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Abreviaturas e Siglas

ACS - “American Cancer Society”
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Resumo

1. Resumo

O cancer € um importante problema de salde puflicadial e uma das causas mais
relevantes de morbidade e mortalidade em criancaduos. Apesar dos inumeros
progressos no tratamento, incluindo aprimoramermio$rgicos, quimioterapicos e
radioterapicos, a cura da maior parte das neoplasiaa depende da identificacdo
precoce da afeccdo, ndo sendo, muito frequentempgossivel apdés a disseminacao
metastatica da doenca. Assim, novas abordagenpétdizas s&o continuamente
investigadas e dentre elas, a imunoterapia repreesem forma de crescente relevancia.
Dentre as novas estratégias imunolégicas para iterapa de tumores, vale a pena
ressaltar o uso de imunomoduladores como as pastei@ choque térmico (Hsp). As
caracteristicas das Hsps em facilitar a apresemtdedpeptideos tumorais, estimular a
secre¢do de citocinas inflamatérias por célulassgmtadoras de antigenos e mediar a
maturacdo de células dendriticas, fazem delas emtesl candidatas para o
desenvolvimento de vacinas contra o cancer e dednfecciosas. NOosSsoO grupo vem
desenvolvendo uma vacina de DNA (DNA-Hsp65) quensastrou eficiente na
profilaxia e terapia de doencas infecciosas, deeaghoimunes, alergia e cancer. No
presente trabalho, decidimos analisar mais detathadte, do ponto de vista
imunologico, a acao da vacina DNA-Hsp65 em modefeeemental em camundongos
inoculados com melanoma B16F10. Num grupo de asinmaiDNA-Hsp65 foi
inoculado por via intratumoral e no outro foi fettansferéncia de células B16F10
previamente transfectadas com a vacina DNA-Hsp6Sad&dna DNA-Hsp65 mostrou
capacidade de retardar o desenvolvimento do tumawureentar a sobrevida dos
animais. Essa atenuacdo do crescimento tumorawmento da taxa de sobrevivéncia
foram correlacionados com o aumento da porcentatgetnfécitos T CD4 e T CD8
ativados, considerados importante indicador deostapcontra tumores. A vacina
também induziu aumento da expressdo de moléculastroulatérias na superficie de
células dendriticas no sitio tumoral, favorecena@a @apresentacao antigénica eficiente
num ambiente ativador da resposta imune. Além di$sb observado aumento
significativo da porcentagem de lise especifica désilas de melanoma B16F10
mediada por linfocitos T CD8 citotoxicos. Assim denos dados aqui apresentados
mostram o potencial antitumoral da vacina DNA-Hspe% meio da estimulacdo da
resposta imunologica e ao mesmo tempo abrem péissepara estudos futuros que

possam aumentar a efetividade dessa vacina no btemla tumores.
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Abstract

2. Abstract

The ability of heat shock proteins (Hsps) to pgstite in innate and adaptive immune
responses makes them promising candidates forneseigainst cancer and infectious
diseases vaccines. The antitumoral activithgh65gene has been shown by different
groups. In a clinical trial phase | in advanceddhaad neck cancer-bearing patients, our
group showed the feasibility of DNA-Hsp65 vaccinedafour out of 14 patients
presented partial response. Two of these patieatstidl alive after 3 years trial ending.
To determine whether DNA-Hsp65 can play a protecte in an experimental
melanoma tumor model, we used two different apgreacusing different treatment
were assessed: 1) DNA-Hsp65 intratumoral therapy 2ntransference of B16F10
electroporatedn vitro with DNA-Hsp65. We observed that both strategiespldiyed
antitumoral activity, which was mainly evidenced dayhancement of survival rate and
tumor growth delay (tumor weight). This antitumoagtivity showed correlation with
increased percentages of activated lymphocytes (CD44hi, CD8/CD44hi) infiltrate

in tumor mass, enhancement in CD86 co-stimulatarieaule expression in APCs and
CD8 T lymphocytes specific lysis. Besides, generesgion in tumors was modulated
by DNA-Hsp65 intratumoral treatment, leading torease of Thet and IL-17 gene
expression. Our data indicate new perspectiveadsays concerning Hsp65 and tumors
interaction and also point out the importance iratdshing immunological markers in
neoplastic treatments for efficiency evaluation.togkther, these data provide
knowledge basis for new analysis that may enhameeffectiveness of vaccine based

in Hsps in tumor combat.
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Introducdao

3. Introducéao

3.1. Cancer

O cancer € um dos principais problemas de saudécautta atualidade. Sua
incidéncia no Brasil, como em todo o mundo, cresgm ritmo que acompanha o
envelhecimento populacional decorrente do aumeatexgectativa de vida. Segundo a
Unido Internacional Contra o Céancer (UICC), o nlonde novos casos/mortes por
cancer no ano de 2002 foi de 10 milhdes e 6 milh@spectivamente. Para o ano de
2020, a previséo € de 15 milhdes de novos cas@swlfibes de mortes por cancer no
mundo (INCA, 2008a). Estimativas do Instituto Naebdo Cancer (INCA) revelam
que mais de 470 mil novos casos da doenga sungor&rasil nos proximos anos. Do
mesmo modo, de acordo conifamerican Cancer Society(ACS), a probabilidade de
um homem ou uma mulher norte-americana desenvaivatgum tipo de tumor ao
longo da vida sao de 50 e 33%, respectivamente (RQ¥).

Céancer é o nome dado a um conjunto de mais de dé};ds que tém em comum o
crescimento desordenado (maligno) de células quadem tecidos e 6rgaos, com
possibilidade de se espalhar para outras regidesmpo (metastase). Estas células séo
capazes de dividir-se de maneira agressiva e desgarna formacdo de tumores
(acumulo de células cancerosas) ou neoplasaiginas (INCA, 2008b).

Até recentemente o cancer era visto como uma dodagainal, ligada
exclusivamente a procedimentos de alta complexidddie, o diagndstico, incluindo o
estadiamento (avaliacdo da extensdo ou a gravidadeeoplasia), € considerado
fundamental para seu tratamento adequado (OMS).28E8n do mais, o diagnostico
precoce aumenta consideravelmente a possibilidadaiich para algumas neoplasias e
reduz a morbidade resultante da doenca e seu gatam

Atualmente, tumores primarios sao tratados pelabamgao de terapias e na maior
parte dos casos incluem cirurgia, radioterapial lecguimioterapia. Mesmo quando o
tumor foi aparentemente totalmente removido, mi@i@stases de células tumorais
latentes ou do tumor primario freqientemente leaanmmeaparecimento do tumor e ao
fracasso da terapia. Assim, torna-se necessarioapg@oas o desenvolvimento de

estratégias para eliminar todo o tumor eficientadmemas também a estimulacdo da
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resposta imunolégica de modo que o sistema imumssapmanter vigilancia sobre
células tumorais residuais (Zitvogel et al., 2008a)

O cancer € amplamente considerado como uma doenggtica que resulta de
alteracbes em oncogenes, genes supressores dectgmoes de estabilidade genbémica.
Entretanto, o microambiente da célula tumoral, voes®a e a imunidade também
desempenham importante papel na doenca. Em grpaderdas neoplasias avangadas,
as células tumorais tém de prevalecer sobre agitzerintrinsicas (autbnomas da
célula) e extrinsicas (mediadas pelo sistema impae) o desenvolvimento do cancer.
Apenas quando as células tumorais “triunfam” s@bcentrole do sistema imunologico
€ gue ocorre a progressao e morte do hospedeircerfeforma isso explica o0 aumento
da incidéncia de alguns tumores solidos em pacemenossuprimidos, casos de
regressao tumoral espontanea e o prognosticoymodgi linfécitos T citotdxicos tumor-
especificos, reforcando a idéia de que o sistermaegndesempenha um papel crucial na

progressao neoplasica (Zitvogel et al., 2008a).

3.2. Resposta imunoldgica e Cancer

O conceito de vigilancia imune diz que o sistemanaidgico pode reconhecer e
destruir precursores de cancer e, em muitos cales$tui-los antes de se tornarem
clinicamente detectaveis. A teoria da vigilanciamoldgica contra tumores surgiu em
1909, proposta por Paul Ehrlich (Ehrlich, 1909dmt@&m Dunn et al., 2004). Contudo, a
importdncia e até mesmo a existéncia desse fenOrf@ndebatida por décadas,
ressurgindo recentemente (Khong and Restifo, 2D0&n et al., 2004; Zitvogel et al.,
2006). Hoje esta claro que o sistema imune desdmpem papel importante no
controle tumoral tanto em animais quanto em sargshos.

De maneira geral, a partir dos conhecimentos €ierdi atuais, é possivel
identificar alguns tipos celulares e diversas mdix envolvidas na vigilancia
imunologica do cancer.

Linfécitos T CD8 citotéxicos podem reconhecer e anatélulas estromais e/ou
neoplasicas de forma restrita ao complexo prinailgahistocompatibilidade (MHC) e
dependente de perforina. Em paralelo, elas podenmetae citocinas antiangiogénicas
como IFNy. Ja os linfocitos T CD4 auxiliares do tipo 1 (Thdgdem reconhecer
peptideos tumorais apresentados via MHC de cldsseestimular ou converter a

producdo de IFN5 que inibe a angiogénese. As células dendriticaduporas de IFN-
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(IKDCs) também tém grande participacdo nessa wigidd imunologica, elas sao
consideradas a maior fonte dessa citocina, poderadar células neoplasicas de forma
dependente de TRAIL ou perforina além de realizagmesentacdo cruzada de
antigenos tumorais as células T. Em relacdo asaséloatural killer” T (NKT), elas
podem reconhecer glicolipideos ligados a moléculEdC na superficie de células
apresentadoras, lisando células tumorais de formt#C Mndependente, além de
secretarem IFN-dependente de IL-12 e CD40. Finalmente, anticoquesse ligam ao
tumor podem desempenhar atividade tumoricida pao me efeitos antiproliferativos
diretos, pela inducéo da lise mediada por complémnam pela citotoxicidade de células
NK e macrofagos dependente de imunoglobulina deps& (IgG) (ADCC) (resposta
imune antitumoral revisada por Dunn et al., 200&;agel et al, 2006).

E bem estabelecido que camundongos deficientesoni@anentes essenciais da
imunidade inata ou adquirida sdo mais susceptaeislesenvolvimento de tumores
espontaneos ou induzidos por agentes quimicos. &sseaso de animais deficientes
nos seguintes elementos: gene 2 ativador de reoag#m ag2), falta da qual resulta
na auséncia de células T, células B e células Tmancador de “natural killer” (NKT);
cadeiaP ey do receptor de célula T (TCR), falta que leva séauia de células dp e
vd; segmento génicaxrd81, deficiéncia que reduz o nimero de célulasiiantes NKT
que expressam TCRs comuM—-h281; transdutor de sinal e ativador de transcricéo
(STAT1), fator de transcricdo necessario para aligacdo mediada por IFN-
perforina; ou ligante indutor de apoptose assocamfator de necrose tumoral (TNF)
(TRAIL) (revisado por Zitvogel et al., 2006).

A presencga de linfocitos infiltrantes no tumor é nmarcador prognostico bastante
atil em diversos tipos de neoplasia. Em pacienb@s carcinoma de célon, a existéncia
de RNA mensageiro (RNAmM) de moléculas expressaxd@uaias efetoras de padrao
Th1l tais como perforina, T-bet, IFj-entre outras, esta correlacionada com reducédo da
capacidade metastatica e aumento do tempo de sidr@®ages et al.,, 2005). Em
contraste, em pacientes com carcinoma renal, semgasde um polimorfismo no
receptor para a citocina IL-4, o qual resulta nmewto da sinalizacédo para essa citocina
e leva a um predominio do padrdo Th2 de respostian éndicador independente de
progndstico ruim para o paciente (Nakamura e2Dg)

Juntos, os dados de estudos em humanos e modetassareforcam a idéia de que
a vigilancia imunoldgica contra o cancer envolvedcitos T CD8, células Thl e NK

15



Introducdao

(Khong and Restifo, 2002; Zitovogel et al., 2008 calmente suprimida por células
T regulatérias (Treg) e produtos do tumor (Mulled &cherle, 2006).

Além disso, estudos recentes comecam a avaliap@ ga subpopulagédo de células
Th17 nas neoplasias. A diferenciacdo desses lioé primariamente dependente de
IL-6 e TGFf, enquanto a IL-23, originalmente considerada coprncipal
direcionadora da diferenciacdo, parece ser impmrt@ma manutencdo da resposta
mediada por esses linfocitos. As células Th17 predulL-17 e estdo relacionadas com
a inducdo de autoimunidade e respostas inflamat§R&iner, 2007), entretanto, as
informacdes sobre sua relevancia na biologia doeraséo limitadas e contraditorias.
Ao mesmo tempo em que alguns trabalhos apontaml& Itomo responsavel pelo
crescimento do cancer (Tartour et al.,, 1999; Larsfowet al., 2006), outros relatos
mostram evidéncias de que a IL-17 pode protegetra&on desenvolvimento da
neoplasia por meio da rejeicao tumoral mediada gistema imunolégico (Hirahara et
al., 2001; Hirahara et al., 2000; Benchetrit et2002; Kottke et al., 2007). Muranski et
al. (2008) revelaram que células Thl7 com TCR gén€o para a proteina 1
relacionada a tirosinase (TRP-1) (expressa espagiBnte em melandcitos e células de
melanoma), polarizadas vitro e transferidas para camundongos portadores de
melanoma B16F10 avancado, foram as Unicas cap&zesirdentar a sobrevida dos
animais quando comparadas com células com TCRg&ait® para TRP-1 de padréo
Th1l ou ThO, caracterizadas pela secrec¢ao de diéxertocinas.

Em relagcdo ao desenvolvimento do cancer, dadodeterttes estudos sustentam o
conceito de que um processo de dois passos faciiga surgimento, primeiro o evento
intrinseco oncogénico e segundo a deficiéncia denfeecimento ou atividade efetora
da imunidade inata e adaptativa contra as célutasriis (Nakachi et al., 2004; Imai et
al., 2000; Hayashi et al., 2006).

As neoplasias podem apresentar varios mecanisnas sgaevadir da resposta
imunologica, os quais sao considerados nao reladam as outras caracteristicas da
carcinogénese e resultam da pressao seletiva éxgrelo sistema imunolégico. Essas
“estratégias” sdo denominadas como selecao imuical@y imunoedi¢do (Dunn et al.,
2002; Zitvogel et al., 2006). Nesse sentido, aslagltumorais podem apresentar perda
ou diminuicdo da expressdo de moléculas do MHClakse | (Algarra et al., 1997;
Zheng et al., 1999; Cabrera et al., 1996; Cabrei. £2000), perda de antigenos de
superficie (Hofbauer et al., 1998; Jager et al.9619Lee et al., 1998) e

imunodominancia (Schreiber et al., 2002); defeésimalizacao de receptores indutores
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de apoptose como Fas (Davidson et al., 1998) e IKPdkeda et al., 2001); falta de
coestimulagédo (Schwartz, 1990); apoptose de céllilasivadas (Zaks et al., 1999);
imunossupressao local pela presenca de citocina® db-10 (Segura et al., 1997;
Seung et al.,, 1999) e fator de crescimento endbtetiscular (VEGF) (Saito et al.,
1998); e pela atuacdo imunorregulatoria das céllitag (Khong and Restifo, 2002;
Shevac, 2004). Além disso, em modelos experimentaisnores avancados
invariavelmente subvertem a resposta imunoldgieauia forma caracteristica, células
T CD8 especificas sao ativadas no estagio de @dici@o processo de carcinogénese,
porém demonstram perda da atividade citotoxica &ges mais tardios da expanséo
tumoral (Huang et al., 2005). J& os linfocitos TAGdEmonstram progressiva perda de
atividade antitumoral (Zhou et al., 2004), enquamtaimero de células Treg aumenta
(Sakaguchi et al.,, 2004). Assim, essa “toleran@a” células tumorais parece ser
necessaria para o desenvolvimento do cancer, mesmopassos iniciais da
tumorigénese (Willimsky and Blankenstein, 2005).

Embora os tratamentos de cancer ainda tendam @&eoido e trata-lo como um
fendbmeno celular intrinseco, a importancia atribiddesposta imunoldgica no combate
a tumores tem crescido consideravelmente. Numermssos clinicos tém combinado
tratamentos convencionais com imunoterapias (rdvigen Zitvogel et al., 2008 — por
exemplo Roberts et al., 2007; Ding et al., 2008)geins estudos sugerem a criagéo de
uma sinergia entre esses dois. Dessa forma, a Ipesdaunoterapias eficientes que
possam ser utilizadas tanto sozinhas como em agdoctom outros tratamentos € de

grande interesse.

3.3. Imunoterapias Antitumorais

O termo imunoterapia se refere a toda abordagemvigee a mobilizagédo ou
manipulacdo do sistema imunolégico para o benefierapéutico do paciente. O
objetivo moderno da imunoterapia contra o cancesiste na estimulacédo do sistema
imunoldgico para restaurar sua capacidade em recenle destruir células neoplasicas,
0 que poderia complementar estratégias convensiodai combate aos tumores
(Steinman and Mellman, 2004).

As imunoterapias estdo sendo cada vez mais agadtaslinica para diferentes
tumores, incluindo melanoma (Rosenberg, 2001; kavst al., 2005), linfoma (Grillo-

Lopez et al., 2002) e neoplasias induzidas pos\ideslop et al., 1996; Kershaw et al.,
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2005). Nesse contexto, hd numerosas estratégiaggraar aumentar a resisténcia dos
pacientes ao cancer, o que inclui a ativacdo indgnca inespecifica por meio de
componentes microbianos ou citocinas; imunoterppssiva com transferéncia para o
paciente de anticorpos e/ou células T e imunotasapintigeno-especificas ativas
(Banchereau and Palucka, 2005).

Dados da literatura mostram que a imunoterapiaiy@asom transferéncia de
anticorpos pode ser clinicamente efetiva no casotuimores de célula B e
subpopulacdes de tumores de mama tratados, respeetite, com anticorpos anti-
CD20 (Maloney et al., 1994) e anti-HER-2 (Valoneakt 1995). No entanto, esse tipo
de abordagem apresenta como limitagdo a necessidagige as proteinas-alvo estejam
expressas na superficie celular, o que raramenteeo@Banchereau and Palucka, 2005).
Em contraste com os alvos de anticorpos, os ahawa pélulas T sdo geralmente
peptideos derivados de proteinas intracelularegyas sdo apresentadas em associacao
as moléculas do MHC. A identificagcdo de antigenomadrais humanos (Rosenberg,
1997; Boon et al., 1994) encorajou o desenvolvimeld terapias com transferéncia
adotiva de células T especificas.

Entretanto, até o presente momento, as estrat@gissderadas mais atrativas sao as
de imunoterapia ativa capazes de induzir uma résposinologica inata e adaptativa
contra o tumor. Nessa estratégia ocorre primeirggreproducdo de citocinas, as quais
polarizam para um padrdo de resposta Thl, e coastmuente atraem e amadurecem
células apresentadoras de antigenos que apreseepdi@pos as celulas T, promovendo
assim a ativacdo e nao tolerdncia dessas célukessaDforma, estabelece-se uma
resposta imune efetora especifica e memodria imgitalocapazes de manter uma
vigilancia continua contra células neoplasicas gerdes (Banchereau and Palucka,
2005).

Nesse contexto, as vacinas terapéuticas para capcesentam-se como uma
estratégia muito interessante. Essas vacinas iverigio principalmente com o uso de
lisados celulares totais em combinacdo com adjesaiMitchell et al., 1989; Picicrillo
and Shevac, 2001) ou produtos protéicos liberadmssobrenadante de culturas
celulares (Bistrin et al., 1988; Miller et al., B)9 Outros enfoques de vacinas para
cancer sao baseados em tumores autélogos e seéos pardutos, incluindo células
tumorais modificadas (Hara et al., 2004) e protwet®choque térmico (Hsps) derivadas
de tumor ou outras fontes (Hara et al., 2004; BA&@)7). Em relacdo as células

tumorais modificadas, um ensaio clinico de faserh 35 pacientes portadores de
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cancer de pulmdao, vacinados com células tumoraomas irradiadas e transfectadas
para secretarem fator estimulador de colénia dauifaito e macréfago (GM-CSF),
demonstrou que na maior parte dos pacientes ocormreunfiltrado de macrofagos,
granuldcitos e linfocitos nos sitios metastaticasssim como resposta de
hipersensibilidade retardada (DTH) contra célulesdrais ndo modificadas. Por outro
lado, a correlagédo desses eventos com a melhoieacfbi menos clara, uma vez que
apenas cinco pacientes apresentaram estabilizag&doehca (Nouri-Shirazi et al.,
2000). As abordagens imunoterapéuticas utilizandpsHserdo discutidas nos itens
subsequentes.

Uma das abordagens mais recentes de vacinas oeojtasias é baseada no uso de
células dendriticas (Nestle et al., 2001). As edldendriticas sdo importantes células
apresentadoras de antigenos e podem ser preenchiasorpusculos apoptoticos de
tumor (Nouri-Shirazi et al., 2000), lisados tumerd&NA tumoral (Heiser et al., 2001;
Nair et al., 2002) e DNA tumoral (Whiteside et &002). Muitas dessas preparagcdes
tém demonstrado imunogenicidade e potencial paeic@ie tumoral em modelos
animais e ensaios clinicos. Um estudo bastanteeggante com pacientes portadores de
neoplasias progressivas (carcinoma celular renahelanoma metastatico) descreveu
resultados utilizando vacinacdo com hibrido de laéltumorais autdlogas e células
dendriticas alogeneicas. A vacina foi administrad@ada seis semanas e dos 35
pacientes avaliados, 71% apresentaram estabilizagéo até 19 meses no
desenvolvimento tumoral (Barbuto et al., 2004).

