenovirais APGIFN e p19Arf (Figura 13).
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Figura 13. Inducdo de morte da celular pela co-transducdo dos vetores monocistrénicos
AdPGP19 e AdPGIFNB. (A) Padronizacdo do MOI. para inducdo de morte celular. Células B16F10
(3x10°) foram semeadas em placas de 6 cm e co-transduzidas pelos vetores AdPGP19 e ou
AdPGIFNB com diferentes MOI (300, 500, 700, 900 ou 1200) e apés 72 horas foram coletas para
andlise de ciclo celular com marcacdo de PI por citbmetria de fluxo. (B) Morte celular induzida
somente pelo tratamento combinado de p19Arf com IFNB. Células B16F10 (1,2x10°% foram
semeadas em placas de 10 cm e transduzidas (MOI 900) com vetores AdPGLUC, AdPGP19,
AdPGIFNB ou com os dois vetores APGP19 e AdPGIFNB e apds 72 horas foram coletas para
andlise de ciclo celular com marcacédo de Pl por citbmetria de fluxo. (C). Exemplo de perfil de ciclo
celular observado no citdbmetro.

Uma vez padronizada a transducao, surgiram as questdes: o tumor no sitio da
vacina interfere no desenvolvimento do tumor do desafio? O tratamento com a
combinacdo dos vetores monocistronicos impede desenvolvimento do tumor no sitio
da vacina? Células transduzidas com estes vetores induzem a resposta antitumoral

observada anteriormente?

Assim, para o proximo experimento de vacinagdo foi seguido o protocolo
previamente estabelecido, porém usando os vetores monocistronicos e adicionando

o grupo controle, Live B16F10. Neste grupo, 5x10° células B16F10 viaveis foram
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inoculadas no sitio da vacina 1 semana antes do desafio para responder se a
presenca de tumor no flanco contralateral do desafio influencia de algum modo o

crescimento tumoral no sitio do desafio.

Os grupos deste experimento estdo descritos na Tabela 11 e o protocolo
seguido foi: no primeiro dia, células B16F10 foram co-transduzidas ex vivo com o
vetores AdPGIFNB e AdPGp19 (MOI 900) ou com AdPGLUC (MOI 1800) e
mantidas em cultura por 48 horas. As células transduzidas pelo vetor APGLUC
foram lisadas por 3 ciclos de congela e descongela. Em seguida, os camundongos
C57BI/6 foram vacinados no flanco esquerdo (sc) de com PBS, células nado tratadas
viaveis, células lisadas ou com células morrendo pela co-transducdo dos
monocistronicos. 7 dias apds a ultima vacina, esses animais foram desafiados com
10° células B16F10 naive, injetadas no flanco direito (sc). O crescimento tumoral nos
sitios da vacina e do desafio foi acompanhado (Figura 14).

Tabela 11. Descricdo do experimento de vacinacdo com células co-transduzidas
pelos vetores ADPGp19 e AdPGIFN.

N° de N° de N° de
Grupo Células Aplicacdes Vetor MOI
. . Camundongos
na Vacina da Vacina
I
_ 5 AdPGIFNB
Dying B16F10 3x10 3X 900 5
e AdPGp19
IFNB+p19
,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, o
Dead 3x10° 3X AdPGLUC 1800 5
B16F10+LUC
""""""""""" m -
5x10° 1X - - 3
Live B16F10
N
0 3X - - 5
Mock

— Grupo nao tratado
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Figura 14. Protecdo antitumoral induzida pela vacinacdo profilatica com células co-transduzidas pelos vetores AdPGp19 e AdPGIFNB. (A)
Representac¢éo esquemética do protocolo de vacina¢cdo. Camundongos C57BI/6 foram inoculados 3 vezes, 1 vez a cada 7 dias, no flanco esquerdo (sitio da
vacina) com PBS, células tratadas pela combinacao, células mortas e transduzidas pelo vetor AAPGLUC ou com células vidveis (apenas 1 aplicagdo). 7 dias
depois da ultima vacinagao, o desafio foi feito no flanco direito (sitio do desafio) com células B16F10 naive e o desenvolvimento tumoral acompanhado. (B)
Quantificacdo da producédo de IFNB no momento das vacinagbes. Células B16F10 foram co-transduzidas com os vetores AdPGIFNB e AdPGp19 ou
AdPGLUC e apds 48 horas o sobrenadante destas células foi coletado para quantificagdo de IFNB por ELISA. Protocolo repetido durante as trés vacinacoes.
(C) Aparecimento tumoral tardio no sitio da vacina. **p<0,001,Log Rank Mantel-cox test, seguido pelo Wilcoxon pés-teste (D) Progressao tumoral reduzida no
sitio da vacina. O resultado apresentado representa a média dos volumes tumorais de cada grupo + o erro padrao médio. [*p<0,05, Two-way ANOVA e pos-
teste de Bonferroni]. (E) Progressao tumoral no sitio do desafio. Dying B16F10 p19+IFN (n=5); Dead B16F10+LUC (n=5); Mock (n=5); Live B16F10 (n=3). O
resultado apresentado representa a média dos volumes tumorais de cada grupo * desvio padrdo. [n.s (ndo significativo), *p<0,05, **p<0,01, Two-way ANOVA
e pos-teste de Bonferroni].
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Pelo resultado deste experimento observa-se que o desenvolvimento de
tumor no sitio da vacina ndo foi influenciado pela co-transducdo com os
monocistronicos AdPGp19 e AdPGIFN[, sendo este visualizado em média 24 dias
apos a primeira injecdo e significativamente (p<0,01) mais tarde que o do grupo
LIVE B16 (Figura 14 C). Estes tumores originados de células tratadas pela
combinagdo possuem uma progressao tumoral diferente do que de tumores
originados de células nao tratadas (p<0,05), ja que o tumor do grupo p19+IFNB
apresentou um crescimento mais desacelerado em relagdo ao grupo LIVE B16F10
(Figura 14 D).

Além disso, pode-se sugerir que a presenca de tumor no sitio da vacina nao
interfere no desenvolvimento do tumor do desafio, porque 0s animais do grupo Live
B16F10, que foram injetados na vacina com células B16F10 viaveis ndo tiveram
diferenca significativa com os grupos Mock e Dead B16 + LUC (Figura 14 E). Dessa
maneira, nas condi¢cdes estudadas, apenas a vacinacdo com células B16F10
tratadas pela combinacdo de vetores monocistronicos reduziu significativamente
(p<0,01) o volume tumoral do desafio (66,5 + 115 mm®) em relacdo aos controles
DEAD B16 + LUC (394 + 180 mm?) (Figura 14 E).

2.D. Investigacdo de possiveis causas para o desenvolvimento de tumor no

sitio da vacina.

O objetivo dos préximos experimentos foi investigar possiveis causas para o
desenvolvimento de tumor no sitio da vacina, mesmo apés a inducdo de morte

celular pelo tratamento combinado de p19Arf com IFN.

Desta maneira, 0 primeiro experimento analisou in vitro através do ensaio
clonogénico a resisténcia a morte celular da linhagem B16F10 ao tratamento com o0s
vetores AdPGLUC, AdPGp19, AdPGIFN ou a combinagao do vetor AdPGp19 com
AdPGIFNB (Figura 15 A e B).

O segundo experimento investigou in vivo por qual tratamento o
desenvolvimento de tumor é mais afetado. Dessa forma, em camundongos C57BI/6
foram injetadas (sc) 10° células B16F10 naive ou células tratadas pelos vetores
AdPGLUC, AdPGp19, AdPGIFNB ou pela combinacado dos vetores AdPGp19 com
AdPGIFNB e estes foram observados por 70 dias quanto a formacdo de tumor
(Figura 15 D).
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O terceiro experimento avaliou in vivo a influéncia do nimero de células e de

aplicacbes no desenvolvimento de tumor a partir de células B16F10 tratadas pela

combinagao p19Arf e IFNB (descrito na Tabela 12). Para isso, foram injetadas em

camundongos (sc) diferentes quantidades de células (10* 5x10% 10° ou 3x10°)

tratadas ou nao pelos dois vetores AdPGp19 e AdPGIFNR, em uma Unica aplicacédo

ou em trés aplicagdes, uma vez a cada sete dias. Posteriormente, esses animais

foram acompanhados por 70 dias quanto ao aparecimento de tumor (Figura 15 E).

Esperava-se através desses 3 experimentos, observar a influéncia dos

tratamentos na formag&o de tumores, assim como demonstrar uma relacéo entre o

namero células e de aplicagBes com a incidéncia de tumores nos animais.