Além dos estudos com células dendriticas, na Ultdtéeada, os avancos na
tecnologia do DNA recombinante para o desenvolvimée novas vacinas permitiram
a introducdo de novas estratégias para a obtengémecao de antigenos, assim como
foram otimizadas novas maneiras de se administapresentar esses antigenos para as
células do sistema imunoldgico. Essas estratédidsam caminho para inovacoes,
particularmente no contexto do desenvolvimento @@nas mais seguras, eficazes e
polivalentes (Wolffet al., 1990; Gurunathan et al., 2000). Dentresesstio as vacinas
de DNA ou vacinas génicas (Spier, 1996).

As vacinas de DNA oferecem uma estratégia preqgmaem flexivel para
disponibilizar antigenos ao sistema imune (Riceaket 2008). Além disso, séo
consideradas potentes estratégias para a geracfwtelaesposta imune humoral e
celular (Huygen, 1998; Gurunathan et al.,, 2000y&5il2004). Essas vacinas sao

constituidas de plasmideos bacterianos contend@namotor viral que controla a

19



Introducdao

expressao do gene de interesse dentro de uma eékaaiotica, levando a transcricao
do RNAmM no nucleo e a traducdo da proteina nodi{@vonnellyet al, 2005). Quando

o DNA ¢é administrado, 0 organismo passa a produzntigeno por meios proprios,
sem os efeitos indesejaveis da introducdo de umtegefeccioso patogénico ou de
vacinas contendo subunidades protéicas e adjuvé8fmsr, 1996). Dessa forma, o
individuo vacinado é capaz de induzir uma respostmoldgica celular e humoral
especifica, bem como memdria imunolégica. Além djiss introdu¢cdo do DNA
plasmideal possibilita a geracdo de antigenos @misge, conseqientemente, a
ativacao de linfécitos T CD8.

A vacinacdo com DNA pode ser feita em varias eggéanimais, por diversas vias
e esquemas. O custo de produgdo das vacinas géeivaslarga escala é
significativamente menor do que o custo de proddg&ovacinas de células dendriticas,
protéicas recombinantes, peptideos sintéticos mud controle de qualidade é mais
facil, e a comercializacdo ndo necessita de unadedefrigeracdo, uma vez que estas
vacinas sdo estaveis a temperatura ambiente. @toge$ facilitam o transporte, a
distribuicdo e o estabelecimento de amplos progsateaimunizacdes em regides de
dificil acesso.

Em pacientes com céancer, o0 nimero de estudos aetasllyue abordam a utilizacédo
de vacina de DNA é pequeno. Desses poucos estiodas) reportadas estratégias de
imunizacdo com DNA em ensaios clinicos envolvenddanoma (Rosenberg et al.,
2003; Tagawa et al., 2003; Smith et al., 2005; Ziet al., 2005), cancer de prostata
(Mincheff et al., 2000; Pavlenko et al., 2004, Milet al., 2005; Todorova et al., 2005),
linfoma de célula B (Timmerman et al., 2002), cénde colon e reto (Conry et al.,
2002) e carcinoma epiderméide de cabeca e pesdd@haluart et al., 2008 —
comentado em detalhes mais a frente). A populagigatientes desses estudos
normalmente consiste de individuos com doencas staétzas avancadas que ja
passaram por Vvarios tipos de terapias. Geralmeimecalacdo da construgdo de DNA
plasmideal € bem tolerada, raramente envolvendoitdaxie sistémica.

Os mecanismos envolvidos na ativacdo da respostaoidgica humoral e celular,
pelas vacinas de DNA plasmideais, ainda néo formmpéetamente elucidados. Alguns
autores propdem que a inducéo da resposta imuse persinicio apos a transfecgéo de
uma célula ndo APC, enquanto outros autores ténomkgnado a importancia de células
CD11b ou CD11c derivadas da medula O0ssea na inddgamesposta imunologica

(Gurunathan et al., 2000). De qualquer modo, antiggroduzidos no citoplasma da
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célula hospedeira sédo processados por varias enzgmas fragmentos resultantes
apresentados na superficie celular juntamente colécmas de classe | do MHC para
linfécitos T CD8. Por outro lado, parte dos antmgemproduzidos sao secretados sem
sofrerem processamento, podendo estimular tarfticiios B a produzirem anticorpos
especificos, como serem endocitados por outras ARPLBsim estimularem linfocitos T
CD4 via moléculas de MHC de classe Il (Liu, 2008¥m disso, foi demonstrado pelo
NOsso grupo, que células B podem capturar o DNAnmldealin vivo, sugerindo que
essas células também possam participar do prodesspresentacdo de antigeno em
modelos de vacinas de DNA (Coelho-Castelo et @032

As vacina génicas podem também ser adjuvantes poretinarem padroes
moleculares associados a patdégenos (PAMPS) por deeestimulacdo de receptores
celulares do tipo Toll (TLR), dando inicio a res@oisnune inata. Um elemento crucial
do DNA bacteriano sdo as seqUéncias de nucleotideositosina-fosfato-guanina
(CpGs) ndo metilados, que diferem do padréo doaretics. Essas sequéncias CpGs
tém capacidade imunoestimulatéria sobre células eyygessam TLR9, tais como
células B e dendriticas, e podem atuar indiretagnsabre outros tipos celulares por
meio da producao de citocinas desencadeando uroatzate ativacdo, proliferacdo e
diferenciacé@o de células NK, linfécitos T e mongsiimacréfagos (Krieg, 2002).

Dessa forma, dependendo do antigeno codificadoyaagas de DNA tém o
potencial de estimular segmentos da resposta irdgical inata e adaptativa, o que &
considerado ideal para o tratamento de tumores.

Na tentativa de contribuir para novas estratégramoterapéuticas de combate ao
cancer, nosso grupo vem desenvolvendo uma vacibiNdeque codifica a proteina de
choque térmico de 65 kDa (Hsp65)Mgcobacterium leprae

3.4. Proteinas de Choque Térmico (Hsps) e Resplstamoldgica

As Hsps, também conhecidas como chaperoninas, salécutas altamente
conservadas entre as espécies e desempenham pguetante no dobramento e
translocacdo de proteinas e montagem de complertsiqns. Apesar da maior parte
das Hsps ser expressa constitutivamente, sua sfprgode ser aumentada devido a
diversas perturbacdes fisiologicas e estressoras con mecanismo de protecdo celular

(Lindquist and Craig, 1988). Essas proteinas esifiolassificadas de acordo com o seu
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peso molecular. As familias mais importantes saocaleeticulina, Hsp60, Hsp70,
Hsp90, Hspl10 e as de baixo peso molecular (Ratfteaind Lindquist, 1998).

As fungBes imunolbégicas das Hsps comecaram a $mmadas nos anos 1980s
quando foi observado que preparacbes homogéneeertds Hsps isoladas de células
tumorais induziam resposta contra o cancer, enquameparacdes correspondentes de
tecidos normais ndo o faziam (Srivastava et aB8L9A imunogenicidade das Hsps
derivadas de tumor resultava da associacdo das asesom peptideos gerados pela
degradacdo de proteinas expressas por célulasudés as Hsps eram purificadas.
Dessa forma, as Hsps derivadas de células tumesisssam nao-covalentemente
associadas a peptideos derivados de antigenosdsmdo mesmo modo que as Hsps
provenientes de tecidos ndo tumorais apresentaganoosiplexadas com peptideos
normais e por isso ndo eram capazes de induzirosespantitumoral especifica
(Srivastava, 2002a).

A interacdo do complexo Hsp-peptideo com APCs, conaarofagos e células
dendriticas, por um lado, leva a apresentacdo pgddees antigénicos a linfocitos T
CD4 e CD8 e, por outro lado, desencadeia uma @ast@teventos ndo antigeno-
especificos que ativam as APCs e promovem a resposinologica (Srivastava,
2002b).

Essa ligagdo do complexo Hsp-peptideo com CD91 Beviaternalizacdo dos
complexos em compartimentos endossomais nao asjdieguidos da transferéncia do
complexo ou do peptideo sozinho ao citosol (Basal.et2001) por um mecanismo
ainda nao compreendido. Os peptideos sdo processpdp proteassomas e
transportados para o interior do reticulo endopé®m por meio de trasportadores
associados ao processamento antigénico (TAP) (@akalet al., 1990). Os peptideos
sdo entdo ligados as moléculas de MHC classe resamtados para células T CD8.
Uma proporgéo relativamente pequena dos complespspEptideo internalizados via
CD91 entram em compartimentos acidicos, onde odide®is sdo associados a
moléculas de MHC de classe Il, levando a estimolalzs células T CD4. Assim, 0s
peptideos complexados com Hsps podem ser apressrigado via moléculas do MHC
de classe | como do MHC de classe Il.

Em adicdo a resposta imune especifica contra ddeepiassociado as Hsps, a
interacdo das proprias Hsps com as APCs leva analyueacdes independentes do
peptideo. Tais respostas incluem a secrecao dengitoinflamatdrias como TNé; IL-

1, IL-12 e GM-CSF por macrofagos (Srivastava, 198%jucédo de 6xido nitrico por

22



Introducdao

macrofagos e células dendriticas (Botte, 2007; viFamij et al., 2002); secrecao de
quimiocinas como proteina 1 quimioatraente de mito®(MCP-1) (Lehner et al.,
2000); maturacao de células dendriticas por aundantxpressao de MHC de classe I,
CD86 e CD40 (Zheng et al., 2001; Souza, tese erana@nito); e translocacdo de NF-
KB ao nucleo de macréfagos e células dendriticgsiegpoderia ser o evento inicial de
todos os acima descritos (Basu et al., 2000).

Dessa forma, as propriedades das Hsps, formand@lexos e auxiliando na
apresentacdo de peptideos, inclusive peptideogéaitds; estimular a secrecdo de
citocinas inflamatorias por APCs; e mediar a magi@made células dendriticas fazem
delas Unicas do ponto de vista imunolégico (Sraxast2002; Souza, tese em
andamento). Essas caracteristicas também permitentilizacdo das Hsps no
desenvolvimento de vacinas profilaticas e terapésticontra doencas infecciosas
(Lowrie et al., 1999) e cancer (Michaluart et 2008).

3.5. Hsps e Neoplasias

A utilizacdo das Hsps no tratamento de tumoresséabte interessante, pois néo
implica na identificacdo de epitopos imunogénicgzeeificos, direcionando a resposta
imune a um repertorio antigénico maior com redud@@aparecimento de variantes que
possam escapar. Sendo assim, o uso das Hsps pareqsicavel para qualquer tipo de
neoplasia e os estudos tanto em modelo experimesab ensaios clinicos abrangem
um grande espectro de tumores, como melanomanoarairenal, cancer pancreatico,
cancer de colon, linfoma de célula B, entre outBr&vastava, 2002b).

A literatura sobre o uso das Hsps em ensaios fiie@$ no tratamento de
neoplasias é bastante vasta, envolvendo diferemésdologias, tais como: vacinas de
Hsps derivadas de tumor; complexos Hsp-peptideddspdproteina reconstituidas
vitro; proteinas de fusdo Hsp-antigeno; terapias celulanescinas de DNA (Binder,
2006). ATabela 1 sumariza ensaios pré-clinicos com utilizagéwitro e in vivo das
Hsps, com evidéncias de seu potencial tanto ndadaf quanto na terapia de tumares

Especificamente em relacdo a terapia génica cons,Hiferentes enfoques tém
contribuido para geracédo de forte resposta imumgdocpntra o tumor. Por exemplo,
Huang et al.(2004) demonstraram potente efeito antitumoraltgboo e terapéutico,
induzido por células tumorais B16 ligadas a supgéyanos e transfectadas com gene da

Hsp70 em camundongos C57BL/6. Outros autores odrserv que a inoculacéo
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intradérmica de DNA plasmidial com o gene da Hsp7Om gene com transcrito
citotébxico com acao especifica em melandcitos, a@enas promoveu destruicdo de
melandécitos normais como também induziu uma reapasttigeno-especifica
dependente de células T CD8 citotoxicas que emeaic completamente tumores
melanoma B16 estabelecidos (Daniels et al., 2004).

Hara et al. (2004) observaram que a introducdo eoegda Hsp65 deéu.
tuberculosisem células tumorais aumentava o efeito antitunaaakerapia com BCG e
recentemente, Ren et al. (2008) relataram que egdq] intratumoral de adenovirus
oncolitico expressanto Hsp70 prolongou a sobreegidacamundongos portadores de

melanoma B16 por meio do aumento da resposta imune.

Tabela 1.Formas de utilizacdo das Hsps na imunoterapia &@ntancer em ensaios
pré-clinicos

Forma de

Via de

Hsp utilizada Origem da Hsp e . R Ensaio Protecéo Referéncia
utilizacéo imunizacao
Lisado total
M. lepraee célula das células Reducéo do
transfectadas
Hsp65 CJCL proteina s.C Profilatico Mo (Botte,
(permanentement : - aumento de 2007)
recombinante .
transfectada) livre e em sobrevida
lipossomas
Vacina de SO © (Lanet al
AFP-Hsp70 M. tuberculosis i.m. Terapéutico crescimento o
DNA 2007)
tumoral
Calreticulina ou Proteina (Basu and
GP96 Célula MethA tumoral s.C. Profilatico  100% e 66%  Srivastava,
purificada 1999)
CDs .
carregadas Tran_sferenua
com adotiva de
CEAA-Hsp70I1 Humana Proteina de gzpenocnos Terapéutico 37,5% (nggst al,
fusé@o d .
purificada + camundongos
CD imatura imunizados
100% (P) e
CRT-E®6 e Sig-E6- Coelho Vacina de i d Eroﬂlatlco gh‘?}g‘;&ng do (Penget
LAMP-1 DNA " o . al., 2005)
Terapéutico metéstases
pulmonar (T)
Adenovirus Profilatico (Gomez-
CRT-E7 Coelho expressando i e 100% (P) e Gutierrez
proteina de P terapautico 100% (T) etal.,
fusdo P 2007)
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Diversas

Diversas
(Predominante
Hsp60 e Hsp90)

E7CTL-Hsp70

E7-Hsp70

GP96

GP96

GP96 e Hsp70

CRT-E7 + CRT-E6

GP96-IG

Célula B16

Células A20

M. tuberculosis

Camundongo

Célula UV6139SJ

Células de
hepatoma asciticc
Zajdela

Células B16

Coelho

Células tumorais

CDs
pulsionadas
com células
tumorais B16
apos choque
térmico +
Hipertermia
local causada
por
lipossomas
catibnicos
magnéticos
em por campo
magnético
Exossomos de
células

tumorais ap6s s.c.

choque
térmico
Virus adeno-
associado
codificando
proteina de
fusé@o Hsp-
peptideo

Vacina de
DNA

Proteina

tumoral S.C.

purificada

Proteina

tumoral S.C.

purificada

Proteina

tumoral s.C.

purificada

Vacina de
DNA

Células
tumorais E.G7
secretoras de
GP96-I1G

S.C.

Terapéutico

Profilatico
e
terapéutico

Terapéutico

Profilatico

Profilatico

Profilatico

Terapéutico

Terapéutico

Profilatico

60%

80% (P) e
40% (T)

Impediu o
crescimento
tumoral

60%

Reducéo do
volume
tumoral

Reducéo do
volume
tumoral

80% e
Diminuigc&o do
namero de
metastases
pulmonares
Diminuicéo do
ndmero de
nédulos
pulmonares

Os animais
imunizados
com GP96
foram 10
vezes mais
resistentes que
o controle

(Tanakaet
al., 2005)

(Chenet
al., 2006)

(Liu et al.,
2000)

(Li etal.,
2006)

(Janetzkiet
al., 1998)

(Srivastava
and Das,
1984)

(Tamuraet
al., 1997)

(Penget
al., 2006)

(Yamazaki
etal.,
1999)

25



Introducdao

GP96-VSV8CTL

GRP170

Hsp105

Hsp110 + GM-CSF

Hspl110 e GRP170

Hsp110-GP100

Hsp27, Hsp60,
Hsp70 e Hsp90

Hsp65

Hsp65

Hsp65

Hsp65

Células de figado
de camundongo

Camundongo

Camundongo

Camundongo

Célula de
carcinoma célon
26

Camundongo

Células tumorais
4T1

M. leprae

M. leprae

M. bovis

M. leprae

Complexo
Hsp-peptideo
reconstituido

Célula B16
secretora de
Hsp

CD pulsada
com Hsp
recombinante

Célula CT26
transfectada

Proteina
tumoral
purificada

Complexo
Hsp-proteina
reconstituido
artificialmente

CDs
carregadas
com Hsp +
Fracéo

citoplasmatica

deSalmonella
typhimurium

Vacina de
DNA
complexada
em lipideos
catidnicos

Célula J774
transfectada

Célula 3LL
transfectada

Célula B16
transfectada

S.C.

i.p.

S.C.

S.C.

S.C.

Profilatico

Profilatico

Profilatico

Profilatico

Profilatico
e
Terapéutico

Profilatico
e
Terapéutico

Profilatico
e
Terapéutico

Terapéutico

Profilatico

Profilatico

Profilatico

80%

20% (desafio
com5x 16
células) e

100 % (desafic

com1x16
células)
Desafio com
célula B16 —
62,5%
Desafio com
célula C26 —
80%

100%

Diminui¢c&o do

crescimento
tumoral (P) e
aumento de
sobrevida (T)

20% (P)
Retardo da
morte (T)

86% (P) e
diminuicdo no
ndimero de
metastases
pulmonar (T)

90%

camunodongos

CBA/J

35% em
camundongos
BALB/C

100%

Contengéo do
aumento da

massa tumoral

70%

(Blachere
etal.,
1997)

(Wanget
al., 2006b)

(Yokomine
etal.,
2006)

(Wanget
al., 2002)

(Wanget
al., 2001)

(Wanget
al., 2003)

(Shilling et
al., 2007)

(Lanutiet
al., 2000)

(Lukacset
al., 1993)

(Tanet al.,
2001)

(Wellset
al., 1997)
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Hsp65e7

Hsp65-MUC1CTL

Hsp65-X10-
bhCGCTP37

Hsp70

Hsp70

Hsp70

Hsp70

Hsp70

Hsp70

Hsp70

Hsp70

M. bovis

M. bovis

M. bovis

Células tumorais
B16

Figado de
camundongo

Derivada de CD
fusionada com
célula tumoral

Humana

Célula SCCVII
carcinoma

Hipertermia local
com lipossomas
catidnicos
magnéticos

Derivada de
célula A20

Derivada de
célula tumoral
P815

Proteina de
fusdo

Proteina de
fusao

Proteina de
fusao

Proteina
purificada de
tumor néo-
autélogo

Proteina
purificada

Proteina
purificada

Expressa em
adenovirus

Célula
tumoral
irradiada com
terapia foto-
dinamica

Inoculacdo de
CDs imaturas
no local da
hipertermia

CDs
carregadas
com HSP
derivada de
célula tumoral

CD
pulsionada
com Hsp
purificada

s.C. Terapéutico
Profilatico
s.C. e
Terapéutico
s.C. Profilatico
s.C. Terapéutico
s.C. Profilatico
s.C. Profilatico
i.t. Terapéutico
i.p. Terapéutico
i.t. Terapéutico
s.C. Terapéutico
s.C. Profilatico

82%

73%(P) e
75%(T)

Diminuigéo de
metéstases
pulmonares.

50%

63%

100%

100%

Reducéo do
volume
tumoral

60%

100%

Retardo no
crescimento

(Chuetal.,
2000)

(Li et al.,
2006a)

(Yankaiet
al., 2006)

(Caseyet
al., 2003)

(Ciupituet
al., 2002)

(Enomoto
etal.,
2006)

(Huanget
al., 2003)

(Korbelik
and Sun,
2006)

(Tanakaet
al., 2005)

(luchi et
al., 2006)

(Uedaet
al., 2004)
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Hsp70

Hsp70 e GP96

Hsp70 e Hsp90
induziveis

Hsp70 e HSV-TK

Hsp70 e SEA-TM

Hsp70 induzivel

Hsp70l1-OVACTL

Hsp70-OVA-BIP

Lisado celular rico
em chaperonas

MAGE-1-Hsp70

Camundongo

Células tumorais
B16

Lisado tumoral de
célula PANCO2
apos ser
submetida a
choque térmico

Humana

Camundongo

Célula CMT93 ou
célula K1735

Humana

Camundongo

Células 12B1

M. tuberculosis

MEGA/mE7/HSP7@ M. tuberculosis

Hipertermia
local causada
por
lipossomas
catibnicos
magnéticos
em por campo
magnético

CDs
carregadas
com lisado de
células B16

CDs
carregadas
com lisado
tumoral

Adenovirus
co-
expressando
Hsp70 e HSV-
TK

Expressas na
superficie de
células B16

Célula
CMT93 ou
célula K1735
apos choque
térmico + CD
(n&o
pulsionada)
Complexo
Hsp-peptideo
reconstituido
in vitro

Complexo
Hsp-peptideo
reconstitiido
in vitro

CDs
carregadas
com Lisado
celular rico
em
chaperonas

Vacina de

DNA

Proteina de
fusao

n

S.C.

it

S.C.

S.C.

S.C.

S.C..

.C.