Tabela 12. Descricdo dos grupos utilizados na investigacdo de possiveis causas
para o desenvolvimento de tumor no sitio da vacina.

N° de células

. N° de Vetor N° de
Grupo injetadas por aplicacées Adenoviral MO camundongos
aplicacédo
I-A 10* 1X - - 5
4 AdPGp19 e
I-B 10 1X AdPGIFNB 900 5
1-A 5x10* 1X - - 5
] 4 AdPGpl9e
11-B 5x10 1X AdPGIFNB 900 5
HI-A 10° 1X - - 5
] 5 AdPGpl9 e
1-B 10 3X AdPGIFNB 900 5
] 5 AdPGpl9 e
IV-A 3x10 1X AdPGIFNB 900 5
] 5 AdPGpl9 e
IV-B 3x10 3X AdPGIFNB 900 5
\% 10° 1X AdPGLUC 1800
VI 10° 1X AdPGp19 900
VI 10° 1X AdPGIFNB 900
5 AdPGpl9e
VI 10 1X AdPGIFNB 900 5

— auséncia da transducéo.
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Figura 15. Investigacao de possiveis causas para o desenvolvimento de tumor no sitio da vacina. (A) O tratamento com pl19Arf e com a combinacéo
p19Arf e IFNB diminuem o numero de colbénias tumorais. Células B16F10 foram transduzidas com os vetores APGLUC (MOI 1800), AdPGp19, AdPGIFNR
(MOI 900) ou com a combinagdo AdPGp19 mais AdPGIFNB (MOI 900 para cada vetor) e apos 24 horas 500 células foram semeadas em placas de 10cm
para formac&o de coldnias tumorais. No 10° dia em cultura, as coldnias formadas foram fixadas e coradas para contagem. Gréafico mostrando a média e
desvio padrdo de 3 experimentos independentes. [*p<0,005, One-way Anova, seguido pelo pos-teste de Tukey] (B) Placas representativas do ensaio
clonogénico. (C) Representacédo esquematica do experimento in vivo. (D) Somente quando a p19Arf e o IFNB sdo combinados o desenvolvimento tumoral é
abolido. Camundongos C57BI/6 foram injetados (sc) no flanco esquerdo com 10° células B16F10 tratadas ou ndo com luciferase, P19Arf, IFNB ou com a
combinagéo p19 e IFNB e mantidos por 70 dias para observagdo do aparecimento de tumores. (E) O ndimero de células e de aplicagbes influencia o
aparecimento de tumor. Camundongos C57BI/6 foram injetados (sc) no flanco esquerdo 1 vez (1X) ou 3 vezes (3X) com diferentes quantidades de células
B16F10 (10, 5x10% 10° ou 3x10°) tratadas com a combinagdo p19Arf e IFNB ou ndo.O desenvolvimento tumoral nestes animais foi acompanhado por 70
dias. n=5 para todos os grupos. [n.s (ndo significativo),**p<0,01, ***p<0,001,Log Rank Mantel-cox test, seguido pelo Wilcoxon pds-teste].
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Através do ensaio clonogénico (Figura 15 A e B) constatou-se que tanto o
tratamento com p19Arf quanto com a combinagdo p19Arf e IFNB diminuem
drasticamente o0 numero de colbnias tumorais (p<0,05). J4 quando as células
transduzidas pelos vetores ADPGLUC, AdPGp19, AdPGIFNB ou pela combinagéo
AdPGp19Arf e ADPGIFNB foram inoculadas em camundongos imunocompetentes
somente com a combinagdo ndo houve desenvolvimento do tumor (p<0,001). Os
animais que receberam células tratadas apenas com IFN permaneceram por mais
tempo livres de tumor do que os que foram injetados com células tratadas so pela
pl9Arf (Figura 15 D). A utilizacdo de células B16F10 naive gera tumor em todas as
condicbes testadas, mesmo quando sdo aplicadas apenas 10* células. O aumento
do nimero dessas células acelera o aparecimento dos tumores, ja que partindo de
10* células 50% dos animais desenvolvem tumor 28 dias ap6s a injecéo, com 5x10*

em 15 dias e com 10° células depois de 8 dias (Figura 15 E).

Também foi observado que o desenvolvimento de tumor é influenciado pelo
numero de aplicagdes, ja que células tratadas pela combinacdo p19Arf e IFNB
tendem a ndo gerar tumores quando aplicadas em uma Unica dose, mesmo variando
a quantidade injetada. Porém quando uma mesma quantidade de células foi
fracionada em trés aplicacdes, o desenvolvimento de tumor foi observado (p<0,01).
Esse desenvolvimento também pode ser intensificado pelo nimero de células, pois
quando sdo administradas 3x10° células em trés doses, 50% dos animais
desenvolvem tumor com 20 dias, 15 dias antes do que o grupo que recebeu 10°

células 3 vezes (Figura 15 E).

2.E. Investigacdo da duracdo da protecdo antitumoral conferida pela

vacinacao.

No experimento a seguir investigou-se a duragcdo da protecao antitumoral
conferida pela vacinacdo e sua relacdo com a quantidade células usada na
imunizacdo. Para isso foram usados os mesmo camundongos livres de tumor da
Figura 15, que foram injetados 1 vez com diferentes quantidades (5x10%, 10°, 3x10°)
de células B16F10 tratadas pela combinagao p19Arf e IFNB. Foi aplicada entédo, no
flanco esquerdo (sc) 1 dose de boost de 5x10* células B16F10 tratadas pela mesma
combinacdo e trés dias apds estes animais foram desafiamos com 10° células
B16F10 naive no flanco direito (sc). No grupo controle foram injetadas 3 vezes, 7

dias antes do desafio, células transduzidas com o vetor AAPGLUC e mortas por
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ciclos de congela. O crescimento tumoral no sitio do desafio foi observado. Os
grupos deste experimento estdo descritos na Tabela 13 abaixo, assim como o
resultado na Figura 16.

Tabela 13. Descricdo dos grupos do experimento de investigacdo da duracdo da
protecdo antitumoral conferida pela vacinacdo e sua relacdo com a quantidade
células usada na imunizacao.

Grupo N°_ d_e células N° de~ Vetor_ MO N° de
injetadas aplicacbes Adenoviral Camundongos
| 5x10* 1X AA‘iF;(éﬁ’;ﬁ Be 900 5
VVVVVVVVV . 10°  1x AA%F;%T;ZE 900 5
VVVVVVVV 0 sac x AA%F;%T;ZE 900 4

\Y; 3x10° 3X AdPGLUC 1800 4
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Figura 16. A vacinagdo com células tratadas pela combinag¢dao p19Arf e IFNf mantem a
protecdo antitumoral mesmo 70 dias apés a vacinacdo. Camundongos C57BI/6 foram vacinados
no flanco esquerdo com diferentes quantidades (5x104 10°, 3x105) de células B16F10 morrendo e
tratadas pela combinagao p19Arf e IFNB ou com células mortas e transduzidas pelo AdPGLUC Apbs
70 dias dessa vacinacéo, foi aplicada no flanco esquerdo (s.c) uma dose de boost com 5x10° células
B16F10 morrendo e tratadas pela comblnagao p19Arf e IFNB e trés dias depois estes animais foram
desafiados no flanco direito (s.c) com 10° células B16F10 naive. O cresumento tumoral foi entdo
observado. n= 5 para os grug)os DYING B16F10 p19+IFNB 5x10* e 3x10°. n= 4 para 0s grupos
DYING B16F10 p19+IFNB 10° e DEAD B16F10 + LUC. O resultado apresentado € a média dos
volumes tumorais de cada grupo + o desvio padrdo. [n.s (ndo significativo), ***p<0,001, Two-way
ANOVA e p0s-teste de Bonferroni]

Na Figura 16, observa-se que o protocolo de vacinagdo mantem a protecao
antitumoral mesmo apés 73 dias da vacinacdo. Ja que no sitio do desafio a reducdo
do volume e da progressdo tumoral foram semelhantes aos experimentos das

Figuras 12 e 14 em que o desafio foi feito 7 dias apés a vacinacdo. Os



57

camundongos que receberam o boost com 5x10* células e a vacina com 5x10*
células falharam em responder ao desafio. A auséncia desta reposta também
ocorreu no grupo vacinado com apenas 10* células (dados ndo mostrados), sendo,

esta resposta s6 observada com 10° e 3x10° células.
2.F. Investigagao do papel da p19Arf e do IFNB na resposta ao desafio tumoral

O objetivo do proximo experimento foi averiguar se a redugédo da progressao
tumoral induzida apds a vacinagdo com células tratadas pela combinacdo é mais
dependente da p19Arf ou do IFNB. Dessa forma, camundongos foram vacinados
com células tratadas s6é com p19Arf ou IFNB e o resultado do desafio tumoral nesses

animais comparado com o grupo que recebeu células tratadas pela combinacéo.