Terapéutico

Profilatico
e
Terapéutico

Terapéutico

Terapéutico

Profilatico
e
Terapéutico

Profilatico

Profilatico

Profilatico
e
Terapéutico

Profilatico
e
Terapéutico

Terapéutico

Profilatico

Destruicéo de
células
tumorais e
resposta imune
contra o tumor

Retardo no
crescimento
tumoral

Retardo do
crescimento
tumoral

100%

80%(P e T)

Célula CMT93
100% e célula
K1735 20%

60%

40% (P) e
retardo no
crescimento
tumoral (T)

90%(P) e 75%
(T)

30%

25%

(Kawai et
al., 2005)

(Koteraet
al., 2001)

(Kim et al.,
2006)

(Renet al.,
2004)

(Huanget
al., 2005)

(Todryk et
al., 2004)

(Wanet
al., 2004)

(Moroi et
al., 2000)

(Zenget
al., 2003)

(Yeetal.,
2004)

(Luetal.,
2007)
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- Retarda o
Multiplas .
- crescimento
Chaperonas . . ] Profilatico
. Células tumorais Proteinas tumoral e (Graneret
derivadas de tumor . s.C.. e
12B1 purificadas ~ .. prolonga a al., 2003)
(Hsp70, Hsp9o, Terapéutico brevivenci
GPY6, CRT) sobrevivéncia
' PeT)
Mdltiplas
Chaperonas A : .
derivadas de tumor g\:gloulas tumorais PL?i&?éggzs S.C.. Profilatico  10-30% g(ﬁrazr(;%r(()a)t
(Hsp70, Hsp9o, P .
GP96, CRT)
vacina de Profiltico  100% (P) e
. DNA . . = (Hauseret
Sig-E7-Hsp70 Humana im..eid.. e Reducéo
contendo - al., 2004)
. . Terapéutico tumoral (T)
peptideo sinal
Células B16 Aumento de
com .
. sobrevida,
superantigeno - . ~
ancorado A Profilatico prohfgrgt_;ao (Huanget
Hsp70 e B16- SEA Humana s.C. e linfocitaria e
membrana e - ~ al., 2004)
Terapéutico supressao
transfectadas .
crescimento
com gene da tumoral
Hsp70
. Aumento de
Adenovirus .
. sobrevida e
oncolitico . N ~ (Renet al.,
Hsp70 Humana I.t. Terapéutico supresséo do
expressando . 2008)
cresciemtno
Hsp70
tumoral
Aumento da
Células . producéo de .
Hsp70 leucémicas A20 Pro_tgma s.C. Profilatico Ac e da G oOE!
purificada X - al., 2008)
de camundongo citotoxicidade
depende de Ac
Aumento da
Células de atividade .
. : : (Hashemi
fibrossarcoma . ~ .. Ccitotoxica
Hsp70 Lisado total S.C. Terapéutico " etal.,
WEHI expostas a especifica e
X : 2007)
hipertermia mudanca para
padrédo Thl
Aumento da
resposta T
CD8
i Vacina de . ~ .. especifica e (Zhang et
PSCA-Hsp70 Humana DNA i.m. Terapéutico inibicio do al., 2007)
crescimento de
tumores
PSCA
Vacina de
DNA Aumento de
codificando sobrevida com (Hara et
Hsp65 e BCG M. tuberculosis  Hsp65. i.p. Profilatico  participacao
. al., 2004)
BCG das células T
administrado CDh4
separadament
Proteina de
MAGE- . ~ . 500, (Geet al.,
1/Hsp70/MAGE-3 M. tuberculosis  fusdo em s.C. Profilatico  10-20% 2006)

nanoemulsao
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Rejeicao

parcial do

tumor ,

aumento de
Gene da Hsp70 d Vacina de id Terapéutico sobrevida e (Daniels et
camundongo DNA o resposta al., 2004)

autoimune

contra

melandcitos

normais

Hsp70-gene com
transcrito citotoxico
especifico

Versédo modificada da Tabela apresentada na dig8ertie Botte (2007).
i.m. — intramuscular; i.d.. —intradérmica; i.tintratumoral; i.p.. — intraperitoneal; s.c. — suidtiea; CTL
— linfécitos T citotoxicos; CDs — células dendwdisc

Além dos ensaios pré-clinicos, a promissora a¢c&oHigps tem levado a intensa
pesquisa clinica. Li et al. (2005) observaram quadmninistracdo de um complexo
formado por Hsp-peptideo tumoral autélogo combinadmimioteria induziu resposta
clinica em 7 dos 8 pacientes testados, correlagionam aumento da producéo de IFN-
y na corrente sanguinea, por células T especifibl& e

Atualmente, muitos ensaios clinicos utilizando Hspsombate ao cancer estdo em

andamento ou j& finalizado$dbela 2 (www.clinicaltrials.goy, embora apenas parte

dos resultados tenha sido publicada até o momento.
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Tabela 2.Ensaios clinicos que utilizam Hsps no tratamentoeatgplasias

Tratamento

Hsp70

Complexo derivado
do tumor gp96-
peptideo (HSPPC-9
ou Oncophage)

Complexo derivado
do tumor gp96-
peptideo (HSPPC-9i
ou Oncophage)

Complexo derivado
do tumor gp96-
peptideo associado
IFN-a e GM-CSF

Vacina de DNA:
pNGVL4a-
Sig/E7(detox)/Hsp7(

Complexo derivado
do tumor gp96-
peptideo (HSPPC-9
ou Oncophage)

Complexo derivado
do tumor gp96-
peptideo (HSPPC-9i
ou Oncophage)

Vacina de célula
tumoral autéloga e
Complexo Hsp-
peptideo 96
(HSPPC-96 ou
Oncophage)

Condicdo  Titulo oficial (em inglés)
A Feasibility and Toxicity
; Study of Vaccination With
Lne]ilgl:gir;éa HSP70 f(_)r the Treatment o
~ Chronic Myelogenous
cronica Leukemia in the Chronic
Phase
A Phase lll Study of Heat
Shock Protein-Peptide
Complex (HSPPC-96)
Versus Physician's Choice
el AT Including Interleukin-2

and/or
Dacarbazine/Temozolomide
Based Therapy and/or
Complete Tumor Resectior
in Stage IV Melanoma

Tumores de Phase I/l Trial of Heat
4 Shock Protein Peptide
cérebro e
sistema Complex-96 (HSPPC-96)
Vaccine for Patients With
nervoso Recurrent High Grade
central

Glioma
A phase Il trial of
vaccination with autologous
tumor-derived heat-shock
protein peptide complexes

Melanoma Gp96, in combination with
GM-CSF and interferon-
alpha in metastatic
melanoma patients
Cancer Vaccine Therapy in
cervical ou  Preventing Cervical Cance
Lesdo pré-  in Patients With Cervical
neoplasica Intraepithelial Neoplasia
Experience with heat shocl
Linfoma protein-peptide complex 9€
~ " vaccine therapy in patients
nao-Hodkin ik indolent non-Hodgkin
lymphoma.
A Phase | Pilot Trial of
Immunotherapy With
Autologous Tumor-Derived
Cancer gp96 Heat Shock Protein -
pancredatico Peptide Complex (HSPPC-
96) in Patients With
Resected Pancreatic
Adenocarcinoma
A Phase Il Trial of Active
Specific Immunotherapy in
Sarcoma Patignts With Recurrer)t So
Tissue Sarcoma Using
recorrente

Autologous Tumor-Derived
Heat Shock Protein-Peptids
Complex (HSPPC-96)

Ens® Status Referéncia
Fasel Completo n.p.
Em
Fase Il andamento n.p.
Fase | e Recrutando
. n.p.
Fase Il pacientes
Pilla et al.,
Fasell Completo 2006
Fasel e Em n
Fase Il andamento P
Oki et al.,
Fasell Completo 2007
Maki et al.,
Fasel Completo 2007
Fasell Completo n.p.
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Complexo derivado

An adjuvant autologous
therapeutic vaccine
(HSPPC-96; vitespen)

q versus observation alone fc q
o tumor gp96- Carcinoma patients at high risk of Wood et
peptideo (HSPPC-9  renal recurrence after Faselll  Completo  “550g
ou Oncophage) nephrectomy for renal cell
carcinoma: a multicentre,
open-label, randomised
phase Il trial.
Complexo derivado Vaccination of metastatic
do tumor gp96- Carcinoma renal cell carcinoma patient Jonash et
peptideo (HSPPC-9 renal with autologous tumour-  Fase Il Completo al. 2008
ou Oncophage)com metastatico  derived vitespen vaccine: "
ou sem rhiL-2 clinical findings
Carcinoma Pha_se | trial of DNA-Hsp65
Vacina DNA-Hsp65 epidermoide immunotherapy for Michaluart
advanced squamous cell  Fase | Completo
deM. leprae de cabeca € ., inoma of the head anc et al., 2008
pescoco

neck

n.p. — resultados néo publicados

Nesse contexto, nosso grupo também observou rdssltanportantes tanto nos
ensaios pré-clinicos quanto no ensaio clinico de faguando foi utilizada a terapia

génica com Hsp65 d&l. leprae no tratamento de tumores. Tais resultados serao
abordados no tépico subsequente.
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3.6. Desenvolvimento da Vacina DNA-Hsp65

No inicio da década de 90, Silva et al. (1992)ian&on os estudos utilizando a
Hsp65 deM. leprae como antigeno para o desenvolvimento de uma vaon&a
tuberculose. Estudos envolvendo a transferénciivadde macrofagos transfectados
com vetor retroviral expressando o antigeno Hsp&dyziu protecdo contra desafio
com cepa virulenta dé. tuberculosigMtb) H37Rv,em modelo experimental (Sihet
al., 1992). Posteriormente, foi demonstrado quenpideos contendo o gemsp65
também protegeram camundongos contra subseqUesaiodeom Mtb (Lowrieet al.,
1994). Quando administrada por via intramuscularcamundongos desafiados com
Mtb ou previamente infectados com os bacilos parandovenosa, a vacina DNA-
Hsp65 apresentou efeito profilatico e terapéutiespectivamente (Lowrie et al., 1997,
Lowrie et al., 1999; Bonato et al.,, 2004). Essesit@$ benéficos da vacina foram
associados a participacdo de células T CD4 e T @b@utoras de IFN-e produtos
citotéxicos, caracteristicos do perfil Thl de retp(Silva et al., 1996; Bonato et al.,
1998; Lowrie and Silva, 2000). Hoje, o Nucleo dedresa em Tuberculose (NPT) vem
se preocupando cada vez mais com a otimizacao dasise, tanto na reducao da dose
(Lima et al., 2003); sistemas carreadores, modota de administracdo (Goncalves,
2006; Rosada et al., 2008; Souza et al., 2008 prenesso de publicagdo); bem como
na sua biodistribuicdo (Coelho-Castetal., 2006) e seguranca (Lima, 2006).

Dentre as estratégias de otimizacdo da vacina DNp6B empregadas pelo grupo,
uma das abordagens mais efetivas na profilaxiautarc¢ulose foi a utilizacdo da
mesma carreada por lipossomas catidnicos obtidts mpeétodo da desidratacéo-
reidratacdo (DRV). De fato, com uma quantidade &&es menor de DNA, essa
formulacdo quando administrada por via intranagaionstrou eficiéncia em primar a
resposta imunologica num padrdo Thl protetor, seedmente a diminuicdo
significativa do nimero de unidades formadorasadigniano pulmédo e manutencédo da
arquitetura pulmonar dos animais vacinados (Rostdh, 2008).

Basicamente, os lipossomas ou vesiculas de foifmf sdo agregados de
fosfolipidios em estruturas de bicamada, contendo wolume aquoso central
circundado por uma ou varias lamelas concéntrfcasando particulas unilamelares
ou multilamelares. Durante sua formacédo, os lippssoencapsulam parte do meio

aguoso em que se encontram dispersos e a bicamzajzaz de acomodar moléculas
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hidrofobicas e hidrofilicas, comportando-se comaumembrana semipermeavel com
relacdo ao material encapsulado no volume aquosovesiculas (Winterhalter and
Lasic, 1993; Crommelin and Schereier, 1994). Quaitioparados aos outros sistemas
carreadores, os lipossomas, além de protegeremoamlBculas da degradacao por
nucleases e proteases, sustentam uma liberac&oladatdo material encapsulado, sao
biodegradaveis, atoxicos, ndo imunogénicos, possuepriedades adjuvantes e sao
capazes de interagir com as células, pela simildedde composicdo das suas
membranas (Gregoriadis, 1995; Goyal et al, 2005).

O potencial uso da Hsp65 contra neoplasias foirghde durante os passos iniciais
de pesquisa e desenvolvimento de nossa vacinae Nesgexto, Silva et al. (1993)
notaram que macrofagos tumorais da linhagem J73ddsfectados com o vetor
retroviral pZIPNeoSV(X) carreando o gene da Hsp&Mdleprag quando injetados na
cavidade peritoneal de camundongos, perdiam a ickoc de desenvolvimento de
tumor enquanto os animais injetados com a linhagarantal ou transfectada apenas
com o vetor desenvolviam massas tumorais volumesagressivas. Posteriormente,
Lukacs et al. (1993) obtiveram resultados interggsautilizando camundongos Balb/c
imunizados com 4 doses de células CICL (célulaé gémmanentemente transfectadas
com o genehsp6y. Os autores observaram que animais imunizados amelulas
transfectadas e posteriormente desafiados com lagem parental (J774) néo
apresentavam quaisquer evidéncias de tumor.

Igualmente, nosso grupo observou que camundongosizados com células
tumorais J774, Wehil64 ou Pu518 expressando Hsep®8. depraee posteriormente
desafiados com a linhagem parental, tiveram regoetsmoral significativa. Ainda,
observou-se que tanto as populacdes de células8TcGmo as de T CD4, recuperadas
dos animais portadores de tumor previamente vagsddram altamente citotdxicas as
células de mesma linhagem nao transfectadas, mibcaum aumento no
reconhecimento de antigenos tumorais apos a trénsfa do genésp65(Silva et al.,
em preparacao).

Numa outra abordagem para avaliacado do efeitouamital da Hsp65, utilizando a
proteina recombinante Hsp65 (rHsp65), nosso griysergou que animais imunizados
com lisado das células CJCL e desafiados com adarh parental, inoculados ou nao
com rHsp65, apresentaram sobrevida semelhante.et&mim, num protocolo

semelhante, quando a rHsp65 foi encapsulada essbpuas para protegé-la da acao de
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proteases, 0s animais injetados com rHsp65 tivenammento de sobrevida e retardo no
crescimento tumoral (Botte, 2007).

Esses resultados levaram nosso grupo a propor tudoeslinico de fase | em
pacientes terminais com carcinoma epiderméide Hegeae pescoco (sobrevida media
de 6 meses), com o intuito de avaliar a segurangase maxima tolerada e a eficacia
preliminar da imunoterapia com DNA-Hsp65 nesse tigoneoplasia. A vacina foi
administrada em 21 pacientes com tumor operawed@nmente. Cada paciente recebeu 3
injecdes intratumorais, guiadas por ultra-som,duses de 150, 600 ou 400ug de DNA-
Hsp65, com 21 dias de intervalo entre cada inoéola@bservou-se que a dose maxima
tolerada foi de 400pug e que a imunoterapia foi ketarada. Nenhum paciente
apresentou alteracdes com indicios de rea¢fesrautees. Do mesmo modo, notou-se
que quatro dos 14 pacientes que completaram omigata apresentaram resposta
parcial, dois dos quais estdo vivos ap0s mais @&e dnos da finalizacdo do ensaio
(Michaluart et al., 2008).

A idéia da terapia intratumoral foi baseada napqedades das Hsps, uma vez que
sua introducéo diretamente no sitio tumoral podexiar a complexagdo com antigenos
do tumor, favorecendo a apresentacdo de diferapi#spos das células neoplasicas
tanto aos linfécitos T CD4 quanto CD8. Além digselas caracteristicas adjuvantes do
DNA plasmideal e das préprias Hsps, poderia havea estimulacdo da resposta
imunologica inata no local, favorecendo a produd&ocitocinas e maturacdo das
células dendriticas num contexto nao tolerogénico.

Assim, com base no que foi exposto anteriormergm elecorréncia dos resultados
obtidos até o momento, nos propusemos investigdomea mais detalhada, o papel
desempenhado pela vacina DNA-Hsp65 no combate arésmem modelo de
melanoma B16F10, elucidando possiveis formas dacatuno tratamento do cancer.
Duas abordagens principais do uso do DNA-Hsp65 nforavaliadas, a terapia
administrada por via intratumoral e a inoculacdocédkilas B16F10 transfectadas
vitro com a vacina DNA-Hsp65. Além disso, avaliamos tamb& utilizacdo do
tratamento intratumoral da vacina DNA-Hsp65 caraeath lipossomas DRV, numa

tentativa de melhorar a resposta imunoldgica.
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4. Objetivos

Baseados nas propriedades das Hsps em formar carsmem antigenos tumorais,
a hipétese do presente trabalho € de que a inioduta vacina DNA-Hsp65
diretamente no sitio tumoral poderia levar a cowggédo com antigenos do tumor e
favorer a apresentacéo de diferentes epitoposétldas neoplasicas tanto aos linfocitos
T CD4 quanto CD8. Além disso, devido as caraciedst adjuvantes do DNA
plasmideal e das proprias Hsps, poderia haver @lstiidio da resposta imunolégica
inata no local, favorecendo a producao de citootnamaturacdo das células dendriticas
num contexto nao tolerogénico.

Sendo assim, o objetivo do presente trabalho faliava atividade antitumoral da
vacina DNA-Hsp65 no combate a tumores, em modeloelanoma B16F10, por meio
de duas abordagens principais do uso dessa véeiapia administrada por via
intratumoral e a inoculag&o de células B16F10 temtessdasn vitro com a vacina
DNA-Hsp65. Paralelamente, investigar a utilizac@drdtamento intratumoral da

vacina DNA-Hsp65 carreada em lipossomas DRV.
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5. Materiais e Métodos

5.1. Animais e linhagem B16F10 de melanoma

Camundongos da linhagem C57BL/6, entre 5-8 semanagnientes do Biotério de
Animais Isogénicos da Faculdade de Medicina de iRibePreto, USP (FMRP-USP)
foram utilizados nos experimentos.

A linhagem de células tumorais utilizada nos esufin a B16F10, gentilmente
cedida pelo Dr. Marcello Barcinski do Instituto Maal do Céancer (INCA), Rio de
Janeiro. A cultura dessas células foi realizadaneio RPMI-1640 (Sigma, St Louis,
USA) suplementado com 10% de soro bovino fetal, 2deML.-glutamina (Sigma), 1 mM
piruvato de sédio (Sigma) e 20mg/ml de gentami¢@®iédco-Invitrogen) e mantidas em
estufa a 37C com densidade de 5% de £@p0s atingir a densidade celular desejada, as
suspensodes celulares foram descoladas das gateafatura com 0,02% EDTA em PBS
e as células foram contadas para determinacacataidade, ressuspendidas em solucéo

salina estéril e livre de endotoxinas.

5.2. Padronizacdo do modelo experimental: Concepéra de células B16F10 e

avaliacdo de metastases espontaneas

Camundongos C57BL/6 (n = 27) foram inoculados par subcutanea (s.c.) no
flanco com 5 x 1%) 1C, ou 5 x 18 células B16F10. Trés camundongos por grupo foram
mortos por deslocamento cervical nos dias 10, 26 gara avaliagdo da massa tumoral
(g9) e determinacgdo da dose de células mais adeqoauasso protocolo.

Para analise histologica da ocorréncia de met&ses@ontaneas, foram retirados
um fragmento do tumor e um fragmento de pulmacagéw, rins e quando possivel,
linfonodo inguinal (drenante do tumor). Os materigbtidos na necropsia nos dias 10,
15 e 20 foram colocados em frascos contendo fammatamponada a 10%.
Posteriormente, os fragmentos foram lavados pbiof@s em agua, colocados em cassetes
plasticos e mantidos em alcool 70% até o momenteecrte e inclusdo em parafina. O
processamento histolégico seguiu 0 método convealc® os cortes foram corados com
hematoxilina e eosina (HE). Foram feitos 5 coree§un de cada 6rgéo e 2 cortes de cada

tumor emblocado. A avaliagdo da ocorréncia espeat@ie metastases foi realizada em
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microscopio optico nos aumentos de 100, 200 e petx Prof. Dr. Sergio Britto Garcia
do Departamento de Patologia da FMRP-USP.

5.3 Formulagdes Vacinais

5.3.1. Purificacdo dos plasmideos

Para realizacdo desse protocolo, uma colbnia dérssE. coli transformada com
o plasmideo pVAX (Vetor) (Invitrogen) ou o plasnadeecombinante pVAX-Hsp65
(DNA-Hsp65) foi cultivada em placa contendo meio BBar (Sigma, Germany) e
canamicina (50mg/ml), inoculada em 10ml de LB BROBASE (Gibco BRL,
Scotland) com canamicina (@@ml) e cultivada durante 8 horas a 37°C sob &itae
250rpm (Incubador shaker series 25, New Brunsviickson, EUA). A cultura inicial
foi diluida 1/500 em 2,5I de LB contendo canamidid@ug/ml) e novamente incubada
a 37°C sob agitacdo de 250rpm durante 16 horas.

Apos o crescimento, a massa de bactérias foi setta por centrifugacéo a 4000g
por 10 minutos a 4°C. Os plasmideos pVAX e pVAX#&sdoram purificados por
cromatografia de troca iénica conforme as instragii Endofree Plasmid Giga Kit
(QIAGEN Inc., Valencia, EUA). O DNA obtido foi quaificado no Gene Quant
(Pharmacia Biotech) e, em seguida, as amostras A f@ram digeridas para
caracterizagdo e analise da integridade do DNA endeg agarose 1%. A concentracao
de endotoxinas na amostra de DNA foi determinada peste de LAL (Limulus

Amebocyte Lysate).

5.3.2. Obtencéo de Lipossomas pelo método da desithcao-rehidratacdo (DRVS )

5.3.2.1. Lipossomas Extrudados: LES

Os lipossomas extrudados foram preparados pelodmél® Bangham (Bangham et
al., 1965; New, 1990). Solucdes estoque para cadadas lipidios foram preparadas em
cloroformio e armazenadas a 220 As solugdes lipidicas foram adicionadas na
proporcao molar percentual DOTAP/DOPE/EPC (25/26¢50 baldo de fundo redondo
e homogeneizadas durante 5 minutos em evaporaidno (ART LAB), em seguida
a evaporacao do solvente foi realizada sob vadatve de 650mmHg até a formacao

do filme seco. A seguir, o filme foi hidratado c@gua de padrédo para injecdo. Estas
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estruturas lipossomais foram, posteriormente, dattas 5 vezes em extrusora de aco
inox, com volume de 10ml e camisa térmica paracleicdo de agua, modelo T.001 da
Lipex Biomembranes Inc., sob pressdo aproximadbégf/cnt, utilizando membrana

de policarbonato com diametro nominal de porosQfad.