Neste experimento, a etapa de vacinagdo visou imunizar e retardar a
formacdo de tumores no sitio da vacina através da reducdo do nimero de células e
aplicacbes da vacina. Sendo assim, as células foram aplicadas em 2 doses: a
primeira denominada “prime” com apenas 10° células e sete dias depois, a segunda,
denominada “vacina” com 3x10° células. Ademais, o beneficio deste protocolo na
sobrevida desses animais também foi acompanhado. Para esta analise de sobrevida
a area total afetada pelos tumores foi utilizada (soma dos volumes dos tumores da
vacina e do desafio) e quando a soma era maior que 2000 mm?® os camundongos

eram sacrificados.

Para o grupo controle, 4x10° células tumorais transduzidas com o vetor
adenoviral (AdPGLUC) foram aplicadas no sitio da vacina 7 dias antes do desafio
para formacgédo de tumor. A presenca desse tumor no flanco oposto ao do desafio
poderia indicar a interferéncia deste na resposta contra o desafio. A descricdo dos
grupos utilizados neste experimento se encontra na Tabela 14 e a resposta na

Figura 17.
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Tabela 14. Descricdo dos grupos usados na investigacdo do papel da p19Arf e do
IFNB na resposta ao desafio tumoral.

N° de células e
. células Vetor N° de
Grupo injetadas no . q iral MOI d
Prime |njeta_s na Adenovira Camundongos
Vacina
I
B16 + IFNG 10° 3X10° AdPGIFNB 900 5
T
B16 + 10° 3X10° AdPGp19 900 7
p19Arf
1]
AdPGpl9 e
B16 + 10° 3X10° 900 6
o 19+IFNB AdPGIFNRB
""""""""" v e
B16 + LUC 0 4X10 AdPGLUC 1800 4
v . 4 """""""""""""
Mock

- grupo ndo tratado.
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Figura 17. Protegao antitumoral induzida pela vacinagido com células tratadas s6 por IFNf3 ou pela combinagao p19Arf e IFNB. (A)
Representac@o esquematica do protocolo de vacinacdo. Células B16F10 foram transduzidas ex vivo com os vetores APGLUC (MOI
1800), AdPGp19, AdPGIFNB (MOI 900) ou com a combinagdo AdPGp19 e AdPGIFNB (MOI 900 para cada vetor) e mantidas em cultura
por 48 horas. Em seguida, camundongos C57BL/6 foram vacinados com essas células conforme representado. 7 dias apds a vacina, o
desafio com células B16F10 naive foi feito no flanco direito (sc). (B) Desenvolvimento de tumor no sitio da vacina. [***p<0,001, Log Rank
Mantel-cox test, seguido pelo Wilcoxon pos-teste]. (C) Progressédo tumoral no sitio do desafio. O resultado apresentado representa a
média dos volumes tumorais de cada grupo * desvio padrdo. [*p<0,05, ***p<0,05. Two-way ANOVA e pés-teste de Bonferroni]. (D) Curva
de sobrevida ap0s vacinacdo. Os camundongos foram sacrificados quando a soma dos volumes tumorais do sitio da vacina e do desafio
era igual ou maior que 2000 mm?® ou guando aparentavam estar moribundos. [***p<0,001, Log Rank Mantel-cox test, seguido pelo
Wilcoxon poés-teste]. n=5 para os grupos B16 + p19, n=4 para os grupos Mock e B16 + LUC, n=7 grupo B16 +IFNB e n=6 no grupo B16 +
p19+IFNR.
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A partir da Figura 17 B observa-se que no sitio da vacina os tumores do
grupo p19+IFNB apareceram mais tardiamente e em uma menor porcentagem do
gue nos outros grupos (p<0,001). Conforme indicado pelo grupo B16+LUC a
presenca de tumor no sitio da vacina ndo afeta a progressao tumoral no sitio do
desafio (Figura 17 C). Neste sitio do desafio a progressdo tumoral também né&o foi
alterada nos animais vacinados com células tratadas somente com p19Arf. Mas ja
nos grupos vacinados com as células tratadas s6 por IFNB ou pela combinacéo a
progressao tumoral foi reduzida (p<0,01), ndo havendo diferenca significativa entre
estes dois grupos (Figura 17 C). Porém ao analisar o beneficio do protocolo de
vacinagdo na sobrevida, somente o tratamento com a combinacdo aumentou a

sobrevida dos camundongos vacinados (p<0,05) (Figura 17 E).

3. Investigagcdo de mecanismos celulares e moleculares induzidos pela

combinacao pl9arf e IFNB
3.A. Investigacdo de componentes chaves da via Arf/Mdm2/p53 por RT-qPCR

A funcdo mais bem definida de Arf € suprimir a proliferacao celular aberrante
pela ativacdo do fator de transcricdo p53 (43). A p53 por sua vez induz a expressao
de genes ligados ao controle do ciclo celular tais como o p21"*™ genes pré-
apoptéticos como o Bax e Puma; e genes ligados a sua propria regulacdo como
Mmdm2 (66). A p53 também pode também inibir a transcricdo de genes que
bloqueiam apoptose, como Bcl-2 (67). Além da p19Arf, ja foi mostrado que o IFNP
também pode aumentar a expressdo da p53 (68). Dessa forma, o nivel de expresséo
de componentes chaves da via Arf/Mdm2/p53 foram analisados por RT-gPCR para
investigar se a p53 esta transcricionalmente ativa. Células foram coletadas 48 horas

apos a transducédo e o RNA total isolado e processado para analise (Figura 18).
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Figura 18. Ativacdo de genes alvos de p53 na presencga de pl19Arf. Células foram transduzidas
pelos vetores AAPGLUC (MOI 1200), AdPGp19, AdPGIFNB ou pela combinacdo AdPGpl9 e
AdPGIFNB (MOI 600) e incubadas por 48 horas antes da purificagdo do RNA total e processamento
para RT-qPCR. O gene de referéncia foi a B-actina, porém resultados semelhantes também foram
observados usando os genes 28S ou GAPDH. O método de analise foi 2-AACt e a os dados estédo
apresentados como fold change (log2) comparados com células ndo transduzidas. Os dados
representam a média e o desvio padrao de trés experimentos independentes. *p<0,05, One-way
Anova seguido do Tukey’s Multi comparisont pds-teste.

Os genes alvos de p53, p21Wafl, Mdm2 e PUMA estavam significativamente

mais expressos (p<0,05), mesmo a Bcl-2 ndo estando alterada. O transcrito da
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p19Arf foi super expresso nas ceélulas tratadas pelo vetor ADPGp19, porém os niveis
de expresséo da p53 nao estavam alterados, sugerindo que a reposicdo de pl9Arf
ou a presenca de IFN-beta ndo foram capazes de alterar sua expresséo. A presenca
de IFN-beta ndo alterou nenhum dos genes estudados, assim como a combinacéo
p19 e IFNB ndo exerceu efeito sinérgico nos genes. De modo que, 0 aumento da

expressao desses genes alvo de p53 so foi observado apos a reposicao de Arf.

3.B. Investigacdo do envolvimento do sistema imune na rejeicdo de tumores

tratados com IFNB ou pela combinagao p19Arf e IFNB

Na Figura 15 foi mostrado que células tratadas com combinacdo pl9Arf e
IFNB ndo formam tumores quando inoculadas em camundongos imunocompetentes
e que nos animais que receberam as células tratadas com apenas IFN os tumores
apareceram mais tardiamente e em menor nimero do que receberam as células
tratadas s6 com Arf ou LUC. Dessa maneira, como o IFNB pode mediar efeitos
antitumorais por mecanismos independentes do sistema imune, como modulagéo da
angiogénese tumoral, morte celular ou reducdo da proliferacdo celular, ndo esta
claro se esses tumores ndo se desenvolveram por acdes do IFNB no sistema
imunolégico. Entdo para averiguar o envolvimento do sistema imune na rejeicao
desses tumores, foi realizado um protocolo de imunossupressao antes, durante e
depois a inoculacdo das células. Assim, o sistema imune teria seus mecanismos
antitumorais atenuados pela imunossupressao, permitindo que as células inoculadas

desenvolvessem tumores.