5.3.2.2. Lipossomas obtidos pelo método DRV

Os liposomas DRV foram preparados por meio do neétdd desidratacdo-
reidratacdo (Kirby and Gregoriadis, 1984). O métadmsiste em trés etapas: (i)
preparacao prévia de lipossomas catibnicos extngjatescrito no item 5.3.3.1.; (ii)
desidratacdo através de liofilizacdo (com congefanelas amostras em nitrogénio
liquido e liofilizacdo durante 24 horas); (iii) rdratacdo das particulas liofilizadas em
temperatura superior a de transicdo de fases @idios. Neste caso, utilizou-se
temperatura de’€ e agitacdo em vortice.

5.3.2.3. DNA associado a superficie externa de Iggmmas extrudados

A associacao/complexacdo do DNA a superficie eatdos lipossomas DRVs foi
realizada por meio da incubacdo em temperaturaal@intre 0 e I’Z), obtida com
banho de gelo. Basicamente, a solucao de plasrfddadicionada em solucdo de DRV
obtido conforme descrito no item 5.3.2.2. e agitadia vortice durante 40 segundos.
As estruturas coloidais geradas foram denominad®é-pvVAX-Hsp65 (grupo DRV-
DNAHsp65). O diametro hidrodinamico e distribuiclle tamanhos das estruturas
coloidais foram determinados por espalhamento dadtravés de espectroscopia de
correlacdo de fétons (PCS) utilizando laser de @dténcia, em equipamento Malvern
Autosizer 4700.

A formulacdo dos lipossomas, a encapsulacdo dasnpdaos, a caracterizacéo
fisico-quimica e o aprimoramento dessas constru¢oesm realizados pela Dra.
Lucimara Gaziola de la Torre, sob supervisdo ddaPidra. Maria Helena Andrade
Santana do Departamento de Processos Biotecnadddecd-aculdade de Engenharia
Quimica da UNICAMP. A determinacéo das dimensd@saterizacado por microscopia
eletrbnica e determinacdo da citotoxicidade dasutesas DRV foi realizada

previamente (Rosada et al., 2008).
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5.4. Transfecg¢éo in vitraas células B16F10

5.4.1. Marcagao do DNA plasmideal
O DNA plasmideal (pVAX-Hsp65 ou pVAX) foi marcadora fluorocromo Alexa

488 (verde) ou Alexa 594 (vermelho), utilizandoessistema ULYSI® (Molecular
Probes, Eugene, EUA), com algumas modificacfese Bistema de marcacéo utiliza
um método quimico denominado de Universal Linkagse®i™ (ULS) que permite a
ligacdo estavel do fluorocromo na porcéde d& base guanina. Para realizacdo da
marcacao, todo o procedimento foi realizado em eméiestéril sob protecdo da luz.
Em um tubo de ultracentrifugacéo de 0,2ml foranefaigos ful de DNA plasmideal na
concentracdo de u@/ul e 19l do tampao de marcacdo. Em seguida, o DNA foi
desnaturado a 96 por 5 minutos no termociclador (MJ Research — R0Q). ApGs
esse periodo, o tubo foi colocado em gelo e fotiadado Ll do reagente ULS
(contendo o fluorocromo) e 3ibdo tampédo de marcacdo. A reacdo foi incubada a
80°C por 15 minutos. DNA foi precipitado pela adicé® HOQul de isopropanol a
amostra, sendo mantido por toda a noite 8G20

Apdés esse periodo, o tubo com a amostra foi caegaidfo a 12.000g durante 15
minutos a 4C, o sobrenadante foi descartado e o sedimentasssdido em agua
estéril livre de DNAse (QIAGEN). O DNA marcado faimazenado a -2Q até o

momento de uso.

5.4.2. Padronizagéo da eletroporagéo das células@10

A técnica de eletroporacao foi utilizada por faailia entrada do DNA plasmideal
(vacina DNA-Hsp65) devido a abertura de poros nambmana das células.
Primeiramente, as células B16F10 mantidas em eutawam removidas da garrafa e a
viabilidade foi avaliada em camara de Neubauer eaul de Trypan a 0,2%. A
suspenséao celular foi centrifugada a 1.500g pomitutos e ressuspendida em meio
Opti-MEN 1 (Gibco-Invitrogen) na concentracdo dex510° células/ml, sendo
distribuidos 200l dessa suspensdo de células em cubetas de etagaépale 4mm
Em seguida, foram adicionados pt0 de DNA-Hsp65 marcado com Alexa 488

(marcacao descrita item 5.4.1.) a 2 cubetas distiatforam testados 2 protocolos de
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eletroporacdo (Gene Pulser Xcell Electroporatiost&y — BIO RAD). Para cada
protocolo, foi utilizado como controle da eletroggio uma cubeta apenas com células,

denominado Mock.

Protocolo 1:

Foi utilizada uma modificacdo dos parametros ddrageracdo descritos por
Cemazar et al., (1998) no qual ha utilizacado delagIB16F1. Resumidamente, foram
dados 2 fusos de 600V com intervalos de 5 seguedb®e cada fuso e pulsos no

sistema “square wave”.

Protocolo 2:
Foram utilizados parametros de eletroporacao pedelecidos para células Hela.
Foram dados pulsos com %0 resisténcia@) « e 160V no sistema “exponential

decay”.

Os passos seguintes foram comuns aos 2 protocolos:

Assim, apos terminada a eletroporacdo, a viabiiddals células foi avaliada em
camara de Neubauer com 0,2% de azul de Trypan. dguida, a porcentagem de
células transfectadas foi avaliada por FACS. Pardof as células B16F10 foram
centrifugadas a 1500g por 10 minutos, ressupendida200ul de Formol a 1% em
PBS e analisadas quanto a marcacdo com Alexa 4@& andica a entrada do DNA-

Alexa 488 nas mesmas.

5.4.3. Avaliacdo da proliferacao celular de B16F18pds eletroporacdo

Células B16F10 foram colocadas em cubetas estgraia eletroporacdo e
eletroporadas segundo o Protocolo 2 (descrito §eh®.). Em seguida, a suspenséao de
células foi transferida para um tubo estéril de [18m tipo Falcon, centrifugadas a
1500g por 10 minutos e ressuspendidas em meio Ri®Wpleto. As células foram
transferidas, em triplicata, para placa de cultlga96 pocos (Corning NY, USA) na
concentracéo de 1@élulas/poco em 100u! de meio RPMI completo. Asllaélforam

divididas da seguinte forma:
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Células Mock — células eletroporadas sem adicdoNte

Células + Vetor — células eletroporadas em presgad®p g do vetor (pVAX)

Células + DNA-Hsp65 — células eletroporadas emengs de 10ug da vacina
(PVAX-Hsp65)

Células B16 selvagens - células néao eletroporantesrole positivo)

Devido & répida proliferacdo da linhagem B16F1@di&do de 0,5uCi deH] —
timidina/poco foi feita assim que as células foglagqueadas e a a cultura foi mantida
em estufa com 5% GOa 37C por 30h. ApOs esse periodo, as culturas foram
recuperadas por meio de um coletor de célulasg¢hdtem papel de fibra de vidro e
colocados em frascos contendo liquido de cintild€guiPhase ‘HiSafe’ 3- Perkin). A

incorporacdo da’H] — timidina foi determinada em contador de cat#iop.

5.5. Delineamentos experimentais

Os delineamentos dos grupos experimentais encossieaabaixo e as figuras

esquematicas estdo apresentadas nos resultados.

5.5.1. Delineamento Experimental I: Tratamentos powia intratumoral

Camundongos C57BL/6 fémeas foram aleatoriamenteibdilos em grupos os
quais foram inoculados s.c. no flanco com 5 % c#ulas de linhagem de melanoma
B16F10, singeneica para os mesmos. Dez dias apg@antacédo do tumor [volume do
tumor (diametro maiérx diametro perpendicular) = ~ 8rino tratamento por via
intratumoral com diferentes formulacdes foi ini@a&oram realizados 3 delineamentos

experimentais.

5.5.1.1. Estudo de sobrevida e da resposta imunelurida pela Vacina DNA-Hsp65

Os animais receberam 1, 2 ou 3 inje¢cOes intratusdea 10@ de solucéo salina,
do Vetor (pVAX) ou da Vacina DNA-Hsp65 (pVAX-Hsp63)a concentracdo de

1lug/ul, com 4 dias de intervalo entre cada inoculagéo.
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Os grupos experimentais (n = 5 - 6) foram 0s segsin

Grupo Salina: Animais tratados com 1 inoculagéo de [1i0fe salina

Grupo Vetor: Animais tratados com 1 inoculacdo de [10@e vetor pVAX
(1pg/u)

Grupo DNA-Hsp65: Animais tratados com 1 inoculagcéo de di0fle pVAX-Hsp65

(1pg/u)

Grupo Salina (2x) Animais tratados com 2 inoculagbes ded@® salina
Grupo Vetor (2x): Animais tratados com 2 inoculacdes de [l0fe vetor pVAX

(1pg/u)
Grupo DNA-Hsp65 (2x} Animais tratados com 2 inoculagcdes de e pVAX-

Hsp65 (g/ul)

Grupo Salina (3x) Animais tratados com 3 inoculagdes ded@® salina
Grupo Vetor (3x): Animais tratados com 3 inoculacdes de [l0fe vetor pVAX

(1pg/u)
Grupo DNA-Hsp65 (3x} Animais tratados com 3 inoculagcdes de e pVAX-

Hsp65 (Jug/ul)

Os animais foram acompanhados até sua morte paliagio da sobrevida.

Posteriormente, por ter sido o protocolo vacinalsmaeressante, a resposta imune
induzida pela Vacina DNA-Hsp65 em dose Unica fa@iliada. Desse modo, os animais
(n =6 - 7 por grupo) foram tratados com 1 dosd @@ (1pg/ul) da Vacina DNA-
Hsp65 (pVAX-Hsp65), Vetor (pVAX) ou Salina e aodinde 18 dias todos os animais
foram mortos para obtengcdo de células do lavadibopeal, remocdo do baco e do
tumor.

As células do lavado peritoneal e o baco foram vétos de forma estéril para
realizacdo de co-cultura e posterior teste de mitodade. O tumor foi removido,
pesado e, quando possivel, dividido em 3 fragmep@ms analise histologica e

imunoistoquimica, avaliagdo das células imunedtrafites por citometria de fluxo e
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obtencdo do RNA mensageiro (RNAm) total para agabada expressao génica de T-
bet, GATA-3 e IL-17 por RT-PCR em tempo real.

5.5.1.2. Estudo de sobrevida e da resposta imunairzida pela vacina DNA-Hsp65

adsorvida a lipossomas DRV

Os animais receberam por via intratumoral uma Udmse de 10@ da Vacina
DNA-Hsp65 (pVAX-Hsp65) ou de lipossomas DRV adsdod com pVAX-Hsp65
(DRV-pVAX-Hsp65) na concentracao dediul e 0,5ug/ul respectivamente ou Salina
como controle.

Os grupos experimentais (n = 12) foram os seguintes

Grupo Salina: Animais tratados com 1Q0salina;

Grupo DNA-Hsp65: Animais tratados com 1Q0de pVAX-Hsp65 (jug/ul)

Grupo DRV-DNAHsp65: Animais tratados com 100 de lipossomas DRV
contendo pVAX-Hsp65 (Opfg/ul) associado a sua superficie (DRV-pVAX-Hsp65)

Seis animais de cada grupo foram mortos ao fin@d2ldias, permitindo assim um
maior tempo para liberacdo da vacina pela formolag&ram obtidas as células do
lavado peritoneal e foram removidos baco e tumerc@ulas do lavado peritoneal e o
baco foram removidos de forma estéril para rediaale co-cultura e posterior teste de
citotoxicidade. O tumor foi removido, pesado e didd em 2 fragmentos para analise
histoldgica e avaliagdo das células imunes infitea por citometria de fluxo.

Paralelamente, 6 animais de cada grupo foram acumagdas até sua morte para

analise da taxa de sobrevivéncia.

5.5.2. Delineamento Experimental II: Estudo de solmvida e da resposta imune
induzida pelas células B16F10 previamente transfeadas com DNA-Hsp65

Camundongos C57BL/6 foram aleatoriamente distrilgiidm 3 grupos os quais
foram inoculados s.c. no flanco com 5 x* k#lulas B16F10 viaveis previamente
eletroporadas na presenca ou nao qegif:x DNA plamideal (Vetor ou Vacina DNA-
Hsp65).
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Os grupos experimentais (n = 6 — 7) foram 0s ségslin

Grupo B16-Mock: Animais que receberam células eletroporadas aasfectadas

Grupo B16-Vetor: Animais que receberam células transfectadas cowetor
pVAX

Grupo B16-DNAHsp65: Animais que receberam células transfectadas com a
vacina DNA-Hsp65 (pVAX-Hsp65)

Ao final de 18 dias de experimento, os grupos foraprtos para obtencédo de
células do lavado peritoneal, remocado do baco d@udwr. As células do lavado
peritoneal e o baco foram removidos de forma égtéra realizacdo de co-cultura e
posterior teste de citotoxicidade. O tumor foi remdo, pesado e, quando possivel,
dividido em 3 fragmentos para analise histoloégidanenoistoquimica, avaliacdo das
células imunes infiltrantes por citometria de flugoobtencdo do RNAm total para
avaliacao da expresséo génica de T-bet, GATA-3E/lpor RT-PCR em empo real.

Para o estudo de sobrevida, os animais foram acdmagdas até sua morte.

Nos estudos de sobrevida, por questbes éticas, asrais que se apresentavam
caquéticos ou com dificuldade de locomocéao foram @#icados por deslocamento

cervical e a data do sacrificio foi utilizada comdlia da morte na analise.

5.6. Avaliacéo da expressao génica no tumor

5.6.1. Obtencdo do RNA total do tumor

O fragmento de tumor destinado a deteccdo do RNama Hsp65 foi colocado em
criotubos novos com 1ml de Trizol (Invitrogen, USMs tubos foram deixados no gelo
e o tumor foi homogeneizado. O tumor homogeneiZadcongelado a - AT até o
momento da manipulacéo.

Logo apds descongeladas, as amostras foram trhglasfepara um tubo de
ultracentrifugacdo de 1,5 ml livre de RNAse. Emuseg as amostras foram incubadas
por 5 minutos a temperatura ambiente para complissociacdo dos complexos de
nucleoproteinas e 2D de cloroférmio foram adicionados. O material fogitado

vigorosamente por 15 segundos e mantido por 3 pBnat temperatura ambiente.
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Posteriormente, as amostras foram centrifugadda@0dg por 15 minutos &@ e a
fase aquosa foi cuidadosamente retirada e tradafgrara um novo tubo. O RNA,
presente na fase aquosa, foi precipitado conul5@@ isopropanol por no minimo 16
horas a -28C. Ap0s a precipitacdo, as amostras foram cengifag a 12.000g por 15
minutos a 4C e o precipitado foi ressuspendido em |[B08e etanol 75% em agua
Milli-Q com 0,1% de dietilpirocarbonato (Sigma) (&gDEPC 0,1%). Em seguida, a
amostra foi novamente centrifugada a 7500g por rfutos a 4C, ressuspendida em
20ul de agua livre de RNAses (GIBCO) e estocado aG.7@ RNA total de cada
amostra foi quantificado por espectrofotometria @ri2n utilizando o aparelho
GeneQuant Hy (Amershan, BioSciences, Upsala, Suécia).

Para avaliar a integridade dos RNAs, foi feita wteroforese em gel de agarose
1,5% com tampéao de Tris-base, acido acético e ERdMApao TAE) 50x diluido para
1x em agua DEPC. Previamente, a cuba, o suporte“penmtes” foram tratados com
NaOH 1M durante 30 minutos, e em seguida os mateidaam lavados com agua
DEPC 0,1%. A corrida eletroforética foi realizadeb@V por cerca de 2 horas e a
visualizacdo das bandas foi feita em luz ultrat@leo aparelho Image Master VDS

(Pharmacia Biotech).

5.6.2. Confeccdo do DNA complementar (CDNA)

O RNA total foi tratado com a enzima DNase | anqdifion grade (Invitrogen)
para completa degradacdo de DNA, eliminando asgiwsaibilidade de contaminacao
com o DNA gendmico ou plasmideal. A digestéo falimda segundo as instru¢des do
fabricante. Os RNAs foram diluidos em agua DEPQ@®¢la concentracao final foi
acertada para 1lpg/ul. Para cada 1pg de RNA foraooaddos 1ul de tampéo de
reacdo DNAse | 10x, 1ul DNAse | Amp Grade (1U/puampletados para 10ul com
agua DEPC (concentracdo final DNAse de 0,1 U/ulyxeAcao foi mantida por 15
minutos a 25°C e inativada com a adicdo de 1ul DEA25mM seguido de 15
minutos de incubacgao a 65°C.

O cDNA foi sintetizado a partir 1 pul de amostradiyl) com primer oligo (dT)12-
18 (Invitrogen) com 1ul da enzima transcriptaseersw Superscript Il (Invitrogen) em
10l de solugcéao de volume final contendo tampacemema 5x (2,5ul), DTT 1M
(2,5ul), MgCh (0,5ul) e 1ul da mistura de desoxinucleotideosésoos (adenina,
guanina, citosina e timidina) (concentracao finalld10 para cada desoxinucleotideo
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diluidos em agua de PCR). O produto final da re&giégosado por espectrofotometria
nos comprimentos de onda de 260 a 280nm utilizaedo-aparelho GeneQuaniul

(Amershan, BioSciences, Suécia).

5.6.3. “Real-time PCR”

Para cada reacdo foram utilizados 200ng ou lpgDOiMAcde acordo com a
necessidade, Quj/ul de cadaprimer (sense e anti-sense) e 12,5 pl de Platfhum
SYBR® Green qPCR SuperMix-UDG (Invitrogen) em um voluiinal de reacéo de 25
ul. A temperatura de anelamento utilizada foi deC58® os genes amplificados e o0s

primersutilizados estao descritos mabela 3

Tabela 3.Primersutilizados naseacbes de PCR em tempo real

Primer Sequéncia
B-actina sense AGC TGC GTTTTACACCCTTT
B-actina anti-sense AAG CCATGC CAATGT TGT CT
GATA-3 sense AGG AGT CTC CAA GTG TGC GAA
GATA-3 anti-sense TTG GAA TGC AGA CAC CACCT
T-bet sense CCC CTG TCC AGT CAG TAACTT
T-bet anti-sense CTTCTCTGT TTG GCT GGC T
IL-17 sense TGC CCT CCA CAATGA AAA GA
IL-17 anti-sense AAC ACG AAG CAG TTT GGG AC

As reacdes foram feitas no aparelho Rotor-geneb@bLtife Science, Mortlake,
NSW, Australia) e a expressao relativa de cada geseamostras foi calculada. O
calculo foi feito como descrito por Zhu et al. (3D@mais detalhes — ver Anexo 1).
Resumidamente, os dados foram inseridos na eq@a@iwexo 1)px = (1+Ep) [*“5"®
- (REIR) (ACt BAY] - essencialmente equivalente a: [expressdo géeiativa dos Grupos
Vetor ou DNA-Hsp65; B16-Vetor ou B16-DNAHsp65, n@imados peld — actina] /
[expressdo génica relativa dos Grupos Salina ou-NBd€k, respectivamente,

normalizados pelp—actina]
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5.7. Avaliacéo da expressao da Hsp65 recombinarts65) no tumor

5.7.1. Obtencéo da rHsp65

O gene da Hsp65 dd. lepraefoi clonado no vetor pET28 (Novagen) e a proteina
expressa enk. coli (cepa ER2566). A cepa congelada contendo a coéstrde
interesse foi plaqueada em meio LB agar contendarsicina (30pug/ml) e incubada a
37°C durante a noite. No dia seguinte, uma col@tkada foi semeada em 10ml de
meio LB contendo canamicina (30ug/ml) durante @aenai37°C e 250rpm. Na manha
do dia seguinte, este 10 ml do indculo inicial fordiluidos em 1:5 (volume final de
50ml) em meio LB contendo canamicina (30pg/ml)aibado a 37° C e 250rpm por 6
horas.

Apos este tempo, o indculo foi dividido em duadgesae cada uma delas foi diluida
50x em meio LB contendo canamicina (30ug/ml) e acla por 3 horas a 37°C e
250rpm, perfazendo um volume final total de 2,5inducédo da expressao da proteina
foi realizada quando a densidade Optica (DO) emm®0@tingiu o valor de 0,6 pela
adicdo de IPTG para uma concentracéo final de 0,3fbultura foi incubada a 30° C
e 250rpm durante a noite. No dia seguinte, asaforam coletadas por centrifugacéo
a 4000g por 15 minutos e ressuspendidas em tamgfieHPO, a 0,02M, NaCl a
0,15M e imidazol a 50mM pH7,2) na proporcédo de 2parh cada 10g de sedimento
(40% massal/volume). As células foram rompidas pwa-som em 5 pulsos de 30
segundos (60Hz). A suspensédo foi centrifugada a0@POpor 15 minutos e o
sobrenadante foi descartado. O sedimento foi rpesdglo em tampédo 1 contendo
uréia a 2M e 1% de Tween 20 na proporcdo 10% nevsespensdo resultante foi
homogeneizada a temperatura ambiente por 10 minliege procedimento foi
realizado uma segunda vez, porém com o tampdo seeenl 20. A suspensao
resultante desta segunda homogeneizacao foi egyadé a 20.000g por 15 minutos, o
sedimento ressuspendido em tampao U1l (Uréia a B3RO, a 0,02M, NaCl a 0,15M
e imidazol a 50mM, pH7,2) 10% m/v. A suspensaonfantida por agitacdo suave a
temperatura ambiente por 1 hora e centrifugada @@P por 20 minutos. O
sobrenadante foi recolhido e filtrado em membrgA&.on.