Camundongos C57BI/6 imunocompetentes foram injetados no flanco direito
(sc) com dexametasona (3 ou 10mg/kg/dia) ou PBS por 19 dias totais, sendo as 2
tltimas aplicacdes feitas com intervalo de 2 dias. Apos 8 dias de tratamento, foram
inoculadas no flanco esquerdo (sc) células transduzidas com os vetores ADPGLUC,
AdPGIFNB ou com a combinagdo do AdPGp19 e AdPGIFNB. A imunossupressao
continuou por mais 8 dias e os camundongos foram acompanhados para o
desenvolvimento de tumores, sendo que no décimo segundo dia foi colhido sangue
periférico dos grupos LUC, LUC+3DEX e LUC+10DEX para realizacdo do

leucograma diferencial.
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Figura 19. Imunossupresséo revela influéncia do sistema imunoldgico na formag¢&o de tumores
a partir de células tratadas com IFNB ou com a combinagdo p19Arf e IFNB. (A) Representacéo
esquematica do protocolo de imunossupressdo. Camundongos C57BIl/6 imunocompetentes foram
injetados no flanco direito (sc) dexametasona (3 ou 10mg/kg/dia) por 19 dias continuos, sendo as 2
Ultimas aplicagbes feitas com intervalo de 2 dias.. Apos 8 dias de tratamento, foram inoculadas no
flanco esquerdo (sc) 10° células B16F10 transduzidas com os vetores AdPGLUC (MOI 1800),
AdPGIFNB (MOI 900) ou com a combinagdo do AdPGp19 e AdPGIFNB (MOI 900 para cada vetor). A
imunossupressdo continuou por mais 8 dias e os camundongos foram acompanhados para quanto ao
desenvolvimento de tumores, sendo que no 7° dia foi colhido sangue periférico dos grupos LUC,
LUC+3DEX e LUC+10DEX para realizagcdo do leucograma. (B) Contagem de células brancas no
sangue periférico. n=5 para todos os grupos. [*p<0,05, **p<0,01,***p<0,001 One-way Anova seguido
do Tukey's Multi comparisont pds-teste.] (C) Leucograma diferencial. n=5 para todos o0s grupos.
[**p<0,01,***p<0,001 One-way Anova seguido do Tukey's Multi comparisont pés-teste.] (D) O
desenvolvimento de tumores é acentuado em camundongos imunossuprimidos. n=5 para todos os
grupos exceto para o grupo IFNB+3DEX (n=4). [*p<0,05, Log Rank Mantel-cox test, seguido pelo
Wilcoxon pés-teste].

O protocolo de imunossupressao utilizando a dexametasona reduziu
significativamente (p<0,001) a porcentagem de linfocitos 59,4 (Mock) para 43,8
(B3BDEX) ou 38,8% (10DEX) a indices abaixo do valor de referéncia
(aproximadamente 60%), caracterizando um quadro de linfopenia. Os eosindfilos
também tiveram uma reducdo de 2% (Mock) para 0% (3DEX) ou 0,4% (10DEX)
abaixo do valor de referéncia (aproximadamente 2%). As populacées de mondcitos e
basdfilos ndo sofreram alteragbes com o tratamento. Porém, os neutréfilos
aumentaram (p<0,001) em ambas as dosagens de 36,8% (Mock) para 54,8%
(3DEX) e 59,4% (10DEX), crescendo também as subpopula¢bes de neutrofilos
bastonetes (p<0,001) e segmentados (p<0,01) (Figura 19 C). Na contagem total, a
imunossupresséo elevou progressivamente o nimero total de leucécitos de 6,1x10°
células/mm3 (Mock) para 9x10° (3DEX) e 11x10° (10DEX) (Figura 19 B).

O desenvolvimento tumoral também foi alterado pela imunossupresséo,

porém esse efeito s6 foi observado nos camundongos em que foram injetadas
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células tratadas com IFNB ou com a combinacdo p19Arf e IFNB. Pois, nos animais
que foram inoculadas células transduzidas pelo vetor controle ndo foi observada
diferenca no numero de camundongos livres de tumor entre 0s que eram
imunocompetentes ou imunossuprimidos, apresentando tumores em mais de 70%
desses animais 12 dias apés a injecdo das células (Figura 19 D). Nos outros dois
grupos, a dose de 10mg/kg/dia de dexametasona diminuiu a porcentagem de
animais livres de tumor, desenvolvendo tumores em todos os animais do grupo IFN(
(p=0,1) e em 40% do grupo da combinacdo (p=0,07). Os grupos p19+IFNB
imunocompetentes e Imunossuprimidos (3mg/kg/dia) apresentaram
significativamente mais animais livres de tumor do que todos os grupos IFNR,
imunocompetentes ou nao (p<0,05). De modo que, mesmo sendo imunossuprimidos
com a dose de 10mg/kg/dia os animais da combinacdo tiveram menos tumores do
que o grupo IFNB imunocompetentes e os imunossuprimidos com 3 ou 10mg/kg/dia
de dexametasona (p<0,05) (Figura 19 D).

3.C. Investigacédo do envolvimento dos linfécitos T Helper e T citotoxico

Em seguida, foi investigado o envolvimento dos linfocitos T Helper (CD3" e
CD4") e T citotoxico (CD3" e CD8") na fase efetora da resposta imune. Para isso, a
deplecdo desses linfécitos foi feito logo apbés a vacinacdo e antes do desafio,
injetando (ip) anticorpos anti-CD4 ou anti-CD8 para inibir a acdo dessas células na
progressdo tumoral do desafio. O primeiro passo para a realizacdo deste
experimento foi produzir em camundongos Nudes os anticorpos controle do isotipo
(IgG1l), anti-CD4 e anti-CD8, através da injecao (ip) dos hibridomas UF5H2 (ligante
do CEA, antigeno tumoral humano), GK 1.5 (anti-CD4) e 53.6-7 (anti-CD8). Apés
isso, o liquido ascitico formado nesses camundongos foi coletado e o plasma,
contendo os anticorpos, foi aliguotado e armazenado. Padronizou-se o protocolo de
deplecédo e confirmar a deplecéo especifica dos linfécitos T alvos. Para isso, plasma
produzido em camundongos Nudes foi injetado em camundongos C57BL/6
imunocompetentes em 3 doses (de 50, 100 ou 200 uL) 1 vez a cada 2 dias, apés a
ultima injecdo o baco e os linfonodos inguinais foram coletados para confirmar por

citbmetria de fluxo a auséncia das ceélulas alvo nestes 6rgaos (Figura 20).
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Figura 20. Padronizacédo da deplecdo dos linfécitos T CD4" e CD8". O plasma produzido em
camundongos Nudes foi injetado em camundongos C57BL/6 imunocompetentes em 3 doses (de 50,
100 ou 200 pL) 1 vez a cada 2 dias e apds dois dias o bago (A) e o Linfonodo inguinal (B) foram
coletados para andlise da presenca dos linfécitos T Helper (CD3" e CD4") e T citotéxico (CD3" e
CD8") por citbmetria de fluxo. n=2 em todos os experimentos. GK 1.5 hibridoma produtor do anticorpo
anti-CD4 e 53.6-7do anti-CD8. Pool refere-se ao homogenezado dos linfonodos de dois animais.
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A partir da Figura 20 observa-se que os anticorpos produzidos e o protocolo
estabelecido sdo capazes de eliminar sistemicamente os linfocitos T CD4" e CD8", ja
gque mais de 98% dessas células foram depletadas tanto no linfonodo inguinal

guanto no baco.

O papel dessas populacbes de linfocitos também serd estudado pela
quantificacdo da presenca dessas células nos tumores do desafio. Para isso, 0s
camundongos serdo vacinados e desafiados seguindo o protocolo previamente
estabelecido. O tumor formado no sitio do desafio sera extraido e os linfocitos
infiltrantes T Helper e T citotdxicos quantificados por meio de citbmetria de fluxo. O
protocolo necesséario para fazer esta analise foi padronizado e o resultado se

encontra na Figura 21.
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Figura 21. Padronizagdo da andalise dos linfocitos infiltrantes no tumor do desafio.
Camundongos C57BL/6 foram vacinados no flanco esquerdo com PBS (Mock) ou com células
B16F10 tratadas com a combinagdo P19Arf e IFNB e apds duas vacinagfes foram desafiados com
células B16F10 naive no flanco direito. Quando o tumor do desafio atingiu 8mm em uma dimensao
este foi retirado e dissociado para anélise de citdmetria de fluxo dos linfocitos T Helper (CD3" e CD4")
e T Citotdxicos (CD3" e CD8") presentes em sua massa. n=1 para todos 0s grupos.