Apos determinacdo da quantidade de proteinas dat@xtacteriano pelo método de
Coomassie Reagent Assay (Pierce), a amostra foietida a cromatografia em coluna
HisTrap Chelating HP em sistema AKTA purifier (GEhdo como limite de injecéo a

quantidade de 12mg/ml de resina. A coluna foi dgaila com tampéo U1, sendo este
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usado para retirar material ndo adsorvido a col&saproteinas adsorvidas a coluna
foram eluidas com tampéo U2 (Uréia 5M,,NRO, 0,02M, NaCl 0,15M e imidazol
300mM, pH = 7,2). A amostra eluida foi dialisadantta PBS em membrana de
celulose (Dyalisis tubing cellulose - 33mm x 21m@igma-Aldrich). Essa preparacao
foi analisada quanto a quantidade de proteinagarndo-se Coomassie Reagent Assay
(Pierce). A homogeneidade da preparacdo foi awlipdr SDS-PAGE a 10%
desnaturante, com as proteinas coradas por az@od®assie. A concentracdo de
endotoxinas na rHsp65 foi determinada pelo testeirdalus Amebocyte Lysate (LAL)
(CAMBREX) e a mesma foi utilizada como controle ifies para andlise da expressao

da proteina recombinante no ambiente tumoral.

5.7.2. Extracao de proteinas do tecido tumoral

Camundongos C57BL/6 foram s.c. injetados com 5*%c#lulas B16F10. Dez dias
apos a implantacao tumoral, 27 animais foram toetgmbr via intratumoral com 100ul
(1pg/ul) de DNA-Hsp65 (n = 18) ou solugdo salinatéaica (n = 9). Ap6s 1, 4 ou 8
dias do tratamento, os animais foram mortos panag¢ao do tumor, o qual foi
rapidamente congelado em nitrogénio liquido. Osonais1foram mantidos a -70°C até o
momento do processamento (periodo maximo de 1 més).

O material tumoral, ainda congelado, foi maceraato auxilio de pildo e cadinho.
Adicionaram-se entre 300 e 500ul de tampéao deRliBA (Tris a 50mM, pH 8,0, NaCl
a 150mM, Duodecil Sulfato de Sédio (SDS) a 0,1%Pr a 1%, Deoxiglicolato de
sédio a 0,5%) acrescido de um coquetel de inibglale proteases [leupeptina 10
pg/ml; ImM de ditiotreitol (DTT); 1mM de fluoretoedfenilmetilsulfonila (PMSF) e
1mM de EDTA] (AMRESCO Sélon, Ohio). Apés homogeme@o, o material foi
deixado a 4°C por 30 minutos sob agitacdo constdhte seguida, o mesmo foi
centrifugado a 20.000g por 25 minutos a 4°C e oesanlante foi recolhido e fervido
por 10 minutos. Todas as amostras foram quantdicatlo método colorimétrico de
Comassie (Coomassie Bradford - Protein Assay RItERCE, IL).

5.7.3. Avaliacdo da expressao da proteina recombim& Hsp65 no tumor por
Western Blot

Aos sobrenadantes obtidos (item 5.7.2.) de cadastaanfoi acrescido tampé&o da

amostra numa concentracao final de 40mM de Tris+Cb6,8, 72mM SDS, glicerol a
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10%, azul de bromofenol 0,01% e 2-mercaptoetagh®. Foram aplicados 1,8jug das
amostras e 2,5ug da proteina rHsp65 purificadatr@enpositivo), em seguida, foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilarh@®a (tampao de corrida-Tris-base a
125mM, glicina a 960mM, SDS a 170mM, pH 8,3) pom3@utos a 50V e em seguida
1 hora e 30 minutos a 100V, para analise do tamdabh@roteinas (kDa), foi aplicado
no gel o padrdo de “peso” molecular (proteinas cmssas moleculares conhecidas e
utilizadas como marcador) (Invitrogen ou Fermentésjam feitos dois géis, um deles
foi corado com Comassie para visualizacdo do padkdmrrida das proteinas extraidas
do tumor e o outro foi utilizado para a avaliacacedpressao da proteina recombinante
por Western Blat Para isso, as proteinas foram transferidas paia membrana de
nitocelulose (Life Technologiespor 1 hora e 30 minutos a 100V (Tampédo de
transferéncia-Tris-base 22,7mM, glicina 61mM, meltd8,3%, pH 8,3). Em seguida, a
membrana foi incubada com tampéao de bloqueio (P830% BSA-Albumina Bovina
(INLAB), 0,05% Tween 20) por toda a noite a 4°Qreseguida a membrana foi lavada
(PBS 1x, 0,05% Tween 20). Previamente, o anticaapti-Vacl policlonal foi
adsorvido com 1ml de lisado total de células B16F10mg/ml de proteina) por 1 hora
a 4°C para reducédo de background na marcacéo.qiérsga, o anticorpo anti-Vac 1,
com lisado celular, foi diluido 1:1000 em tampéo llequeio e incubado com a
membrana por 2 horas em temperatura ambiente. Agg¥®s periodo, a membrana foi
novamente lavada e incubada com o anticorpo dexcatir-lgG total de camundongo
conjugado com peroxidase (Molecular Probes) dildid®00 em tampédo de bloqueio
por 1 hora a temperatura ambiente. A membranaef@lada com diaminobenzidina
(DAB) (Vector Peroxydase Substrate Kit).

* O anticorpo anti-Vacl foi produzido em camundoshd@alb/c pela imunizagdo com
50ug da proteina recombinante Vacl juntamente ajovante incompleto de Freund
em trés doses com intervalos de 15 dias; o soredi@tado 20 dias apods a ultima
imunizacdo. A proteina recombinante Vacl compreéndmitopos da Hsp65 e foi

expressa e purificada em nosso laboratoério (Rissetdtacdo em andamento).
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5.8. Obtencéo do lisado total de células B16F10
As células B16F10 foram lisadas utilizando-se smioc (Vibra Cell — Sonic

Materials). Inicialmente, a sonda do sonicadoitfaiada com solu¢do de NaOH a 1M
por 1 hora para eliminacdo de endotoxinas e emideedavada exaustivamente com
agua Milli-Q. Paralelamente, células tumorais BIBFdantidas em cultura foram
removidas da garrafa e transferidas para um tutssilede 50ml do tipo Falcon. A
suspensao celular foi centrifugada a 15009 por ibitws e ressupendida em solucao
salina isotonica. O procedimento foi repetido 3egepara total remogdo do meio
RPMI. Logo apds, em cabine de fluxo laminar, a ensfo de células foi submetida a 3
ciclos de sonicacédo de 30 segundos (40A) com ialeswde 1 minuto em gelo entre
cada ciclo. Em seguida, o lisado foi centrifugaddls0g por 10 minutos e o
sobrenadante foi transferido para um novo tubgellet descartado.

As proteinas do lisado total obtido foram quaraifigss por Coomassie, a
concentracdo de endotoxinas foi determinada peaite tde LAL (CAMBREX) e a

solucéo foi congelada a - 2D até 0 momento de uso.

5.9. Andlise de marcadores de superficie celular

5.9.1 Dissociacao da massa tumoral

Foram testados 2 protocolos de digestdo enzimawma Liberase (Liberase
Blendzymez — Roche) para obtencao de células dortarnomo controle da reacéo, um
fragmento de pulmao foi digerido pelos mesmos pats.

Trés camundongos C57BL/6 foram inoculados corh cdlulas B16F10 e apds
intervalo de 7 dias, tumor e pulmdo foram retira@oslivididos para seguir dois

protocolos distintos de digestéo.

Protocolo 1

Os fragmentos de tumor foram cortados em fragmexta® menores e transferidos
para tubos de 50ml contendo 15ml de meio Hanks e C&" e Mdf* (Invitrogen) e
Liberase (6pg/ul) para cada amostra e, em segindabados a 37°C, sob agitacdo

constante, durante 30 minutos.
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Protocolo 2

Os fragmentos de tumor foram cortados em fragmexita® menores e transferidos
para tubos de 50ml contendo 10ml de meio RPMI cod3d¥de EDTA e Liberase
(6ug/ul) para cada amostra e, em seguida, incuba@¥C, sob agitacdo constante,

durante 2 horas e 30 minutos.

Apo6s o periodo de incubacéo, o procedimento fontidé para os 2 protocolos.
Dessa forma, as células foram divulsionadas comxdi@a de uma seringa de 10ml. A
suspensao contendo as células e os fragmentosnde tw pulméao foi centrifugada a
1500g, durante 5 minutos, e o precipitado ressusgerem 10 ml de meio RPMI com
10% de soro bovino fetal para bloquear a acéo dearase. Em seguida, as células e o
restante dos fragmentos teciduf@isam ressuspensos em tampao de lise e centrifagado
a 1500g para a coleta do precipitado. Este foiusgmsdido em 5 ml de RPMI
incompleto e transferido patana peneira de aco inoxidavel (malha no 100, SIGMA)
para a obtencdo das células isentas dos fragmetidsiais. Na sequéncia, as células
foram coletadas por centrifugacdo a 1500g, resadstes em meio de cultura ou PBS,
contadas em Camara de Neubauer com azul de tryp@m & marcadas com anticorpo
anti-CD4 (FITC) e anti-CD8 (PE) para escolha dotquolo de dissociagdo mais

adequado.

5.9.2. Avaliacéo da expressao de marcadores de stifige por citometria de fluxo

Os fragmentos de tumor obtidos dos diferentes gruewperimentais foram
dissociados por meio do Protocolo 1 (descrito emit5.9.1.) e as populacdes das
células imunes infiltrantes no tumor foram caraztetas pela expressdo de marcadores
de superficie utilizando anticorpos conjugados BCFbu PE, avaliados por citometria
de fluxo.

A caracterizacdo das populacdes de linfocitos Tnlbrado tumoral foi realizada
com anticorpos anti-CD4, anti-CD8, e anti-CD44. aPanracterizacdo das células
dendriticas e macrofagos, foram respectivamentzados anticorpos anti-CD11c e
anti-CD11b e analisados quanto a expressao de CD86.

O ndmero de células nas suspensdes foi acertadd pat células/ml em PBS. A
seguir, 100ul de cada suspenséo celular foramhiiglos em tubos para citometria de
fluxo. As células foram, entdo, incubadas com arnpic anti-CD16/CD32 (Fc BlockTM
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- PharMingen) na concentracdo de 0,5uY/dé€lulas durante 45 minutos &4para
evitar a ocorréncia de ligacdes inespecificas.dfiosinente, as células foram incubadas
com os respectivos anticorpos monoclonais de isgerg0,5 - 0,75 pg /i@élulas)
durante 30 minutos, a°@, no escuro. Ap6s o tempo de incubacédo, as célatam
lavadas com PBS contendo 2% de soro bovino fetaltydmo, sendo o precipitado
celular coletado por meio de centrifugacédo a 150@gnte 5 minutos. O sobrenadante
foi retirado e o sedimento celular ressuspendido560ul de PBS contendo 1% de
formaldeido para a fixacdo das células. As prepasagle células tumorais foram
adquiridas no FACSort (Becton & Dickinson) e foramletados aproximadamente
50.000 eventos.

5.10. Teste de citotoxicidade

5.10.1. Padronizacao do teste de citotoxicidade

Seis camundongos C57BL/6 foram injetados s.c. caml® células B16F10 e apds
10 dias da implantacédo do tumor os animais foramasgara obtencdo de macrofagos
do lavado peritoneal (Protocolo 2) e remocé&o do loiegforma estéril.

Dois protocolos foram testados:

Protocolo 1:

Bagco de 3 animais foram removidos e colocados emgapl de Petri estéreis,
contendo 2ml de RPMI 1640 (SIGMA) incompleto. Engwsda, os bacos foram
macerados, ressuspendidos em tampéao de lise dugados a 1500g por 10 minutos.
O sedimento celular foi ressuspendido em meio REMI partir dessa suspensao 0s
linfocitos T CD8 foram obtidos.

Protocolo 2:

Foram coletadas células do lavado peritoneal e da@animais. Os macrofagos do
lavado peritoneal, coletados em solucédo salindmscd, foram contados, centrifugados
e ressuspendidos em meio RPMI completo. Os mesonas fplaqueados em placa de
cultura de 24 pocos (Corning NY, EUA) na conceritoage 2 x 19células por poco e
deixados aderir por 2 horas. Em seguida, essaaultumacrdofagos foi pulsada com 30
pug de lisado total de células B16F10. Paralelamente bacos removidos foram

macerados, ressuspendidos em tampéao de lise dugados a 1500g por 10 minutos.
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As células foram ressuspendidas em meio RPMI campl@ concentracdo celular foi
acertada para 5 x 30células/poco colocadas em co-cultura com o0s magosf
previamente plaqueados. A co-cultura foi deixadaestufa a 3%C com 5% CQ por 4
dias.

ApoGs esse periodo, 0 meio juntamente com as cdhilaemovido com auxilio de
pipeta e os pocos foram lavados com 4ml de PB&ildatée de endotoxinas. A partir
dessa suspensdo, as células T CD8 foram obtidas.

Os passos seguintes foram comuns aos dois prosocolo

A obtencao dos linfécitos T CD8 (células efetorfasyealizada por separagdo com
esferas magnéticas adsorvidas com anticorpos &&ieCfoi avaliada a citotoxicidade
especifica mediada pelas células T CD8 contra ltaséumorais B16F10 (células
alvo). O ensaio foi realizado em triplicata e forampregadas as razdes 1:1, 5:1 e 20:1
(efetora:alvo). Finalmente, a co-cultura alvo-efetoas diferentes razdes foi incubada
por 4 ou 18 horas, a citotoxicidade por liberacadattato desidrogenase (LDH) foi

avaliada e o protocolo mais adequado foi selecimnad

5.10.2 Obtencéo de células T CD8 por separacao cesferas magnéticas

Apoés a obtencdo e contagem das células totais @i d# co-cultura (Protocolo 2
item 5.10.1.), foi realizada a separacdo dos litdé6cT CD8 (células efetoras) com
esferas magnéticas adsorvidas com anticorpos &8&i-Miltenyi Biotec, Auburn,
EUA) para posterior realizacdo do teste de citaidade. As células totais foram
centrifugadas a 1500g durante 10 minutos para réondg meio RPMI. O botéo celular
foi ressuspendido em tamp&o de separacdo por eshegnéticas (PBS livre de Ca
Mg?* com soro bovino fetal a 0,5%, ACD a 0,6% e azidj(d%) e para cada 10
células foram adicionados 0 de anticorpos anti-CD8 complexados a esferas
magnéticas. A suspensdo celular foi homogeneizadauada a 4°C durante 15
minutos. Decorrido este periodo, foram acrescestddd ml do tampéo e a suspensao
celular foi centrifugada por 5 minutos a 1500g.dBrenadante foi vertido e as células
ressupendidas em 50de tamp&o para um maximo dé® télulas.

Paralelamente, colunas LS (Miltenyi Biotec, Aubu®#, USA), para separacéo de
células ligadas a esferas magnéticas, foram cdiibr@om o tampdo de separacdo

descrito acima. Uma vez prontas, as suspensodeéluascforam aplicadas as colunas
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acopladas a um campo magnético. Apos a aplicacdandsstra, as colunas foram
lavadas com o tamp&o de separacéo, removendoeétibes ndo CD8

Para obtencado das células T CD8, a coluna foi dpksta do campo magnético e
transferida para um tubo estéril tipo Falcon e nwm@te lavada com tampao. Em
seguida, com auxilio da pressao de um émbolo,lassd CD8 antes ligadas a coluna,
foram liberadas e recolhidas para realizacao de tescitotoxicidade.

Devido a obtencdo de baixa quantidade de célul&@D8, no experimento do
delineamento 5.5.1.2. a co-cultura foi pulsada da®O0UI de IL-2 recombinante
humana (rhiL-2) para cada 5 x °16élulas de baco (Proleukin — Interleucina- 2

recombinante IL-2r Aldesleucina) (mais detalhegrAnexo 2).

5.10.3 Avaliacéo da citotoxicidade mediada por lidicitos T CD8

A suspensao de células T CD8 (células efetoras)eairifugada por 10 minutos a
1500g, ressuspendida em meio RPMI 1640 livre denédro Fenol (Gibco-Invitrogen)
com 1% de soro bovino fetal, sendo sua concentrag@ada em camara de Neubauer
em 0,2% de Trypan. ApOs a contagem, as células § féam colocadas em placas de
96 pocos de fundo em “U” (Corning Nova lorque, EURpralelamente, as células
B16F10 (células alvo) mantidas em cultura foramtades em camara de Neubauer
com 0,2% de Trypan e ressuspendidas no mesmo @agicétulas T CD8. A seguir, as
células B16F10 foram colocadas em co-cultura corinéscitos T CD8 previamente
pipetados na razao de 20:1 (efetoras:alvo). O edtidealizado em triplicata.

A co-cultura foi mantida em estufa a°87com densidade de 5% de £fbr 18
horas. Apés esse periodo, as placas foram cergtdfigga 1500g por 10 minutos e os
sobrenadantes foram transferidos para uma placa. nOg sobrenadantes foram
avaliados quanto a liberacdo de LDH utilizando @ximity Detection Kit (Roche
Applied Science). Aos sobrenadantes foi adicionada mistura de reagdo contendo
diaforase (catalisador) e solucdo de revelacaotésazolium). A seguir, a placa foi
incubada a temperatura ambiente sob protecdo daduiritura foi realizada em leitor
de ELISA a 490nm apds 25 - 30 minutos de incubacao.

O principio do teste consiste na avaliagdo indidetayuantidade de LDH liberada
pela lise da célula-alvo. Primeiramente, a LDH rigia reduz NAD em NADH™ H*
pela oxidacdo do lactato em piruvato. Na segundsame enzimatica, 2H sé&o

transferidos de NADHH" ao sal tetrazolium pelo catalisador dando origensal

57



Materiais e Métodos

formazan, o qual é vermelho e solivel. A intenstddath coloracdo vermelha é

proporcional a quantidade de LDH liberada peladidalar.

A porcentagem de lise especifica foi calculadaséga formula:
Lise especifica (%) = [(E — Le efet)— Le alvo)]fflax — Le alvo) x 100

Na qual:

E - liberac@o experimental de LDH na co-culturaélelas alvo e efetoras;

Le efet - liberacéo espontanea de LDH pelas céaftsras em meio de cultura;

Le alvo - liberacéo espontanea de LDH pelas céallasem meio de cultura,

L max - liberagdo maxima de LDH pelas células ds&@ulas alvo incubadas na
presenca de 1% de Triton X-100 em meio de cultura).

Além disso, foi feito um controle branco, também aiplicata, obtendo-se a
quantidade de LDH presente no meio de cultura. I0r viie absorbancia obtido desse

controle é subtraido de todos os demais valores.

5.11. Dosagem de proteinas por Coomassie

A guantificacdo protéica da rHsp65 e das proteioi@ss do tumor, tanto do lisado
das células B16F10 em cultura como da massa tumemnabdvida dos animais, foi
realizado por meio do Coomassie (Bradford) Prot#ssay Kit (Pierce, Rockford,
EUA) de acordo com as instru¢cdes do fabricanteuR&amente, foram colocados
50ul da solucéo protéica em diferentes diluicdes guR@da solucdo de revelacdo em
placa de fundo reto (Corning, NY, USA). A leitura dbsorbancia foi realizada a
595nm em leitor de placagsuQuant — BioTech instruments) e a concentracdo de
proteina foi determinada pela equacado da retaalidregressao linear de uma curva
de proteina padrdo de albumina sérica bovina (BSAjrincipio do método consiste na
ligacdo do corante de Coomassie, por adsorcaa fesiarginina, a histidina e aos
aminoacidos aromaticos. Quando o corante se ligaoteinas em solucdo acida, a
absorbancia passa de 465nm (marrom) para 595nr), (g@anto mais intensa a cor

azul, maior a concentragao protéica.
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5.12 Avaliacdo por imunoistoquimica

Os cortes foram desparafinizados em xilol e gradeate reidratados de acordo
com a rotina histolégica. A recuperacao antigéfocdeita em panela de vapor por 40
minutos em &cido citrico (2,1g em 1000ml de aguwsildda), pH 6,0. Em seguida, a
peroxidase enddgena foi inativada pela adicdo ded8%eroxido de hidrogénio em
PBS e ligacdes inespecificas do anticorpo primféaram evitadas por adicdo de soro de
cavalo (Novocastra) 1:50 em PBS. As laminas foramdce incubadas com anticorpo
primério anti-caspase-3 (Novocastra) na diluicddld®0 em tampéo de bloqueio. O
anticorpo foi incubado por 12 horas em camara Untila seguida, as laminas foram
incubadas por 60 minutos com anticorpo secundaotinibado, anti-lgG universal
(Novocastra) diluido 1:200. Posteriormente, foicamiado o complexo avidina-biotina
conjugada com peroxidase (Vector Laboratories @A, USA) diluido 1:100 em PBS
por 45 minutos que se ligara a biotina do anticagmundario. A reacao foi identificada
apos a revelacao por tratamento com kit de revelagén DAB por 5 minutos (Vector
laboratories). O reagente DAB é oxidado na preseeciO; (presente no tampao) e
peroxidase, resultando numa coloracdo marrom, Gimeblem &lcool que precipita no
local da atividade enzimatica. A seguir foi feitacatra coloragdo com Hematoxilina de
Harris, os cortes foram desidratados, passadosxgelee cobertos com laminulas em
meio de inclusdo. As reacfes de imunoistoquimiarcavaliadas com microscopia de
luz. Foi realizada avaliagdo qualitativa das céldlartemente marcadas, varrendo-se
toda a lamina nos aumentos de100, 200 e 400x.

5.13. Analise estatistica

As curvas de sobrevida foram estimadas pelo métmidaplan — Meier e as
diferencas avaliadas pelo de log rank. Os dado®RTd®CR em tempo real foram
analisados por Teste t de Student ou por Mann \8hit@s demais parametros foram
avaliados por Andlise de Variancia (ANOVA) e paraanparacdo dos resultados

obtidos foi utilizado o teste Tukey. Para todasasaparacdes foi considerado p<0,05.
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6. Resultados

6.1. In6culo de células B16F10 e metastases espuzaé

A fim de determinar a dose de células e o dia paiGEio do tratamento nos
experimentos, avaliamos a massa tumoral (g) nopdsrde 10, 15 e 20 dias apés a
inoculacdo subcutanea (s.c.) no flanco direito del&, 1 ou 5 x 10 células B16F10
(Figura 1). Como esperado, a massa tumoral obtida variou@d@com a dose inicial
de células injetadas e aos 10 dias de implantaz@iose de 5 x f@élulas B16F10
resultou numa massa tumoral visivel com menos tlg. Assim, devido ao rapido
desenvolvimento desse tumor, foi escolhido o indcla 5 x 16células, pois 0 mesmo
apresentou crescimento mais lento, o que podariitdaa acdo de um tratamento com
uma vacina de DNA. Do mesmo modo, foi feita a dsxae 10 dias de implantacéo
para inicio do tratamento por via intratumoral,spaiatividade antitumoral da vacina

num momento mais precoce poderia ser favorecida.