A partir dos resultados apresentados nas Figuras 20 e 21 confirma a
padronizacdo da deplecéo dos linfécitos T e da andlise dos linfécitos infiltrantes do
tumor. Estes experimentos serdo realizados em breve para investigar 0s
mecanismos celulares responsaveis pela resposta imune induzida pela combinacgéo

p19Arf e IFNB.
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DISCUSSAO

O desenvolvimento e aprimoramento de vetores virais € um dos objetivos
centrais do Laboratorio de Vetores Virais. Neste sentido, vetores adenovirais
contendo a segunda geracdo do denominado promotor PG, responsivo a p53, foram
empregados neste trabalho. Na primeira geracédo, descrita em 2004, o elemento PG
foi usado para modificar o promotor LTR (Long Terminal Repeat) do vetor retroviral
pCL, criando o vetor pCLPG que atinge um nivel de expresséo sete vezes maior do
que o obtido com o vetor parental pCL (61). Também foi observado que quando a
p53 é codificada pelo proprio vetor pCLPG, o efeito de inibicdo da proliferacdo de
células tumorais é superior ao efeito visto com o vetor parental (60-62).

Para a segunda geracao desses vetores reponsivos a p53, foram empregados
em vetores adenovirais, pois estes oferecem altos titulos, sdo eficientes na
transferéncia génica in situ e como o seu material genético ndo se integra ao
genoma da célula alvo, sua expressdo € transiente. Estas caracteristicas séo
particularmente interessantes para a terapia génica do cancer. Dessa maneira, foi
criado o promotor quimérico chamado de PGTxp, que € uma fusédo do elemento PG
responsivo a p53 (57), com o promotor minimo de adenovirus E1B e o intron rabbit
B-globin (70). Este promotor foi inserido em um vetor adenoviral do sorotipo 5 usado
para dirigir a expressao do gene repoérter luciferase, resultando em altos niveis de
expresséo especificamente controlados por p53 (62).

Recentemente, a terceira geracao destes vetores foi desenvolvida inserindo
esse promotor quimérico PGTxB em vetores virais recombinantes derivados de virus
adenoassociado (71). Ensaios in vitro mostraram que na presenca de p53 a
expressao do vetor aumenta mais que mil vezes e também poderia ser usado como
um biosensor da atividade p53 em diferentes condicbes como de estresse
biomecanico e hipdxia. In vivo, essa funcéo vigilante da atividade p53 também foi
observada ap0s a injecdo do quimioterapico doxorrubicina em camundongos
portadores de tumores B16F10 transduzidos com o vetor adenoassociado
codificador para luciferase. A paritr destes trabalhos, € possivel afirmar que os virus
portadores do elemento PG além de serem dirigidos por p53, possuem um nivel de

expressao superior aos virus parentais, maior efeito funcional no caso do vetor
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pCLPGp53 e possibilitam o monitoramento da atividade transcricional da proteina
pS3.

Outro objetivo do nosso laboratorio € a utilizacdo desses vetores para o
estudo e tratamento do cancer. Com essa finalidade, em um trabalho recente do
Nnosso grupo os genes da pl9Arf e do IFNB foram inseridos sob o controle do
promotor quimérico PG em vetores adenovirais do sorotipo 5, criando os vetores
AdPGp19 e AdPGIFNR, respectivamente. In vitro, a transferéncia de apenas um
desses genes no melanoma murino B16mCAR (modificado para expressar o
receptor murino do adenovirus) resultou em aumento moderado de células sub-GO,
mas quando esses eram transferidos juntos um aumento massivo de células sub-GO
foi observado. Ademais, o0 mecanismo de morte consistente com apoptose foi
revelado pela marcacao positiva de Annexina V e a clivagem da caspase 3 . Os
tumores B16mCAR foram formados e tratados em um modelo de terapia génica in
situ, tendo sua progressao tumoral significativamente reduzida tanto pela transducéo
com apenas IFNB ou com a combinacdo p19+IFNB. Entretanto, a marcacao positiva
para morte in situ (ensaio Tunnel) e o aumento da sobrevida s6 foram observados
no grupo tratado com a combinacéo (63).

Em resumo, os dados acumulados até o momento apontam um processo de
morte consistente com apoptose. Mas como o0 mecanismo de morte ativado pela
combinacdo dos genes ainda ndo foi investigado, € possivel hipotetizar o
envolvimento de trés componentes neste processo: a p53, a p19Arf e o IFNB.

A apoptose pode ser desencadeada em resposta a uma variedade de sinais,
0S quais podem ativar a via extrinseca e ou a via de morte intrinseca. A p53 pode
agir em varios niveis dessas vias através da inducdo de multiplos genes pro-
apoptoticos, assim como por meio de mecanismos independentes de transcricdo
(72). De uma maneira classica, na via intrinseca, a p53 induz a expressao de
membros pré-apoptoticos da familia Bcl-2, como Bax e Bak, e de outros genes
ativadores como Puma e Noxa. Além disso, a p53 inibe a transcricdo de genes anti-
apoptéticos da familia Bcl-2 como Bcl-2 e Bcl-x, que protegem a mitocdndria para
impedir a consequente liberagcdo do citocromo ¢ e ativacdo das caspases efetoras
(73). Na via extrinseca, a p53 pode sensibilizar a célula para a ligagdo com os
ligantes de morte pela expressao dos receptores de morte Fas (CD95) e TRAIL (74).

Além disso, em certas condi¢Bes a p53 pode promover a apoptose sem a ativagao
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desses genes alvos, ao se ligar diretamente com a mitocondria, alterar seu potencial
transmembranico e iniciar via intrinseca da apoptose (75).

O envolvimento transcricional da p53 mediante o tratamento da combinacao
foi observado neste trabalho através da expressdo de componentes chaves da via
Arf/Mdm2/p53 por RT-gPCR (Figura 18). Os genes alvos de p53, p21Wafl, Mdm2 e
PUMA estavam significativamente mais expressos, mesmo a Bcl-2 e a propria p53
nao estando alterados. A reposicao de p19Arf ou a presenca de IFN-beta ndo foram
capazes de alterar sinergicamente a expressdo dos genes estudados, sendo que
somente a presenca de IFNB também ndo alterou nenhum desses genes. Assim,
pode-se considerar que a reposicao de Arf foi a responsavel pelo aumento dos
genes alvo de p53, indicando a possibilidade que o tratamento com o vetor
AdPGp19 induziu a atividade transcricional de p53.

Entretanto, como observado em outro trabalho do nosso grupo (Merkel et al.,
2010), a superexpressdo de p53 na linhagem B16F10, portadora de p53 selvagem,
nao é capaz de induzir morte celular, assim como a associacado de p53 e IFNB que
também nao foi capaz de matar essas células. A capacidade de induzir morte pela
reposicao ou expressao de p53 parece ser ligada com o estado da p53 enddégena da
célula e ou de componentes chaves da sua via, como Arf. Por exemplo, as linhagens
B16F10 e LLC-1 (p53 selvagem) séo resistentes ao tratamento com p53 exdgenos e
sensiveis a reposi¢do de Arf, ja as linhagens PC3 e DU145 (p53 nulo e mutado,
respectivamente) sdo sensiveis ao tratamento com p53 exdégeno (dados do LVV nao
mostrados).

O primeiro estudo do nosso grupo que buscou restabelecer a atividade
antitumoral de p53 pela reposicdo de Arf foi realizado em 2010. Aas linhagens
B16F10 e C6 (glioma murino, p53 selvagem) foram transduzidas com o vetor
retroviral pCLPGp19 para transferir a Arf ou tratadas com Nutlin-3 (uma molécula
capaz de impedir a ligacédo de p53 com Mdm2). Na B16F10, a ativacdo funcional da
p53 enddgena foi particularmente dificil de ser conseguida e ocorreu somente
guando a transferéncia de pl9Arf foi combinada com Nutlin-3, resultando no
aumento da trans-ativacdo de p53, alteracbes profundas no ciclo celular e
viabilidade reduzida em cultura. In vivo, tumores B16F10 tratados com pl9Arf e
nutlin-3 se tornaram mais necréticos e com marcagdo reduzida do marcador de

proliferacdo BrdU. Em comparacdo, as células C6 foram bastante susceptiveis a
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qualquer um dos tratamentos, e ainda tiveram a p53 ativada pela combinacéo de
p19Arf e nutlin-3 (64).

Apesar do tratamento com apenas o vetor ADPGIFNB na célula B16F10 nao
ter aumentado a expresséao de p53, Takaoka e colaboradores em 2003 mostraram
que o IFNa/B estimula a transcricdo de p53 resultando em um aumento da
quantidade de proteina p53 nas células.. Neste estudo foi identificado no promotor
do gene de p53, um elemento ISRE, responsivo a ISGF3 envolvido na cascata de
sinalizacdo dos IFNs tipo I. Embora os IFNs néo sejam responsaveis pela ativacao
direta dessa proteina (a ativacao ocorre através de modificacdes pos-transducionais)
e eles contribuem para aumentar a sensibilizacdo de p53 frente a sinais de estresse
celular (68).

Nesse mesmo estudo também foi demonstrado que a morte de células
tumorais tratadas com a proteina recombinante IFNa/B aumentou na presenca de
p53, sugerindo um efeito sinérgico pré-apoptdtico com implicacbes terapéuticas
importantes. De certa maneira, nossos dados (Figuras 10 e 13), também indicam
este efeito sinérgico pro-apoptotico entre essas vias, ja que a pb3 é
transcricionalmente ativada apés o tratamento da combinacdo p19Arf e IFNB, que
resulta em uma maior porcentagem de células sub-GO do que apenas o tratamento
com pl9Arf ou IFNB. Porém pelo ensaio clonogénico (Figura 15), o tratamento com
IFNB n&o reduziu significativamente o niumero de coloénias. Em contraste, tanto o
tratamento com apenas pl9Arf quanto o da combinacdo pl9Arf e IFNB foram
capazes de reduzir drasticamente esse numero de colbnias, indicando que in vitro o
efeito da combinacdo esta mais associado com a p19Arf do que com o IFNB.
Adicionalmente, j4 foi observado que em algumas linhagens celulares, o efeito
citostatico dos IFNs tipo | ndo requer p19Arf ou p53, no entanto em outras linhagens
a inducao de apoptose requer p19Arf, mas nao p53 (76).

A proteina Arf pode interagir fisicamente com mais de 25 outras proteinas,
pelo menos, algumas das quais podem ser responsaveis pelas suas funcgbes
independentes de p53, como biogénese ribossomal, regulacdo da transcricdo, a
resposta de danos ao DNA, apoptose e autofagia. No entanto, especialmente no
caso de apoptose o mecanismo induzido por Arf ainda ndo esta claro. Por exemplo,
ja foi observado em culturas primarias derivadas de camundongos knockout para
p53 que a reposta de Arf primeiramente ativou uma parada na fase S ou G2 e

somente depois de sair do ciclo, entraram em apoptose (77). Recentemente, foi
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observado que em células com p53 nulo a Arf pode induzir apoptose pela proteina
pré-apoptética Bak (Bcl-2 homologous antagonist/killer). A expressédo de Arf induz
uma mudanca conformacional na porcdo N-terminal de Bak, mas ndo de Bax, o que
permite a alteracdo na permeabilidade mitocondrial, liberagcdo do citocromo c e a
subsequente ativacdo das caspases e fragmentagéo do DNA (78).

Além disso, em células com p53 funcional j& foi relatado que a inducdo de
apoptose por Arf ocorre preferencialmente pela transativacdo da proteina pro-
apoptoética Puma via p53, que acarreta na via de morte mitocondrial da proteina Bax
(79).

A transferéncia in situ de um gene supressor de tumor associado com um
gene imune modulador além de tornar as células mais susceptiveis a morte celular
poderia também induzir uma resposta imune antitumoral para combater tanto as
células transduzidas quanto as ndo transduzidas e possivelmente até células
metastaticas. Dessa maneira, para investigar essa capacidade imuno estimulatoria
da combinacgao p19Arf e IFNB o objetivo deste estudo foi avaliar se células B16F10
tratadas com essa combinacdo sdo capazes de induzir uma resposta imune
antitumoral em um modelo de vacinacéo profilatica para melanoma murino.

No protocolo de vacinacéo a prépria célula B16F10 tratada pela combinacao
p19Arf e IFNB é o agente vacinal, empregado para imunizar camundongos
imunocompetentes contra um posterior desafio com células B16F10 naive. Deste
modo, caso o tratamento combinado fosse capaz de ativar uma resposta imune
antitumoral o tumor do desafio teria seu desenvolvimento afetado por essa resposta.

O protocolo foi dividido em trés etapas sequenciais: transducéo, vacinacao e
desafio. Na primeira etapa, células B16F10 foram co-transduzidas ex vivo com 0s
vetores AdPGIFNB e AdPGp19 e mantidas em cultura por 48 horas. Apds esse
periodo, essas células morrendo foram inoculadas trés vezes, uma vez a cada sete
dias, em camundongos imunocompetentes C57BI/6 no flanco esquerdo (sitio da
vacina) e sete dias apos a Ultima vacinagdo, na etapa do desafio, esses animais
foram desafiados com células B16F10 naive, injetadas no flanco direito (sitio do
desafio). A progresséo de tumor nestes dois sitios foi acompanhada.

A partir deste experimento (Figura 14) foi observado que no sitio da vacina
essas ceélulas tratadas pela combinacdo formaram tumores mais tarde que o grupo
gue recebeu as células nao tratadas. Notavelmente, nesse grupo que recebeu as

células tratadas pela combinacdo foram feitas mais aplicacfes e inoculadas mais
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células do que o outro grupo, e mesmo assim o tumor apareceu mais tarde. Além
disso, uma vez estabelecidos esses tumores originados de células tratadas pela
combinacédo pl9Arf e IFNB também possuem uma progressdo tumoral reduzida em
comparacao com os tumores originados de células ndo tratadas. No sitio do desafio,
apenas a vacinagdo com células tratadas pela combinacao reduziu o volume tumoral
e diminui a progressao tumoral do desafio em relagdo aos grupos vacinados com
PBS ou com células mortas e transduzidas com o vetor controle.

Com essas observacdes foi sugerido que a presenca desse tumor do sitio da
vacina poderia de algum modo influenciar no crescimento do tumor do sitio do
desafio. Para averiguar isto, dias antes do desafio camundongos receberam
respectivamente, células B16 naive ou células B16 transduzidas pelo vetor controle
AdPGLUC. Em ambos os experimentos (Figuras 14 e 17), foi observado que a
progressdo tumoral do desafio nédo foi diferente do que os animais que foram
injetados com PBS ou com células mortas, indicando que neste modelo o
crescimento do tumor do desafio ndo € afetado pela presenca de um tumor no flano
contralateral. Entretanto, estes dados ndo descartam a possibilidade que algum tipo
de modulacdo do sistema imune ndo esteja ocorrendo, seja pela secrecdo de
substancias imuno moduladoras, fornecimento de antigenos tumorais, pela atracdo
de células mieldides e reguladores ou por outros mecanismos.

Para um protocolo de vacinacdo que utiliza células tumorais durante o
processo de morte seria ideal que estas ndo formassem tumores no hospedeiro.
Com essa finalidade a radiagdo gama foi associada ao tratamento (Figura 8) e
mesmo assim o0s tumores se desenvolveram (Tabela 6). Muitos trabalhos
demonstram que a radiacdo (UVB, UVC ou gama) € capaz de modular a
imunogenicidade de células irradiadas. Como por exemplo, a radiacdo gama induz a
liberacdo de ATP, por receptor P2X7 (80), aumenta a geracao de antigenos tumorais
e o trafico de células imuno efetoras dentro do tumor (81) e induz a secrecéo de
IFNy no microambiente tumoral (82). Matheoud e colabores, mostram que células
dendriticas em contato com células B16F10 tratadas com radiacdo gama passavam
a secretar maiores niveis de citocinas tolerogénicas como a IL-10 e menores niveis
de citocinas imuno efetoras como a IL12p70. Deste modo, a associacéao da radiacéo
gama pode ser usada para aumentar a imunogenicidade das células ou como um

tratamento adicional para conferir maior seguranca ao protocolo de vacinagcdo, mas
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como o objetivo deste trabalho foi estudar as propriedades imuno estimulatorias
apenas da combinacgao p19Arf e IFNB ndo seria adequado associar a radiagao (83).