~®-5x10*
—ﬁ—105

“®5x10°

massa tumoral (g)

Figura 1. Avaliacdo da massa tumoral a partir da injecdauentidades diferentes de células
B16F10. Camundongos C57BL/6 (n = 27) foram inocnsasl.c. no flanco com 5 x 40
10°, ou 5 x 16 células B16F10 e 3 camundongos por grupo forantosoos dias 10, 15

e 20 para avaliacdo da massa tumoral (g). Valoqgesesos em Média + DP.
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A avaliagdo histologica da ocorréncia de metastaspsntaneas foi feita em 5
cortes de cada 6rgao, sendo eles, coracao, rimdpubaco, figado e, quando possivel,
no linfonodo inguinal, drenante do tumor. Como psede observado niigura 2, os
orgaos retirados néo apresentaram alteracdes dgstas, mesmo apds o tempo
maximo do experimento (20 dias) na maior dose Heastinoculadas (5 x £ Dessa

forma, nossas analises imunoldgicas puderam gengisto sitio primario de indculo.

62



Resultados

Figura 2. Cortes histolégicos de 6rgdos e tumor de camurao@§7BL/6 inoculados com 5 x°L0
células B16F10 e mortos ao final de 20 dias derarpeto. (A) linfonodo inguinal; (B)
pulmao; (C) rim e (D) figado, corados com HE (100x)s quais ndo se observa a
ocorréncia de metastases. (E) Corte histolégidomer B16F10, corado com HE (100x).
Células ricas em melanina (seta).
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6.2. Caracterizagao da vacina DNA-Hsp65

A fim de avaliar a integridade dos DNAs plasmidgai&AX e pVAX-Hsp65 devido
aos mesmos serem a base para as diferentes eatratéginais usadas no presente
estudo. Para avaliar a presenca do gene da Hspé® feagmentos génicos, bem como
a integridade do DNA plasmideal purificado, foraealizadas digestdes de DNA com a
enzimaBamHI. Apds a digestdo, os plasmideos foram subme#dslstroforese em gel
de agarose a 1% e corados com brometo de efidioesultados apresentados na
Figura 3 mostram que a digestdo do plasmideo pVAX (Veterpg uma banda de
3.000pb (canaleta 2Figura 3 A), correspondente ao nimero de pares de basealp vet
de acordo com o padrdo de pares de base mostradanateta 1. A digestdo do
plasmideo pVAX-Hsp65 (vacina DNA-Hsp65) promovelinaarizacdo do plasmideo,
revelando uma banda com 6.000pb (canaletaFigura 3 B). Como esperad, a
eletroforese de ambos plasmideos sem a digestéttoreem mais de uma banda,
caracteristicas das diversas formas do DNA pasinidea

E importante ressaltar que néo foi observada a@pgasde DNA genémico ou RNA
contaminando os plasmideos utilizados como trattomeAmostras de DNA
plasmideal, nessas condi¢oes, foram usados ngdésjele DNA nu.

A concentracdo de endotoxinas na amostra de DNéyrdetada pelo teste de LAL
(Limulus amebocyte lysate) estava abaixo do lim@eleteccdo do teste:

* pVAX - LAL negativo (OEU[Q)

*  pVAX-Hsp65 — LAL negativo (OEUIQ)
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3000 pb>

Figura 3. Perfil eletroforérico do DNA plasmideal purifiaad- (A) pVAX e (B) pVAX-Hsp65.
Foram digeridos|lg de cada amostra de DNA plasmideal ou ndo cormzienarBam Hl e
submetidos a eletroforese gel de agarose (1%).rEnos0s géis (A) e (B), a Canaleta 1
indica o padrédo de pares de base de 1Kb PLUS Datller (GIBCO-USA); a Canaleta
2: 0 pVAX e pVAX-Hsp65 digerido corBanHl, respectivamente; na Canaleta 3 ambos
vetores ndo digeridos. pb = pares de bases. Asabdaothm visualizadas pela coloragéo

com brometo de etideo.
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6.3. Transfec¢ao in vitraas células B16F10

Em uma das estratégias vacinais foram usadas <séluwimorais B16F10
transfectadas com DNA-Hsp65 e dois protocolos @¢ragdoracdo foram avaliados
(descrito item 5.4.2.). As células submetidas tat&rotocolo 1 quanto ao Protocolo 2
tiveram taxa de transfeccdo superior a 9%4gura 4 B e 4 Q e como esperado, as
células Mock de ambos os protocolos foram negapess a marcacao com Alexa 488,
gue marcava o DNA plasmidedFigura 4 A ilustra células Mock submetidas ao
Protocolo 2). Dessa forma, de acordo com a porgentade transfeccdo, os dois
Protocolos apresentaram resultados bastante satis& entretanto, a viabilidade
celular no Protocolo 1 foi bastante inferior (4066%) a viabilidade observada no
Protocolo 2 ( ~ 75%).

Paralelamente, as células submetidas ao Protocfiim& avaliadas quanto a sua
capacidade proliferativin vitro por incorporacdo de’fi] — timidina (Figura 4 D).
Observamos que as células eletroporadas, na pesengdo de DNA plasmideal,
mantiveram sua capacidade proliferativa (cpm), mortima taxa inferior as células
nao eletroporadas (reducéo de ~ 25%). Assim, ograla utilizacdo do Protocolo 2
para os demais ensaios de transfeccéo e apesardil@gsuicdo na taxa de proliferacao
decorrente do processo de eletroporacdo, mantivemusmero de 5 x fOcélulas

B16F10 injetadas nos animais.
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Figura 4. A-C Porcentagem das células B16F10 transfectzmlasDNA — Alexa 488. (A) Indica a
auséncia de marcacgao das células quando eletraganacauséncia de DNA marcado. As
células foram submetidas ao (B) Protocolo 1* o@pProtocolo 2** de eletroporacao
na presenca de 10pg de DNA plasmideal marcado deraAl88. A taxa de transfeccao
foi avaliada por citometria de fluxo. (D) Prolifeémin vitro das células B16F10 apds
eltroporacao pelo Protocolo 2 na presenca gy H& DNA plasmideal (vetor ou DNA-
Hsp65) ou apenas meio de cultura, células ndo miacigs (B16F10) foram utilizadas
como controle positivo. Assim que eletroporadagéhgdas foram colocadas em cultura e
adicionadas de [3H] — timidina (0,5uCi/pogo). A@ishoras, as células foram coletadas
e a leitura em contagem por minuto (cpm) foi realz em contador de cintilagBo As
células eletroporadas apenas com meio (Mock) oul2ii plasmideal (Vetor ou DNA-
Hsp65) ndo diferiram na proliferacdo>(05). Estatistica feita por ANOVA.

*(B) Protocolo 1: 2 fusos, 600 V, 5 s de intervafsquare wave”
**(C) Protocolo 2: 50QuF, resisténciact) « e 160 V - “exponential decay”
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6.4. Expresséao da proteina recombinante Hsp65 (réspno tumor

6.4.1. Caracterizacdo da proteina recombinante Hsp6

A rHsp65 obtida apds inducdo do plasmideo que dica@ purificacdo em colunas
de niquel foi utilizada como controle positivo naaléacdo da expressdo da proteina
recombinante no ambiente tumoral apos tratamenio BPANA-Hsp65. A proteina
recombinante, obtida como descrita no Material éolligs, foi submetida a eletroforese
em condi¢gbes dissociantes e redutoras (SDS-PAGBE3er@amos elevado grau de
pureza da rHsp65 utilizada e que a mesma se eagantom a massa molecular
esperado de 65 kDa (canaleta ZFigura 5). A concentracdo de endotoxinas nas
amostras de proteina foi determinada pelo testeAde(Limulus amebocyte lysate) e
se encontrava dentro dos padrdes adequados, eoedsEX0:

* rHsp65 - LAL 21,57 E4lg

1 2
78,9 kDa > v
60,4 kDa > gl
472 kDa >
18,3 kDa >

Figura 5. Perfil eletroforérico da proteina recombinantg®¥s (rHsp65). A rHsp65 foi purificada
em coluna HisTrap Chelating HP em sistema AKTA firmi(GE), e submetida a SDS-
PAGE em gel 10%. Canaleta 1: padrdo de peso mare@gnchMark” Pré-stained

protein Ladder (Invitrogen); Canaleta 2: 12g5da rHsp65. O gel foi corado com azul de

Coomassie para visualiza¢do das bandas.
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6.4.2. Andlise da expresséao da proteina recombinantHsp65 no tumor

Para avaliar se a inoculacéo intratumoral da vabDINA-Hsp65 estava levando a
expressdo da proteina recombinante Hsp65 no Iaxalpresenca da proteina
recombinante Hsp65 em tumores de animais trataolmssolucéo salina isotbnica ou
com a vacina DNA-Hsp65 foi analisada pWestern BlatEsse dado foi obtido apos o
tratamento/injecdo com DNA plasmideal nu. A avd@@ada especificidade do anticorpo
anti-Vacl utilizado, foi previamente realizada Begpresentada no Anexo 3.

Como pode ser observado Rgura 6, o lisado celular obtido dos tumores de
animais tratados com solucdo salina isotonica, médstraram presenca de banda
correspondente a rhsp65, independentemente do tevapado Figura 6 Canaletas 2 -
4). Por outro lado, o lisado proveniente dos tuma@s animais tratados com a vacina
DNA-Hsp65, mostrou a expressao da proteina rHsp65S a intervalo de 4 e 8 dias do
tratamento (Canaletas 6 e 7). Além disso, nessadigiies experimentais, observa-se
que apos 4 dia € possivel detectar a presenca spg5Hcanaleta 6), essa producao

tende a aumentar por volta do dia 8 (canaleta $3e£ dados mostram que apés a
transfecdo em células B16F10 a rhsp65 é expressa.
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1 2 3 4 5 6 7 rHsp63
95 kDa =
72 kDa = —
55 kDa =2
26 kDa =

Figura 6. Western Blotde tumores B16F10 de animais tratados por viatimmoral com salina
(Canaletas 2 — 4) ou vacina DNA-Hsp65 (Canaletasrh Apoés a corrida eletroforética,
as bandas protéicas foram eletrotransferidas pambmanas de nitroculose e incubadas
com anticorpo primario policlonal, anti-Vacl (aH$p65). A reacdo foi revelada com
DAB em tamp&o com D, apés incubacdo com anticorpo secundério de caibirég&
total de camundongo conjugado a peroxidase. Candlepadrao de peso molecular
prestained (protein molecular weight marker ). Gataa 2 e 5: 1 dia ap0s tratamento;
Canaletas 3 e 6: 4 dias ap6s o tratamento; Casadeta7: 8 dias apds o tratamento.
rHsp65: proteina Hsp65 recombinante purificada efuna HisTrap Chelating HP em

sistema AKTA purifier (GE).
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6.5. Padronizacdo da obtencéo de linfécitos T CR8gteste de citotoxicidade

A fim de obter células T CDS8 citoliticas utilizadaa avaliacdo dos diferentes
tratamentos antitumorais, foram testados 2 protsceisando otimizar a obtencéo de
linfécitos T CD8 especificos as células B16F10. ANotocolo 1, as células T CD8
foram obtidas a partir do baco logo apds sua excisd protocolo 2, as células totais
foram deixadas em co-cultura na presenca de céhpassentadoras de antigenos
(APCs) pulsadas com lisado total das células B16¥t@ a proliferacdo das células
especificas ja primadas. Obtivemos resultado a#hishs usando o protocolo 2
(Tabela 4. A resposta citotoxica obtida foi apropriada,spas células efetoras foram
capazes de lisar as células alvo. Assim, utilizamd¥otocolo 2 para obtencao das
células T CD8 nos demais experimentos de citotdad® com a razdo 20:1
(efetoras:alvo).

Em relacdo ao tempo de incubacado das células alvpresenca das efetoras, com
18 horas observamos lise enquanto 4 horas foramidigntes mesmo para o Protocolo
2.

Tabela 4.Lise especifica (%)* das células B16F10 (alvo) imea pelas células T
CDS8 (efetoras) (razdo efetora:alvo de 20:1)

Incubacéo (h)

4 18
Protocolo 1 n.d.** n.d.
Protocolo 2 n.d. 10,2+ 1,46

*Lise especifica (%) = [(E — Le efet)— Le alvo)]/fbax — Le alvo) x 100. Na qual, E - liberacao
experimental de lactato desidrogenase (LDH) nauttoh@ de células alvo e efetoras; Le efet - libdoa
espontanea de LDH pelas células efetoras em metultiga; Le alvo - liberacdo espontanea de LDH
pelas células alvo em meio de cultura; L max +égdo maxima de LDH pelas células alvo (células alv
incubadas na presenca de 1% de Triton X-100 em deegultura). ** ndo detectavel
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6.6. Padronizacdo da recuperacdo de células do turpara a andlise por

citometria de fluxo

A fim de recuperar as células presentes no tunmar gpaaliacao fenotipica dos tipos

celulares infiltrantes no ambiente tumoral aposliéerentes tratamentos, 2 protocolos

de digestdo enzimatica foram testados. Observames ammbos os protocolos se

mostraram eficientes para dissociar a massa tupqeahitindo a analise do fendtipo

das células presentes no tumor por citometria wko fl Entretanto, o Protocolo 1 de

digestdo se mostrou mais adequado aos nossosvobjptir apresentar menor namero

de células mortas (contagem com azul de Tripamygyelmente devido ao menor

tempo de incubacdo com o coquetel enzimatico. Qltee® da marcacdo teste

CD4/CDS8 das células imunes infiltrantes ap0s dageda massa tumoral pelo Protocolo

1 esta ilustrado nigura 7.
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Figura 7: Eficiéncia na dissoci¢cdo enzimatica do tumor ptnehd avaliacdo por citometria de

fluxo (“gate” R1 - marcadores de superficie por €B%C e CD8-PE).

72



Resullados

Tratamento intratumoral com a vacina DNA-Hsp65 em dferentes doses:

Sobrevida
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6.7. Sobrevida e resposta imune induzida pelo tna¢@to com a vacina DNA-

Hsp65

6.7.1. Sobrevida |

A fim de avaliar se a terapia intratumoral com &iva DNA-HsSp65 alteraria o
tempo de sobrevivéncia dos animais tratados, aesgiolar dos mesmos foi
acompanhada. O experimento foi realizado 2 vezdésrdea independente eFagura 8
€ representativa para ambas as repetig@@&do ao rapido crescimento tumoral, todos
0s animais haviam morrido antes do dia 45 do ewymrio Figura 8). Além disso,
como pode ser observado Regura 8 A, embora o tratamento com a vacina DNA-
Hsp65 ndo tenha sido capaz de eliminar a massaraynos animais que receberam
uma Unica dose vacinal tiveram sobrevida signifleatente maior em relacdo aos
controles Figura 8).

Os Grupos DNA-Hsp65 (2x) e DNA-Hsp65 (3x) ndo apnégram aumento
significativo de sobrevida quando comparados aggexivos controleg-{gura 8 B e
C). Nao detectamos diferenca significativa entrgropos tratados com vetor ou salina

para nenhum dos delineamentos experimentais deu 32njecdes.

74



Resullados

>
g

—o— Salina
S 15 —o—Vetor
S -
£ n —#— DNA-hsp65
2z
% 504
a
(=]
3"; 25+
c L} L3 L] # 1
0 10 20 30 40 50

B 100 \
—&8— Salina 2x
® - —o—\etor 2x
2 —a— DNA-hsp65 2x
2
2 50+
8
@
2 25+
3 T T L] - o 1
0 10 20 30 40 50
dias
1004 .
C —o— Salina 3x

—o— Vetor 3x

= —&— DNA-hsp65 3x

% sobrevivéncia
w
(=]
L

dias

Figura 8. Porcentagem de sobrevivéncia de animais tratadoslo@), 2 (B) ou 3 (C) inocula¢des
intratumorais. Camundongos C57BL/6 foram inoculasloscom 5 x 1Dcélulas B16F10.
Dez dias apl6s a implantacdo do tumor os animaisbezam 1, 2 ou 3 injecbes
intratumorais de 1Q0 de salina, do vetor (pVAX) ou da vacina DNA-Hsp@B/AX-
Hsp65) (g/ul). Todos os animais foram acompanhados até sute ipara avaliagcdo da
taxa de sobrevida.
* p<0,05 em relagdo aos Grupos Salina e Vetor.

Curvas de Kaplan-Meier e diferencas avaliadasfeste de log rank.
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6.7.2. Sobrevida Il

Os resultados obtidos nesta segunda etapa de repéoi de sobrevida reproduzem
0 mesmo padrdo anteriormente observado, no quabrantbdos os animais tenham
morrido antes de 50 dias de experimento, o gruggado com a dose Unica da vacina
DNA-Hsp65 demonstrou sobrevida maior, estatisticgmesignificante, quando
comparado aos demais grupos contrdiégura 9). Para reducdo do niumero de animais
utilizados, apenas um grupo controle Salina (tatadn 1 dose de salina) foi realizado,
pois ndo havia sido observada diferenca entre opdSrSalina e Salina 3Eigura 8).

Em relacdo aos animais tratados com 3 doses danavdadNA-Hsp65, nao
observamos aumento significativo de sobrevida quarmmparados aos animais dos
grupos controle, também como ja haviamos demomstrddém disso, quando
comparados 0s Grupos DNA-Hsp65 (1x) e DNA-Hsp63, (Brtamos que 0s animais
tratados com a dose Unica da vacina tiveram taxgobeevivéncia significativamente
maior. Outra constatacdo importante foi o fato a@osnais tratados com uma dose da
vacina exibirem movimentacdo e explorar olfatoray periodo superior aos demais

grupos.
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Figura 9. Porcentagem de sobrevivéncia de animais trataduslcou 3 inoculagdes intratumorais.
Camundongos C57BL/6 foram inoculados s.c. com 8*células B16F10. Dez dias ap6s
a implantagdo do tumor os animais receberam 1 oye86es intratumorais de 100
(pg/ul) de Vetor (pVAX) ou de Vacina DNA-Hsp65 (pVAX-HBB) com 4 dias de
intervalo entre cada inoculacdo. Paralelamentegmupo foi injetado com 1 dose de 100
pl de salina por via intratumoral. Todos os aninfaimm acompanhados até sua morte
para avaliagdo da taxa de sobrevida.
*p < 0,05 em relagdo aos demais Grupos.
Curvas de Kaplan-Meier e diferencas avaliadasfeste de log rank.
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Tratamento intratumoral com a Vacina DNA-Hsp65 dosdinica:

Resposta imunoldgica
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6.7.3. Resposta imunoldgica induzida pela dose Uaida Vacina DNA-Hsp65

6.7.3.1. Massa tumoral

Os animais tratados com a vacina DNA-Hsp65 nu aptasam massa tumoral (g)
significativamente menor em relacdo aos grupos rVetdaSalina Figura 10). O
experimento foi realizado 3 vezes de forma indepetede &igura 10 é representativa
para todas as repeticdes. Notamos que embora lseudiésrenca de massa tumoral dos
animais entre os experimentos, a razao entre assndas massas dos diferentes grupos

se manteve constantéabela 5).

2.0-
= 1.5 [
e
o —
£ 10-
© *
0
% 0.54
E B
0.0
Salina Vetor DNA-Hsp65

Figura 10. Massa tumoral (g)Camundongos C57BL/6 foram inoculados s.c. no flafipgito com
5 x 10f células de melanoma B16F10. Dez dias apds a itagin do tumor os animais
receberam uma injecéo intratumoral de [l0fe salina, do vetor (pVAX) ou da vacina
DNA-Hsp65 (pVAX-Hsp65) na concentracdo degul. Ao final de 18 dias os animais
foram mortos para remocao e pesagem do tumor. Rgutesentados em média + DP.
* p<0,05 em relagcéo aos Grupos Salina e Vetor.
Estatistica feita por ANOVA seguida de teste Tukey
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Tabela 5.Razéo entre as médias de massa tumoral entresosrdés grupos.

Dadosde 3 experimentos independentes.

Grupos Razao entre as massas (média + DP)
DNA-Hsp65/Salina 0,24 + 0,0088
Vetor/Salina 1,16 £ 0,3440
DNA-Hsp65/Vetor 0,22 + 00,0623

6.7.3.2. Células imunes infiltrantes no tumor e lesespecifica mediada por células T
CDS8

As células imunes infiltrantes no tumor e a lispee#fica mediada por células T
CD8 foram avaliadas a fim de determinar se anitnaiados com a vacina DNA-Hsp65
por via intratumoral apresentariam diferenca noutamento de células do sistema
imunoldgico (células CD4, CD8 e APCs) para o gditimoral e se ocorreria alteragdo da
lise especifica de células B16F10 mediada porditdé T CD8.

Observamos que o tratamento com a vacina DNA-Hspg5em dose Unica,
aumentou significativamente a porcentagem de cElumanes infiltrantes no tumor
(Figura 11). Embora ndo tenha havido diferenca estatisticéansignificativa na
porcentagem de células CD4/CD4@kxigura 11 A), constatamos uma tendéncia a esse
aumento, o0 que pode sugerir um recrutamento madiotadessa populacéo.
Interessantemente, observamos um aumento sighificdias células T CD8, com
fenotipo ativado (CD8/CD44hi)F{gura 11 B), bem como aumento significativo da
populacdo de APCs com expressdo de moléculas ioauéstbrias (CD11b/CD86)
(Figura 11 C), em relacdo ao grupo Salina. A populacdo CD1186;xomposta
principalmente por células dendriticas, foi supedo grupo Salina e ao grupo Vetor
(Figura 11 D).

Em relacdo a citotoxicidade especifica, notamosimeato significativo da lise
especifica das células tumorais mediada por litdéclT CD8 obtidos de animais
tratados com a vacina DNA-Hsp6bBidura 12). A analise qualitativa da marcacéo de
caspase-3 por imunoistoquimickigura 13) evidenciou a existéncia do evento de
apoptose (células fortemente marcadas) nos tummsagjais foram mais frequientes no
grupo DNA-Hsp65 e praticamente ndo foram enconsrasdulas marcadas no grupo

Salina.
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Figura 11. Porcentagem de células imunes infiltrantes do turbom expressdo de (A)
(C) CD11b/CD86 e (D) CDx/CD86.

Camundongos C57BL/6 foram inoculados s.c. com B*células B16F10. Dez dias

CD4/CDA44hi;

(B) CDB8/CD44hi;

apos a implantacdo do tumor os animais receberanyedao intratumoral de 10
de salina, do vetor (pVAX) ou da vacina DNA-Hsp6pVAX-Hsp65) na

concentracdo deu/ul. Ao final de 18 dias os animais foram mortos pataada do

tumor e avaliagdo das populacdes celulares citamaér fluxo. Dados apresentados

em média = DP.

* p<0,05 em relacdo aos Grupos Salina e Vetor

# p<0,05 em relagéo ao Grupo Salina

Estatistica feita por ANOVA seguida de teste Tukey
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Figura 12. Porcentagem de lise especifica de células tumorgidiada por células T CDS.
Camundongos C57BL/6 foram inoculados s.c. com 8*células B16F10. Dez dias ap6s
a implantacdo do tumor os animais receberam unegdoj intratumoral de 100 de
salina, do vetor (pVAX) ou da vacina DNA-Hsp65 (pX¥Adsp65) na concentracdo de
lug/ul. Ao final de 18 dias, os animais foram mortosapsmocéo do baco, as células
foram colocadas em co-cultura com monocamada deofagos pulsados com lisado
total do tumor. Apés 4 dias, as células T CD8 (eet) foram purificadas e colocadas em
contato com as células B16F10 (alvo) por 18h. Agss®e periodo, a taxa lise especifica
das mesmas foi avaliada. Razdo efetora: alvo de P@dos apresentados em média +
DP.

* p<0,05 em relacdo aos Grupos Salina e Vetor.
Estatistica feita por ANOVA seguida de teste Tukey
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Figura 13. Corte histolégico do tumor (400x) marcado com aatipase-3 (setas). Camundongos
C57BL/6 foram inoculados s.c. com 5 X t@lulas B16F10. Dez dias apés a implantacéo
do tumor os animais receberam uma injecao intratainde 10Ql de salina (A), do vetor
(pVAX) (B), ou da vacina DNA-Hsp65 (pVAX-Hsp65) (@ concentragdo deud/ul.

Ao final de 18 dias os animais foram mortos patirada do tumor e avaliacdo e

avaliacéo da expressao de caspase-3 por imundistoqu
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6.7.3.3. Expressao génica no ambiente tumoral

Para avaliarmos a influéncia da terapia intratumooan DNA plasmideal nu na
expressao génica no sitio tumoral, optamos porctigte genes envolvidos com 3
padrées diferentes da resposta imunologica. Foratiadas por RT-PCR em tempo
real as mensagens dos genes de T-bet e GATA-Fatespmente relacionados aos
padrdes de resposta Thl e Th2, e o gene da citlhcitig relacionada ao padrao Thl7.
Para isso, 0 RNA mensageiro (RNAmM) obtido a paltis tumores dos animais que
receberam a dose Unica de vacina DNA-Hsp65, vet@abna por via intratumoral foi
avaliado quanto a integridadeidura 14 A), revelando as 2 bandas caracteristicas das
formas mais espiralada (28 S) e menos espirala®lé&&)1A qualidade do cDNA foi
avaliada por PCR em tempo real para o geng daactina Figura 14 B) e sua
amplificacdo foi usada para a normalizacdo das w@mass Os resultados da
quantificacao relativa (em relacdo ao grupo salilog)genes de GATA-3, T-bet e IL-17
estdo ilustrados nkigura 15. Observamos que a inoculacdo da vacina DNA-Hsp65
induziu um aumento significativo na expressao génie T-bet (padrdao Thl) quando
comparado ao Vetor. Observamos também que os aninaé@dos com DNA-Hsp65
apresentaram maior expressao do gene de IL-17reds@nte comentar que a
amplificacdo do gene de IL-17 s6 foi obtida em ®de grupos quando 1ug de cDNA
foi utilizado, pois a amplificacdo génica do tunpooveniente dos animais do grupo
Salina ndo pbde ser detectada quando partimos datidade inicial de 200ng de
cDNA. Mesmo assim, um animal do referido grupo egibiu amplificacdo para o gene
de IL-17 (dado ndo mostrado).

N&o foi observada diferenca quanto a expressaeie ge GATA-3.
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Figura 14. Resultado da reacdo de RT — PCR em tempo reaElgdoforese em gel de agarose

1,5% para andlise da integridade do mRNA, mostrasdduas bandas, 28S e 18S. (B)
Curva de fluorescéncia normalizada para analisetijativa da amplificacdo do gene da
B-actina. Camundongos C57BL/6 foram inoculadoscam 5 x 10 células B16F10. Dez
dias apo0s a implantacdo do tumor os animais regeb&ma injecdo intratumoral de
10Qul de salina, do vetor (pVAX) ou da vacina DNA-Hsp§pVAX-Hsp65) na
concentracdo depd/ul. Ao final de 18 dias, os animais foram mortosapg@amocéo do

tumor, extracdo do RNA e realizacdo de RT-PCR enpdereal.
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Figura 15. Quantidade relativa de RNAmM dos genes GATA-3, T-bellL-17. Camundongos
C57BL/6 foram inoculados s.c. com 5 x“*16élulas B16F10. Dez dias apés a
implantacdo do tumor os animais receberam 1 injeg&atumoral de 10@ de salina,
do vetor (pVAX) ou da vacina DNA-Hsp65 (pVAX-HspG3 concentracdo deid/ul.

Ao final de 18 dias, os animais foram mortos paraacdo do tumor, extracdo do RNA

e realizagdo de RT-PCR em tempo real. Para aatir grafica do padrao de
expressao génica, os dados da expressédo dos gené€supos Vetor e DNA-Hsp65,
normalizados pelo controle interfieactina estdo apresentados em relagdo aos valores
obtidos no grupo Salina. Os dados foram inseridb®quacdo 2 (Anexo 1px =
(1+ER) [ AC® - BRI (ACUBA 1 essencialmente equivalente a: [expressdo génica
relativa dos Grupos Vetor ou DNA-Hsp65, normalizagelap—actina] / [expressdo
génica relativa do Grupo Salina, normalizados pefaactina]. Dados apresentados em
média + DP.

* p<0,05 em relacdo ao Grupo Vetor.

Expressédo génica relativa de GATA-3 e T-bet conmgmmaor teste t de Student e de
IL-17 por Mann Whitney.
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Células B16F10 previamente transfectadas com DNA-H65:
Sobrevida e Resposta Imunolégica
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6.8. Estratégia usando células tumorais transfea@adom plasmideos Vetor ou

DNA-Hsp65

6.8.1. Analise da Sobrevida

A fim de avaliar se a transferéncia de células BD6previamente transfectadas
com a vacina DNA-Hsp65 alteraria o tempo de solkésdia dos animais, a sobrevida
dos mesmos foi acompanhada. Observamos que osisnimjaados com as células
tumorais previamente transfectadas com a vacina -BISP65 tiveram sobrevida
significativamente maior do que os demais grupas.f@ma diferente dos animais
tratados por via intratumoral com o vetor pVAX, ou@o B16-Vetor teve sobrevida
superior ao B16-Mock. O experimento foi realizadee2es de forma independente e a

Figura 16 é representativa para ambos.

100-
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Figura 16. Porcentagem de sobrevivéncia de animais inoculaxios células B16-Mock
(eletroporadas e nao transfectadas), B16-Vetongfeatadas com o vetor pVAX) ou
B16-DNAHsp65 (transfectadas com a vacina DNA-Hsp&gmundongos C57BL/6
foram injetados com 5 x f@élulas B16F10 eletroporadas em presenca g i@

DNA plasmideal e acompanhados até sua morte paliagdo da taxa de sobrevida.

# p<0,05 em relacédo ao Grupo Salina
* p<0,05 em relacdo ao Grupo Vetor

Curvas de Kaplan-Meier e diferencas avaliadasteste de log rank.
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6.8.2. Resposta imunologica induzida pelas céluldasmorais transfectadas com
plasmideos Vetor ou DNA-Hsp65

6.8.2.1.Andlise da Massa tumoral

Como pode ser visto riéigura 17, os animais que receberam as células tumorais
transfectadas com o gene da Hsp65 (Grupo B16-DNBB)sppresentaram massa
tumoral (g) significativamente menor do que os dengaupos. Ainda, o grupo B16-
Vetor teve sua massa tumoral estatisticamente mguero grupo B16-Mock. O
experimento foi realizado 3 vezes de forma indepetede digura 17 é representativa
para as repeticbes. Assim como para o tratametretumoral, notamos que, a razao

entre as médias das massas dos diferentes grupwnseve constantd §bela 6).

2.0-

massa tumoral (g)

B16-Vetor B16-DNAHsp65

Figura 17. Massa tumoral (g). Animais inoculados com céllBd$-Mock (eletroporadas e néo
transfectadas), B16-Vetor (transfectadas com orveidAX) ou B16-DNAHsp65
(transfectadas com a vacina DNA-Hsp65). CamundogadBL/6 foram injetados com
5 x 10 células B16F10 eletroporadas em presenca gdg d6 DNA plasmideal. Ao final
de 18 dias os animais foram mortos para remoc¢adcesagem do tumor. Dados
apresentados em média + DP.

# p<0,05 em relacdo ao Grupo Salina
* p<0,05 em relagéo ao Grupo Vetor
Estatistica feita por ANOVA seguida de teste Tukey
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Tabela 6.Razéo entre as médias de massa tumoral entresosrdés grupos.

Dadosde 3 experimentos independentes.

Grupos Razao entre as massas (média + DP)
B16-DNAHsp65/B16-Mock 0,35 £ 0,0261
B16-Vetor/B16-Mock 0,61 + 0,0260
B16-DNAHsp65/B16-Vetor 0,57 + 0,0662

6.8.2.2. Avaliacdo das células infiltrantes no tunmoe lise especifica mediada por
células T CD8

As células imunes infiltrantes no tumor e a lispee#fica mediada por células T
CD8 foram avaliadas a fim de determinar se animae receberam células B16F10
previamente transfectadas com a vacina DNA-Hsp6®saptariam diferenca no
recrutamento de células do sistema imunoldgicaul@glCD4, CD8 e APCs) para o
sitio tumoral e se ocorreria alteracdo da lise @pa de células B16F10 mediada por
linfécitos T CDS8.

Notamos que as células T CD4/CD44hi e T CD8/CDA4dfiitrantes no tumor
encontravam-se em porcentagens aumentadas no @WUPeDNAHsp65 quando
comparado ao grupo B16-Mock. Do mesmo modo, as la¢luCD1l1lc
(predominantemente dendriticas) apresentavam nepressao da molécula co-
estimulatoria CD86 em relacdo ao grupo B16-Mockgr@po B16-Vetor ndo diferiu
estatisticamente do Grupo B16-Mock nem do B16-DNgg%s para nenhuma dos
fendtipos avaliado§~igura 18).

Quanto a citotoxicidade especifica mediada peladastT CD8 provenientes do
baco, notamos aumento da porcentagem de lise fBepeaiediada por células
provenientes de camundongos do grupo B16-DNAHspbB5etacdo ao grupo B16-
Mock (Figura 19).

A andlise qualitativa da marcacao de caspase—8muoroistoquimicaKigura 20)
evidenciou a existéncia do evento de apoptose léséliortemente marcadas) nos

tumores, 0s quais foram mais frequentes no grueENAHSpP6S.
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Figura 18. Porcentagem de células imunes infiltrantes do tumom expressdo de (A)
CD4/CD44hi, (B) CD8/CD44hi, (C) CD11b/CD86 e (D) CIX/CD86. Animais
inoculados com células B16-Mock (eletroporadas e h@nsfectadas), B16-Vetor
(transfectadas com o vetor pVAX) ou B16-DNAHsp6ar{sfectadas com a vacina DNA-
Hsp65). Camundongos C57BL/6 foram injetados com 51%% células B16F10
eletroporadas em presenca ded@e DNA plasmideal. Ao final de 18 dias os animais
foram mortos para retirada do tumor e avaliacdopdgsllacdes celulares citometria de
fluxo. Dados apresentados em média + DP.

# p<0,05 em relagdo ao Grupo Salina
Estatistica feita por ANOVA seguida de teste Tukey
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Figura 19. Porcentagem de lise especifica de células tumoraiada por células T CD8. Animais
inoculados com células B16-Mock (eletroporadas e transfectadas), B16-Vetor
(transfectadas com o vetor pVAX) ou B16-DNAHsp6Ear{sfectadas com a vacina
DNA-Hsp65). Camundongos C57BL/6 foram injetados ¢®m 10 células B16F10
eletroporadas em presenca dgdde DNA plasmideal. Ao final de 18 dias, os angnai
foram mortos para remocdo do baco, as células fa@otadas em co-cultura com
monocamada de macréfagos pulsados com lisadodimtaimor. Apés 4 dias, as células
T CD8 (efetoras) foram purificadas e colocadas entato com as células B16F10 (alvo)
por 18 horas. Apés esse periodo, a taxa lise d&edas mesmas foi avaliada. Raz&o
efetoras: alvo de 20:1. Dados apresentados em mdifa

# p<0,05 em relacdo ao Grupo Salina

Estatistica feita por ANOVA seguida de teste Tukey.
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Figura 20. Corte histolégico do tumor (400 x) marcado com -aatpase-3 (setas). Animais
inoculados com células (A) B16-Mock (eletroporadasio transfectadas), (B) B16-Vetor
(transfectadas com o vetor pVAX) ou (C) B16-DNAHsg@ransfectadas com a vacina
DNA-Hsp65). Camundongos C57BL/6 foram injetados cdmx 10 células B16F10
eletroporadas em presenca ded@e DNA plasmideal. Ao final de 18 dias os animais
foram mortos para retirada do tumor e avaliacdoedpressdo de caspase-3 por

imunoistoquimica.
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6.8.2.3. Expressao génica no ambiente tumoral

Para avaliarmos a influéncia da transfeccdo préagcélulas B16F10 com DNA
plasmideal na expressdo génica no sitio tumorénops por detectar genes envolvidos
com 3 padrbes diferentes da resposta imunolégioaant avaliadas por RT-PCR em
tempo real as mensagens dos genes de T-bet e GAfles{Bctivamente relacionados
aos padrdes de resposta Thl e Th2, e o gene dmaith-17, relacionada ao padréo
Thl7.

O RNAmM obtido a partir dos tumores dos animais geeeberam as células
eletroporadas, na presenca ou ndo de DNA plasmidealaliado quanto a integridade
(Figura 21 A), revelando as 2 bandas caracteristicas das formassespiralada (28S) e
menos espiralada (18S). A qualidade do cDNA foiliaga por PCR em tempo real
para o gene d@—actina Figura 21 B) e sua amplificagéo foi usada para a normalizacao
das amostras. Os resultados da quantificacdouel@m relagcédo ao Grupo B16-Mock)
dos genes de GATA-3, T-bet e IL-17 estéo ilustradag-igura 22. Destacamos o
visivel aumento na expresséo de T-bet nos Grupe®AHsp65 e Grupo B16-Vetor
em relagdo ao GrupoB16-Mock. Assim como para anmanto intratumoral, o Grupo
B16-Mock nado exibiu qualquer amplificacdo para megela IL-17 na concentragéo
inicial de 200 ng de cDNA, sendo necesséario pddiuma quantidade maior (1pg de
cDNA), apesar disso, 2 animais do grupo Bl16-Moclo rékibiram nenhuma
amplificacéo para este gene (dado n&do mostrado).

N&o foi observada diferenga quanto a expressaen® de GATA-3.

94



Resullados

w
-3
&
4 & 3
S 5 Z
2 = A
= 2 2
A =] =]
A
S —  Bl6Mock
Ble-Vetor
188 B16-DNAHsp65
Controle negativo
B

Norm. Fluoro.
a
~
@
X

Threshol]

Figura 21. Resultado da reacdo de RT-PCR em tempo real. I@)ofbrese em gel de agarose
1,5% para andlise da integridade do mRNA, mostrasdduas bandas, 28S e 18S. (B)
Curva de fluorescéncia normalizada para andlisatijativa da amplificacdo do gene da
B-actina. Animais inoculados com células B16-Modktteporadas e nao transfectadas),
B16-Vetor (transfectadas com o vetor pVAX) ou B1IEAHsp65 (transfectadas com a
vacina DNA-Hsp65). Camundongos C57BL/6 foram imjet com 5 x 1D células
B16F10 eletroporadas em presenca deglde DNA plasmideal. Ao final de 18 dias, os
animais foram mortos para remoc¢éo do tumor, extrdgdRNA e realizacdo de RT-PCR

em tempo real.
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Figura 22. Quantidade relativa de RNAmM dos genes GATA-3, Tebdt-17. Animais inoculados
com células B16-Mock (eletroporadas e néo trareflasf), B16-Vetor (transfectadas
com o vetor pVAX) ou B16-DNAHsp65 (transfectadasnca vacina DNA-Hsp65).
Camundongos C57BL/6 foram injetados com 5 %culas B16F10 eletroporadas em
presenca de 1@ de DNA plasmideal. Ao final de 18 dias, os angrfaram mortos
para remocé&o do tumor, extracdo do RNA e realizdedRT-PCR em tempo real. Para
a ilustracédo gréfica do padréo de expressado gésadados da expressédo dos genes nos
Grupos B16-Vetor e B16-DNAHsp65, normalizados petmtrole internof-actina
estdo apresentados em relacdo aos valores obtdgsipo B16-Mock. Os dados foram
inseridos na equag&o 2 (Anexo @y, = (1+EB) [4¢g"® - FIRIUCL BT essencialmente
equivalente a: [expressao génica relativa dos Grugi®-Vetor ou B16-DNAHsp65,
normalizados pelap—actina] / [expressdo génica relativa do Grupo BIbgk
respectivamente, normalizados pg@laactina]. Dados apresentados em média + DP.

Expresséo génica relativa comparada por test&tudient.
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Tratamento intratumoral com a vacina DNA-Hsp65 adsovida a lipossomas DRV:
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6.9.Uso de DNA plasmideal encapsulado em vesicliggssomais

6.9.1. Sobrevida e resposta imune induzida pela vaa DNA-Hsp65 adsorvida a
lipossomas DRV

Para avaliar se a vacina DNA-Hsp65 adsorvida a$ipmas DRV aumentaria a taxa
de sobrevivéncia em relagcdo aos animais tratados a&o/acina DNA-Hsp65 nu, a
sobrevida dos mesmos foi acompanhada. Observanga @qyec¢ao intratumoral com
DNA em lipossoma (DRV-DNAHsp65) ndo alterou a seltt@ dos animais quando
comparado ao Grupo Salina. Além disso, os animasreceberam injecdo de DNA nu
mostraram sobrevida maior quando comparados aquebliados com DNA

encapsulado ou tratados com salifigra 23).
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Figura 23. Porcentagem de sobrevivéncia de animais tratadmssatina ou vacina DNA-Hsp65
adsorvida ou nao a superficie de lipossomas DRVmuBdongos C57BL/6 foram
injetados s.c com 5 x {@élulas B16F10 no flanco. Dez dias apés a impidatalo
tumor, os animais receberam 100 pl de Salina (Gs@iina), pVAX-Hsp65 (Grupo
DNA-Hsp65) (1ug/ul), DRV-pVAX-Hsp65 (Grupo DRV-DNASH65) (0,5ug pVAX-
Hsp65/ul). Todos os animais foram acompanhadosuatémorte para avaliagdo da taxa
de sobrevida.

# p<0,05 em relacdo ao Grupo Salina.

Curvas de Kaplan-Meier e diferencas avaliadasfeske de log rank.
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6.9.2. Resposta imunoldgica induzida pela vacina BNHsp65 adsorvida a

lipossomas DRV

6.9.2.1. Massa tumoral

Podemos observar que o resultado de massa tunkiogakrd 24) indicou que os
tumores do grupo DNA-Hsp65 se encontravam sigitifiamente menores em relacéo
ao Grupo Salina. No grupo DRV-DNAHsp65, ndo houiferenca estatistica quando

comparado ao controle Salina.
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Figura 24. Massa tumoral (g)camundongos C57BL/6 foram injetados s.c com 5%c&lilas
B16F10 no flanco. Dez dias apds a implantacdo thmtuos animais receberam 100l
de Salina (Grupo Salina), pVAX-Hsp65 (Grupo DNA-ESp (1pg/pl), DRV-pVAX-
Hsp65 (Grupo DRV-DNAHsp65) (0,5ug pVAX-Hsp65/ul).oAinal de 22 dias os
animais foram mortos para remo¢do e pesagem dor.tubamlos apresentados em
média = DP.

# p<0,05 em relacdo ao Grupo Salina.

Estatistica feita por ANOVA seguida de teste Tukey.

99



Resullados

6.9.2.2. Células imunes infiltrantes no tumor e lesespecifica mediada por células T
CDS8

As células imunes infiltrantes no tumor e a lispeeffica mediada por células T
CD8 foram avaliadas a fim de determinar se anitnaiados por via intratumoral com a
vacina DNA-Hsp65 adsorvida a lipossomas DRV aptesiam diferenca quando
comparado a terapia com DNA-Hsp65 nu no recrutamelet células do sistema
imunoldgico (células CD4, CD8 e APCs) para o gitimoral e se ocorreria aumento da
lise especifica de células B16F10 mediada porditdé T CD8.