Assim, utilizando apenas a transducdo como tratamento, o MOI dos vetores
AdPGIFNBIRESpP19, AdPGIFNB e AdPGP19 foi otimizado para aumentar o nimero
de células mortas pela combinacdo (Figura 13). Supunha-se que células viaveis
com potencial de gerar tumor poderiam ser inoculadas e gerar os tumores caso a
transducdo ndo ocorresse corretamente durante o preparo das 3 vacinagdes.
Entretanto, mesmo apos a inducdo de morte celular pelo tratamento otimizado da
combinagdo p19Arf com IFNB os animais desenvolveram tumores (Figura 14 e
Tabela 10), isto sugere que na linhagem B16mCAR, modificada para expressar o
receptor murino do adenovirus, possivelmente algum clone ou populacédo celular ndo
foi ou ndo pode ser eficientemente transduzidas ou possui algum tipo de resisténcia
contra tratamento da combinagao.

Dessa maneira, foram investigadas nos trés seguintes experimentos as
possiveis causas para o desenvolvimento de tumor no sitio da vacina. O primeiro,
analisou através do ensaio clonogénico a resisténcia a morte celular da linhagem
B16F10 ao tratamento com os vetores AdPGLUC, AdPGp19, AdPGIFNB ou a
combinagdo do vetor AdPGp19 com AdPGIFNB (Figura 15 A e B). O segundo,
investigou in vivo por qual desses tratamentos o desenvolvimento de tumor é mais
afetado (Figura 15 D) e o terceiro avaliou a influéncia do nimero de células e de
aplicacdes no desenvolvimento de tumor a partir de células B16F10 tratadas pela
combinacao p19Arf e IFNB (Figura 15 E).

No ensaio clonogénico constatou-se que tanto o tratamento com pl9Arf
quanto com a combinagcdo p19Arf e IFNB diminuem drasticamente o numero de
colénias formadas (Figura 15 A e B). Essas colbnias podem indicar quantas células
vidveis estdo sendo inoculadas nos camundongos no momento da vacinacdo. E
importante ressaltar que o ensaio clonogénico também pode ser usado para verificar
se adesdo celular foi alterado apés o tratamento, e que dessa maneira, outros testes
precisam ser feitos para desacatar o envolvimento da ades&do na reducdo no numero
de colbnias.

Quando essas células transduzidas foram inoculadas em camundongos
imunocompetentes somente com a combinagdo ndo houve desenvolvimento do
tumor, sendo que os animais que receberam células tratadas apenas com IFNf

permaneceram por mais tempo livres de tumor do que os que foram injetados com
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células nado tratadas ou tratadas sO pela pl9Arf, indicando que in vivo o efeito
antitumoral da combinacgéo é mais dependente do IFN do que da p19Arf.

Adicionalmente, também foi observado que células tratadas pela combinacao
p19Arf e IFNB tendem a néo formar tumores quando aplicadas em uma Unica dose,
mesmo variando a quantidade injetada. Porém quando essa mesma quantidade de
células foi inoculada em doses fracionadas a formacdo de tumor foi observado,
sendo que estes tumores tendem a aparecer mais rapidamente quando sé&o
administradas mais células por aplicacdo. Dessa forma, a formacédo de tumores a
partir de células tratadas pela combinacdo esta associada com o namero células e
de aplicacbes usadas durante a vacinacéo. O impacto da presenca do tumor no sitio
do desafio e desenvolvimento de métodos para sua eliminacdo sao assuntos
interessantes para ensaios futuros.

Para averiguar o envolvimento do sistema imune na rejeicdo desses tumores,
originados no sitio da vacina a partir de células tratadas s6 com IFNB ou com a
combinacédo, foi realizado um protocolo de imunossupressdo com dexametasona.
Assim, na presenca do sistema imune atenuado as células que estavam sob o
controle imunolégico poderiam formar tumores (Figura 19). O desenvolvimento
tumoral foi alterado pela imunossupressédo com a dose de 10mg/kg/dia de
dexametasona nos grupos IFNB e p19+IFNfB, desenvolvendo tumores em todos os
animais do grupo IFNB e em 40% do grupo da combinagédo (Figura 19 D). Essa
diferenca entre esses grupos sugere que o principal mecanismo antitumoral das
células tratadas com IFN seja a ativacdo de uma resposta imune antitumoral e que
as células tratadas com combinacdo também podem ativar essa resposta, mas que
outros mecanismos antitumorais também estdo envolvidos, possivelmente, a
inducdo de morte celular. O protocolo de imunossupressao revelou que o sistema
imunologico esta envolvido na protegdo antitumoral das células tratadas com IFNf
ou com a combinagao.

No trabalho de Keil e colaboradores em 2012, o tratamento de camundongos
B6C3F; com dexametasona (sc) por 16 dias consecutivos acarretou na reducao
significativa: (1) da atividade litica de células NK; (2) da producdo de 6xido nitrico
por macrofagos; (3) da citotoxidade do Linfocito T CD8+; (4) do namero de linfécitos
no sangue periférico e (5) das subpopulacdo CD4/CD8 no timo e baco. Assim como
no nosso trabalho também foi observado a reducdo do numero de linfécitos e o

aumento de neutrofilos e do numero de células de células brancas totais. Essas
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alteracOes nos parametros de resposta imune foram intensificadas com o aumento
da dosagem, sendo maiores com 30 mg/kg/dia, seguida por 10mg/kg/dia e menores
com 3mg/kg/dia. De modo que somente nas doses de 30 e 10mg/kg/dia o
hospedeiro ficou menos resiste contra as células B16F10 injetadas na veia cauda
em um modelo murino de metastase (84). Entretanto, no nosso estudo os
camundongos que foram inoculados (sc) com células B16F10 transduzidas com o
vetor controle ndo tiveram a progressao alertada pela imunossupressdo, mesmo
com a dose de 10mg/kg/dia.

No mesmo trabalho também foram estudados os efeitos de outro
imunossupressor, a ciclosporina A, que diminui muitos parametros de resposta
imunologicos, mas ao contrario da dexametasona, aumentou a atividade litica das
células NK e da producao de 6xido nitrico por macréfagos. Além disso, foi observado
gue a imunossupressao com ciclosporina A nao reduziu a resisténcia do hospedeiro
contra B16F10 em nenhuma das doses estudas (84). Os autores argumentaram que
como a ciclosporina A aumentou a atividade das células NK, os camundongos néo
tiveram sua resisténcia contra as células B16F10 atenuada, pois ja foi sugerido que
0 principal mecanismo imune contra essas células seja mediado pelas células NK
(85).

O tempo de meia vida da dexametasona é de 5,5 horas em ratos (86) e em
camundongos é tipicamente a metade do tempo (87). Deste modo é provavel que os
efeitos imunossupressores foram maiores durante o periodo de tratamento e que
sistema imune foi pelo menos parcialmente restabelecido apds o fim do tratamento.
Assim, como as células foram inoculadas apés 8 dias de tratamento e seguidas por
mais 10 injecdes, é possivel que este protocolo tenha criado apenas uma
oportunidade para que as células escapassem do controle imunolégico, em vez de
crescerem em um ambiente imuno deficiente, como camundongos Nudes ou
knockouts para o gene Rag?2.

No sitio do desafio, apds a vacinacdo com células tratadas pela combinagéo
p19Arf e IFNPB, a reducao da progressao tumoral foi observada de maneira robusta
nos diversos protocolos realizados neste estudo (Figuras 12 e 14). As células
B16F10 foram tratadas pelo vetor bicistronico ou pela co-transducdo dos
monocistronicos AdPGp19 e AdPGIFNR, inoculadas uma, duas ou trés vezes com
diferentes quantidades de células por aplicacdo (10°, 3x10° 3,3x10° 5x10°), e

mesmo assim a protecao antitumoral foi observada. Porem quando foram inoculadas
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apenas 10* ou 5x10* células essa protecéo foi perdida, o que indica que o nimero
de células usadas na vacinacao pode determinar o sucesso da vacinacao.

A robustez na protecédo antitumoral também foi demonstrada pela duracéo da
protecdo antitumoral conferida pela vacinacdo foi averiguada (Figura 16). Os
camundongos eram usualmente desafiados 7 dias apds a Ultima vacinagdo, mas
neste experimento eles foram desafiados, 73 dias ap0s a vacinacdo e mesmo assim
a protecdo antitumoral foi mantida. Além disso, foi indicado que apenas a dose boost
com 5x10* células ndo foi responsavel pela reducdo da progressdo tumoral
observada, j& que os camundongos que foram vacinados com 5x10* células e que
também receberam a dose boost falharam em responder ao desafio.

A influéncia da p19Arf e do IFNB na protecao antitumoral induzida pela
combinacédo p19Arf e IFNB também foi avaliada, os camundongos foram vacinados
de modo que a formacg&o de tumor no sitio da vacina fosse retardada ou eliminada
na maior parte dos animais e ainda assim fosse mantida a protecao antitumoral ja
observada. Para isso tanto o numero de células quando o de aplicacdes foi reduzido,
sendo a primeira dose denominada boost por conter menos células que a segunda
dose, denominada vacina. Assim, o prime deveria ativar uma resposta imune
antitumoral e a subsequente vacina deveria fortalecer essa resposta. Essa estratégia
de vacinacdo mostra ter alcancado o objetivo ja que no sitio da vacina os tumores do
grupo p19+IFNB apareceram em uma menor porcentagem do que quando os
animais recebiam 3 doses iguais de vacinacao (Figura 17).

No sitio do desafio, os grupos vacinados com células tratadas sé por IFNB ou
pela combinacéo a progressao tumoral foi reduzida de maneira similar, ndo havendo
diferenca significativa entre estes dois grupos, e como a vacinacdo com células
tratadas pela p19Arf ndo mostrou um resultado significativo no desafio, a protecao
tumoral da combinacéo aparenta ser mais dependente do IFNR.

Em paralelo com este estudo, a capacidade da combinagao p19Arf e IFN de
estimular uma resposta imune antitumoral também foi investigada pelo nosso grupo
em um modelo murino de terapia génica in situ com a linhagem murina de carcinoma
de pulméo LLC-1, considerada como nao imunogénica, foi utilizada por responder in
vitro a combinac&o. Neste modelo, tumores subcutdneos foram formados no flanco
esquerdo de camundongos imunocompetntes C57BI/6 e tratados por duas semanas
com injegdes intratumorais de vetores adenovirais portadores de GFP, p19Arf, IFNf

ou da combinagado p19Arf e IFNB. Apenas os grupos tratados com IFNB ou com a
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combinagao tiveram a progressao tumoral significativamente reduzida e a sobrevida
prolongada. Entretanto, no mesmo cenario quando um desafio secundario foi feito
no flanco contra lateral desses camundongos injetando novas células LLC, somente
0s camundongos que tiveram o tumor primario tratado com a combinacao, p19Arf e
IFNB, apresentaram um notével efeito de protecdo antitumoral (88).

Além disso, em outro experimento o protocolo de terapia génica foi repetido
em camundongos Nudes imunodeficientes e os tumores tratados com IFNJ ou com
a combinacdo nado tiveram mais sua progressao reduzida, indicando que o efeito
antitumoral foi perdido e que estes efeitos antitumorais sdo dependentes do sistema
imune adaptativo (88).

Hipotetiza-se que os efeitos imuno estimulatérios da combinacdo p19Arf e
IFNB no sistema imunoldgico ocorram devido: (1) a expressédo de IFNB e de outras
citocinas inflamatérias; (2) fornecimento de antigenos tumorais e (3) secrecdo de
moléculas associadas a morte celular - CDAM (Cell Death Associated Molecules). A
ativacao transcricional da p53 também pode ser outro diferencial da combinacéao, ja
gue a p53 pode modular positivamente a imunogenicidade da célula pelo aumento
do ligante de células NK (NKG2D) (89). Além disso, supoem-se que soma desses
fatores induzidos pela combinacao poderia ser superior aos estimulos emitidos pelas
células tratadas somente com IFNB e consequentemente induzir uma resposta
imune mais efetiva.

Entretanto, essa possivel maior estimulacdo imunologica da combinacao
ainda nao esta clara, ja que a regressao tumoral nos animais vacinados com células
tratadas com IFNB ou com a combinacéo foi similar. Uma explicagcdo para esse
resultado seria a cinética diferenciada de expressao do IFNB, pois como as células
tratadas pela combinacdo morrem a expressao de IFNB seria cessada. J& como as
células tratadas somente com vetor AdPIFNB ndo morrem, ou morrem em uma
menor porcentagem do que a combinacdo, e ainda in vivo permanecem sob o
controle do sistema imunoldgico sem formar tumores, a expresséo de IFNB ocorreria
por mais tempo. Deste modo, poderia ser interessante investigar a duragdo de
expressao destes vetores in vivo e se este periodo de expressao tem influéncia no
protocolo de vacinacao e no crescimento do desafio.

Dados recentes também demonstram gque o modo como a célula morre pode
ser um fator determinante para o sucesso da terapia. Dependendo do agente de

tratamento e do mecanismo de morte celular induzido, a célula tumoral pode morrer
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de uma maneira imunogénica, induzindo uma forte e especifica resposta
imunoldgica contra as outras células tumorais existentes. Como por exemplo, a
morte por apoptose que foi usualmente descrita como um processo de morte celular
tolerogénico para o sistema imunologico pode em algumas circunstancias, como por
exemplo sob o tratamento de antraciclinas, se tornar imunogénica e induzir uma
resposta antitumoral eficiente pelo via de das células dendriticas, células T e do
IFNy (90).

Este mecanismo de morte celular imunogénico pode influenciar o resultado
das terapias antitumorais e ocorre quando células que estdo morrendo sofrem
alteracbes nas caracteristicas da superficie celular e liberam ao ambiente
extracelular, moléculas de sinalizacdo de morte celular (CDAM) como a calreticulna,
ATP e HMGB1. Essas moléculas co-estimulatorios sdo capazes de se ligar
receptores das células dendriticas e fornecer estimulos necesséarios para uma
maturacdo efetiva dessas células apresentadoras de antigenos. Estas agora,
maduras, migram até os linfonodos drenantes e ativam uma resposta imunolégica
CD4" e CD8" contra as células tumorais, superando assim, o0s sinais
imunossupressores das células tumorais (91).

A observacdo de que a combinacéao p19Arf e IFNB foi capaz de induzir uma
protecdo antitumoral forte o suficiente para reduzir a progressdo tumoral de um
tumor agressivo como o melanoma murino B16F10 pode ser considerada como um
resultado interessante. Ja que essa linhagem possui caracteristicas importantes que
se assemelham com os melanomas humanos, como a baixa imunogenicidade, alta
agressividade e é considerada por muitos autores como um modelo adequado de
desenvolvimento para novas terapias antitumorais (92).

O potencial de uma imunoterapia com células de melanoma B16F10 em
conjunto com IFNB ja vem sendo demonstrado por outros grupos de pesquisa.
Feischmann e colaboradores (2001) trataram células de B16F10 in vitro por 2
semanas com IFNa e conseguiram induzir uma protecéo imunologica em 50% dos
animais desafiados ao melanoma. Também conseguiram em 67% impedir o
desenvolvimento de metastases e curar 40% dos camundongos. A elucidagéao
celular desse mecanismo foi atribuida a capacidade dos macrofagos em processar
0s antigenos e pela producdo de citocinas imuno estimulatorias (IL-12), mas
principalmente, pela funcéo citotoxica dos linfécitos CD8+ em combater as células

tumorais. Entretanto, o mecanismo molecular pelo qual o IFNa modificou as células
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B16F10 e induziu a imunidade néo foi estudado. Ja que o IFNa/B compartilham os
mesmos receptores de IFN do tipo |, é possivel que o IFNa possa ser substituido
pelo IFNB (93).

Pesquisas de B1610 com IFNa demonstram que, assim como os melanomas
humanos, também é necessario um longo periodo de tratamento com IFNa para
aumentar a sua capacidade imunogénica (94). Desta forma, a utilizacdo de um vetor
viral que expresse altos niveis de IFNB, como o utilizado neste trabalho, pode se
uma estratégia promissora para gerar essa capacidade imunogénica de uma

maneira mais eficiente.
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CONCLUSAO

Os dados apresentados indicam que: (i) in vitro, o efeito antitumoral da
combinacao p19Arf e IFNB esta mais relacionado com a reposi¢cao de p19Arf do que
com a expressao de IFN, (ii) e in vivo, na presenca do sistema imunoldgico, a
inibicdo tumoral parece ser mais dependente do IFN. (iii) Porém, com o tratamento
combinado de p19Arf com IFNB, esses efeitos antitumorais mostraram-se mais
pronunciados, possivelmente por associar imune estimulacdo e morte celular, (iv)
induzindo apds a vacinacdo uma forte e prolongada protecdo antitumoral e maior

sobrevida aos animais tratados.

Dessa maneira, conclui-se que a aplicacdo de células tratadas pela
combinagao p19Arf e IFNB, como um agente vacinal, pode gerar uma oportunidade
de associar morte celular e imune estimulacéo, e assim, ser uma estratégia efetiva

para o tratamento do cancer.
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