O resultado das células infiltrantes na massa talnapos essa estratégia, esta
apresentado niigura 25. Observamos que o tratamento com a vacina DNA-5isp6
forma DNA nu aumentou significativamente a porcgata de células T CD4/CD44hi e
T CD8/CD44hi Figura 25 A e B quando comparado aos demais grupos. Porém, o uso
de DNA-Hsp65 encapsulado em lipossomas DRV foi agneeficiente em recrutar as
subpopulacbes T CD4 e CD8 para a area tumoral, nabs#o-se reducdo na
porcentagem dessas células quando comparada & @stratégias. Por outro lado,
houve um aumento na expressdo de CD86 nas ceéluldslcC estatisticamente
significativo, mesmo quando comparado ao grupo MMNAHsp65 e grupo DNA-
Hsp65.

Em relagdo ao ensaio de citotoxicidade, constataauosento significativo de lise
especifica de células B16F10 mediada por linfocitdSD8 nos grupos tratados com
DNA-Hsp65 adsorvido ou ndo a lipossomas. Além dissgrupo DRV-DNAHSsp65
apresentou maior porcentagem de lise especificanmegsiando comparado ao grupo
DNA-Hsp65 figura 26). No entanto, se analisarmos a porcentagem desisecifica
nos diferentes tratamentos, observamos que néoifeééernta entre as estratégias

utilizadas na inducéo da citotoxicidade.
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Figura 25. Porcentagem de células imunes infiltrantes do turoom expressdo de (A)
CD4/CD44hi, (B) CD8/CD44hi; (C) CD11b/CD86 e (D) CIx/CD86. Camundongos
C57BL/6 foram injetados s.c com 5 x*1#lulas B16F10 no flanco. Dez dias apds a
implantagdo do tumor, os animais receberam 100|8ali@a (Grupo Salina), pVAX-
Hsp65 (Grupo DNA-Hsp65) (1ug/ul), DRV-pVAX-Hsp65 riipo DRV-DNAHSp65)
(0,5p0 pVAX-Hsp65/ul). Ao final de 22 dias os anisnioram mortos para retirada do
tumor e avaliagdo das populacdes celulares citaragrfluxo. Dados apresentados em
média = DP.

* p<0,05 em relacdo aos Grupos Salina e DRV-DNAHsp65
# p<0,05 em relacao ao Grupo Salina

¢ p<0,05 em relagéo ao Grupo DNA-Hsp65

Estatistica feita por ANOVA seguida de teste Tukey.
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Figura 26. Porcentagem de lise especifica de células tumorgdiada por células T CDS.
Camundongos C57BL/6 foram inoculados s.c. com 8*células B16F10. Dez dias ap6s
a implantacdo do tumor, os animais receberam 188 8alina (Grupo Salina), pVAX-
Hsp65 (Grupo DNA-Hsp65) (1pg/pl), DRV-pVAX-Hsp65 ri(po DRV-DNAHSp65)
(0,5png pVAX-Hsp65/ul). Ao final de 22 dias os anisnforam mortogpara remocéo do
baco, as células foram colocadas em co-cultura cmonocamada de macréfagos
pulsados com lisado total do tumor. Apos 4 diascélelas T CD8 (efetoras) foram
purificadas e colocadas em contato com as célulésB) (alvo) por 18 horas. Apds esse

periodo, a taxa lise especifica das mesmas foiaalgalDados apresentados em média *
DP.

# p<0,05 em relacdo ao Grupo Salina
@ p<0,05 em relacdo ao Grupo DNA-Hsp65
Estatistica feita por ANOVA seguida de teste Tukey
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7. Discussao

A idéia de que as células neoplasicas podem “évddirreconhecimento imune
contém implicitamente o conceito de que os tumpogem ser destruidos pela resposta
imunoldgica, tanto de forma espontdnea quanto cmwoltado de uma intervencgao
imunoterapéutica (Khong and Restifo, 2002). Diverslulas e moléculas da
imunidade inata e adaptativa participam do recantetto e destruicdo das células
tumorais, um processo conhecido como vigilancianiohagica. Entretanto, as células
neoplasicas evitam essa vigilia por meio do dedeinvento de clones pouco
imunogénicos (selecdo imunoldgica) e também pelaressdo ativa da resposta
imunologica (subversdo imunologica) (Zitvogel et @006). Dessa forma, inUmeras
estratégias terapéuticas no combate ao cancervenva utilizacdo de moléculas que
possam aumentar a apresentacdo de antigenos tsirmoraiesmo estimular o sistema
imunoldgico, atuando muitas vezes como “sinaisategp” (Todryk et al., 2000).

Nesse contexto, as proteinas de choque térmices(Hai@ém de alvo imunoldgico
contra uma série de doencas infecciosas, comegasandescritas no inicio da década
de 90 também pelo potencial uso contra neoplastasdal a sua capacidade de
estimular a imunidade inata e suas propriedades@umir resposta antigeno-especifica
aos peptideos Hsp-associados (Srivastava, 2002ase0modo, iniciou-se em 1993 o
desenvolvimento de pesquisas com Hsps na area weoiemapias antitumorais em
nossas linhas de investigacdao, no modelo de linfodmaHodgkin (Silva et al, 1993).
Diferentes trabalhos na literatura tém documentap® as Hsps apresentam
caracteristicas muito promissoras no combate alasap (Srivastava, 2002a; Ren et
al., 2008), o que explica sua utilizacdo em difesenabordagens de tratamento
antitumoral, inclusive ensaios clinicos (Wood et2008; Michaluart et al., 2008).

No presente estudo, abordamos a utilizacdo da asdaihA-Hsp65, desenvolvida
por N0SSO grupo, em trés estratégias principaig:tdgtamento por via intratumoral com
DNA plasmideal nu na massa ja implantada; 2) asteméncia de células tumorais
previamente transfectadas com os DNA plasmided)soeuso de DNA encapsulado em
lipossomas obtidos pelo método da desidratacadregbcdo (DRV) inoculado por via
intratumoral. Dessa forma, podemos considerar nedsadagem em dois pontos
distintos. O primeiro envolve dois enfoques queamisuma terapia contra o tumor,

usando tanto DNA nu em diferentes doses, como sotgp em lipossomas. O
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segundo foi uma estratégia para tentarmos avatiesmo que indiretamente, o efeito
do DNA-Hsp65 e da proteina no desenvolvimento dameena. Assim, usamos células
tumorais transfectadas com a vacina DNA-Hsp65 peompanhar o desenvolvimento
tumoral.

Nossos resultados mostram o potencial antitumaraVatina DNA-Hsp65 tanto
qguando administradan situ como quando transfectada previamente. Além disso, d
ponto de vista de aplicacdo clinica, nossos dadosimmportantes por indicar um
conjunto de possiveis parametros de avaliacdo gssam servir como biomarcadores
para auxiliar na validacdo da eficacia clinica deas estratégias terapéuticas contra o
cancer.

Como uma tradicdo de nosso laboratorio, a prima@dagem foi usar o DNA-
Hsp65 nu para analisar alguns parametros. Inicigneavaliamos a sobrevida dos
animais tratados com 1, 2 ou 3 doses de 100ug daav®NA-Hsp65 e observamos
gue, embora todos os animais tivessem morrido algeS0 dias de experimento, 0
grupo tratado com a dose Unica da vacina DNA-Hsgi®sentou sobrevida maior,
estatisticamente significante, quando comparadadao®is grupos controles. A maior
sobrevida observada com apenas uma dose de DNiigked quando comparado com
as demais inoculacbes nos grupos DNA-Hsp65 2x e BINP65 3x € bastante
intrigante do ponto de vista da resposta imune. Uipétese aventada para explicar tal
resultado poderia ser decorrente de excessiva wagéo antigénica, pelo curto
intervalo de tempo entre as doses, 0 que podeusacaelecdo das células T ativadas
(Fonseca et al., 2007) Entretanto, estudos fus&osecessarios para compreensao dos
mecanismos envolvidos nessa resposta.

Por outro lado, o fato da estratégia de uma daos&de a Unica com capacidade de
aumentar a sobrevida dos animais € mais promissobém por outras razdes, pois
dentre as estratégias de otimizacdo, objetiva-ssmdacdo da quantidade de material
genético introduzido bem como a diminuicdo do namee injecdes administradas
(Rosada et al., 2008), tornando o procedimento ména@sivo, principalmente por se
tratar de inoculacdes intratumorais.

Na avaliacdo da sobrevivéncia dos animais que eeasb as ceélulas tumorais
previamente transfectadas, observamos que, da nfesma que o tratamento por via
intratumoral na dose Unica, o grupo que recebecéhdas transfectadas com DNA-

Hsp65 (B16-DNAHsp65) apresentou uma taxa de sol#ewia significativamente
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maior quando comparado aos grupos B16-Vetor e B&ékMContudo, de maneira
diferente do grupo Vetor, que nao diferiu do grigadina, o grupo B16-Vetor teve
aumento na porcentagem de sobrevivéncia em relagiogrupo B16-Mock,
possivelmente devido a estimulacdo inespecificaedposta imunoldgica promovida
pelo vetorper se Apesar da transfeccdo com o gene da Hsp65 napraéegido
completamente os animais contra o desenvolvimentmassa tumoral, aparentemente,
0 mesmo conseguiu retardar o crescimento neoplasiovavelmente pelos mesmos
mecanismos de quando realizamos o tratamento untcal com a vacina. Esse
resultado € bastante importante, pois com uma glaal® muito menor da vacina,
conseguimos atingir resultados semelhantes a ter@piretardo no desenvolvimento
tumoral nas células transfectadas pode indicarnsgacdo da Hsp65 ou do DNA
plasmideal, quén vivo, possam agir sobre células do sistema imune. Dassge, 0s
dados até agora discutidos sugerem que a estruttaraDNA plasmideal e,
principalmente, a Hsp65 tenham alguma acao antiainao interagir diretamente com
células imunes presentes no tumor, ou indiretamérdazindo, nas células tumorais, a
expressao de moléculas necessarias a respostaldgicao Embora nossos dados néo
nos permitam uma conclusdo definitiva sobre os nisg®ws da Hsp65, eles abrem
perspectivas para uma avaliacdo mais aprofundada.

O potencial das Hsps na imunoterapia de tumoresstdm bastante explorado e
apresenta resultados promissores inclusive no aondn sobrevida. Hashemi et al.
(2007) demonstraram que animais portadores desibcoma WEHI-164 e tratados
com uma vacina de lisado total de células WEHI-t6rh expressdao aumentada de
Hsp70 apresentaram sobrevida maior quando compsaeadgrupo tratado apenas com
o lisado tumoral.

Resultados obtidos em outro trabalho de nosso gmigstraram o potencial da
proteina recombinante Hsp65 (rHsp65) no combatemeres. Tal estudo utilizou a
rHsp65 como adjuvante em associacado com lisadorédirda célula CJCL (linhagem
transfectada permanentemente com o gene da Hd@659studo, foram realizadas 3
imunizacdes nos dias -10, 0 (dia do desafio tuherdld em camundongos inoculados
intraperitonealmente (i.p.) com a linhagem tumgratental J774 e se observou que
esses animais tiveram uma reducdo de 1,9x no aandantnassa corpoérea total, bem
como apresentaram maior taxa de sobrevida quandparados ao grupo salina

desafiado (Botte, 2007). Assim como o estudo dirde fase | realizado por nosso
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grupo em pacientes terminais com carcinoma escadwsabeca e pescoco (sobrevida
média de 6 meses) no qual avaliamos a segurangacitiea DNA-Hsp65 e sua inducao
de resposta clinica. Dos 21 pacientes tratadogprdsentaram reducdo do volume
tumoral e 2 estdo vivos apOs quase 3 anos do t@rgonensaio (Michaluart et al.,
2008).

Além disso, no estudo atual, optamos por aval@itetudo a resposta imunoldgica
no sitio tumoral, pois existem muitas evidénciastnamdo a correlacdo positiva entre a
presenca de linfécitos no tumor e 0 aumento deesata de pacientes para diferentes
tipos de cancer como, por exemplo, mama (Rilkd.e1891), bexiga (Lipponen et al.,
1992), célon (Nacapoulou et al., 1981; Nalto ef 4898), prostata (Epstein et al.,
1976), ovario (Deligdish et al., 1982), reto (Jd€¥86) e neuroblastoma (Palma et al.,
1978). Em alguns casos, uma correlacdo mais refimaabtrou que os linfécitos T CD8
sao a populacao relevante que afeta a taxa devadghreia (Nalto et al., 1998).

Dados da literatura mostram também que a presentiafdcitos infiltrantes pode
ser considerada um importante marcador prognoésticaumerosos tipos de cancer, em
particular nos casos de melanoma, carcinoma denc@dvogel et al., 2004) e
carcinoma de ovario (TomSova et al., 2008). Aléssdlj em pacientes com carcinoma
de colon e reto, a presenca de RNA mensageiro (RNAon tumor codificando
moléculas expressas por células efetoras do tijocbmo granzima B, granulisina, T-
bet, IFNy, entre outras, havia reducdo de invasao metast@taumento de sobrevida
(Pages et al., 2005)

No presente trabalho, observamos que, ap0s adecapn DNA-Hsp65 na dose
Gnica, ocorreu aumento significativo da express@iandléculas co-estimulatorias nas
populacbes de células apresentadoras de antigeABEs), CD11b/CD86 e
CD11c/CD86, compostas principalmente por macrofagoscélulas dendriticas.
Ressaltamos também o aumento significativo dasaseluCD8 com fendtipo ativado,
(CD8/CD44hi), consideradas como uma das populagélesares mais importantes no
combate a tumores devido a sua capacidade citoljior exemplo Enomoto et.al
2006) e, como discutido anteriormente, por suaetagéio com o aumento da taxa de
sobrevivéncia. Aléem disso, o tratamento por viaatoimoral com a vacina de DNA-
Hsp65 também foi capaz de retardar o desenvolvomsgplasico, avaliado pela massa
tumoral. O aumento da porcentagem de lise espacffadiada pelas células T CD8 e a
presenca de caspase-3 no tecido vacinado sugerdabumecanismo possa estar
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envolvido no controle do desenvolvimento tumorab Bntanto, como ndo temos
nenhuma correlagao direta entre a acdo de T C&erao de capase-3 no tumor, nao
podemos excluir que outros mecanismos estejancipanido da inducdo dessa caspase,
inclusive a propria acdo do DNA ou da Hsp65 (endaly em apoptoses). A analise
histopatoldégica mostrou a existéncia de extensaasade necrose e a marcacao
imunoistoquimica evidenciou a presenca de apoptatespecto € interessante para
estudos futuros em relacdo ao mecanismo de agZacuten.

O uso das células tumorais transfectadas foi cdpazduzir a ativacdo de células T
CD8 especificas ao tumor. No nosso caso, as célutagrais foram provenientes de
cultura, entretanto numa situacéo diferente, agda®tumorais transfectadas poderiam
ser orignarias da massa tumoral do paciente sezuessidade de separacdo das células
dendriticas do individuo, favorecendo ensaios ad®ifuturos, dentre outros fatores,
pela reducéo de custos.

De modo semelhante & terapia intratumoral, a abgerdade tratamento com as
células B16F10 previamente transfectadas com o gimeHsp65 retardou o
desenvolvimento tumoral em relacdo aos seus cestrdl transfec¢cdo prévia com a
vacina também demonstrou aumento significativo decgntagem de linfocitos T
infiltrantes com fenodtipo ativado (CD4/CD44hi e QDB44hi) e da expressédo de
CD86 na populacdo CD1llc quando comparado ao GrugsMbck. Embora tais
resultados estejam em discordancia com os observaalo Tarrant et al. (2004), os
quais descrevem que 0s animais que receberamudascBIL6F10 transfectadas com o
gene da Hsp65 de micobactéria ndo exibiram qualgtero no crescimento do tumor.
As discrepancias entre nossos estudos e os denfTatral (2004) possivelmente sejam
devidas aos diferentes métodos de transfeccdo gagwse e ao vetor utilizado pelos
autores.

Lukacs et al. (1993) observaram total perda dacidpde de desenvolvimento
tumoral nas células de linfoma J774 transfectadamg@nentemente com o gene da
Hsp65 por vetor retroviral, diferentemente, no nosaso, a transfeccdo prévia das
células B16F10 com a vacina DNA-Hsp65 nao foi cap@zonter completamente o
desenvolvimento neoplasico. Apesar disso, nosstesdadicam potencial reducédo de
desenvolvimento do tumor e aumento da imunogerdeiddas células transfectadas
com o gene da Hsp65 como observado por Lukacs etra divergéncia importante é

0 uso de retrovirus pelos autores, o que pode manggpressdo da Hsp65 por mais
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tempo quando comparado a nossa transfeccdo comydlasAideal. Outro aspecto que
concorre para a diferenca dos dados obtida podatsbuido as linhagens tumorais
distintas e, assim como no trabalho de Tarrantl.e(2804), a diferente forma de
transfeccéo.

Um resultado bastante intrigante foi 0 aumentoddieevida e menor massa tumoral
do grupo B16-Vetor quando comparado ao grupo Bl6kMama vez que o vetor,
quando inoculado na forma de inje¢céo intratumarag teve potencial de aumentar a
sobrevida nem de conter o desenvolvimento neoplastossivelmente, a acdo da
estrutura do vetor, um DNA plasmideal, que apre@ssntiéncias de citosina-fosfato-
guanina (CpG), conhecidamente capazes de se ligaceptores do tipo Toll 9 e
desencadear uma cascata de sinalizagcédo que inalizggo de citocinas de padrao Thl
(Krieg, 2002; Klinman et al., 2004), possa estatoéndo nos resultados obtidos. Nesse
caso, a eletroporacdo com o vetor poderia facibtza acdo nas ceélulas tumorais,
quando comparado a injecao intratumoral, na qualokcula tem menos acesso as
células alvo.

Diversos estudos mostram que o sistema imune rdepas seqiéncias CpG por
meio da ativacdo de uma resposta semelhante aéop@ldi e podem ser exploradas na
terapia contra o cancer (Schreiber, 2001; Kunilatal., 2004). Historicamente, sua
importancia foi destacada na terapia contra tum@@s a resposta imune antitumoral
induzida pelo extrato do bacilo de Calmette-Gu@B8G) contra tumor de bexiga foi
atribuida a presenca do DNA bacteriano, mais efp@tiente aos motivos CpG
presentes no cromossomo micobacteriano (Krieg, 2002 nosso caso, embora sejam
necessarios estudos futuros e, permaneca ndoeesdtéan razdo pela qual a forma de
entrada do vetor faca extrema diferenca para swsca@d, os resultados de expresséo
génica no ambiente tumoral vém elucidar que redkenamcao antitumoral no grupo
B16-Vetor esta correlacionada com a estimulag&sisiema imunoldgico.

O fator de transcricdo T-bet € essencial para aesg@o de genes que levam a
resposta de padrdo Thl, tais como a diferenciagdoétlilas Tnaive e outros tipos
celulares da resposta imunoldgica. Ao mesmo tempapressao de T-bet redireciona a
diferenciacéo das células T, por exemplo, célul#a tfansduzidas com T-bet passam a
produzir IFNy e reprimem a expressao de IL-4 e IL-5 (Szabo.ef@00). O fator T-
bet também desempenha importante papel na difegecide linfocitos T citotoxicos e
ativacao de células “natural killer” (NK) (Glimchet al., 2004; Sullivan et al., 2003) e
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enquanto células T CD8 T-bet estimuladasin vitro produzem quantidades
equivalentes de IFN; sua atividade citotoxica antigeno-especiiicaivo € gravemente
impedida (Sullivan et al., 2003).

Esses dados da literatura reforcam o que obtiveemosnossos resultados de
expressao génica, pois exclusivamente 0s grupos regposta antitumoral tiveram
aumento da expressao do fator T-bet. Nesse sewgdanimais tratados com a vacina
DNA-Hsp65, por via intratumoral, apresentaram aumesignificativo da expresséo
génica relativa de T-bet quando comparado ao gvigbor. Novamente, na abordagem
de transfeccdo prévia das células tumorais, o gtigsfectado apenas com o vetor
apresentou expressao génica relativa de T-bet Bantelao grupo transfectado com a
vacina, o que volta a indicar que o vetor pVAXraduzido diretamente no citosol das
células tumorais esta, de alguma forma, ativansistema imunolégico contra o tumor,
mesmo que de forma inespecifica. A partir do quiepws chamar como “primer”, a
resposta imunologica no ambiente tumoral se dedamie podendo levar a ativacao de
uma imunidade adaptativa. Vale a pena ressaltarpquee qualquer dos enfoques de
tratamento avaliados, ndo houve modulacdo da esgwegenica de GATA-3 (padrao
Th2 de resposta).

Enquanto a presenca do fator de transcricdo Trbletgcionada com o padréo de
resposta Thl, € amplamente documentada como delseginducdo de uma resposta
imune contra tumores (por exemplo Werneck et aD8200 papel da IL-17 em
neoplasias é controverso. Alguns trabalhos mostyaena IL-17 estd envolvida com o
crescimento de tumores cervicais humanos em camgodomude e é associada ao
aumento dos niveis de expressao de IL-6 no sithoital (Tartour et al., 1999), a qual,
em quantidades aumentadas esta correlacionada @emcial invasivo de carcinomas
cervicais (Pages et al.,, 1999). Langowski et a00@} apontaram a IL-17 como
responsavel pela promoc¢édo do cancer e que o eb@3/IL-17 poderia implicar na
causa da neoplasia. No entanto, outras evidénuiisam que a IL-17 pode proteger
contra o desenvolvimento do cancer por meio degégedumoral mediada pelo sistema
imunoldgico (Hirahara et al., 2001; Hirahara et 2000; Benchetrit et al., 2002). Nesse
sentido, Benchetrit et al., 2002 demonstraram gliel& inibiu o crescimento de dois
tipos de tumores hematopoiéticos, mastocitoma P8lalasmocitoma J558L, em

camundongos imunocompetentes. Kottke et al. (20@0straram ainda que a
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autoimunidade mediada por células Th1l7, induzida H&p70, pode ser explorada
como imunoterapia contra carcinoma metastaticordstata.

Um trabalho publicado recentemente mostrou quelaselThl7 adotivamente
transferidas tiveram acéo principal na destruicAarelanoma B16 avancado e que,
inesperadamente, o efeito terapéutico dessas séhilalevido a producdo de IFN-
enquanto a deplecédo de IL-17 e IL-23 teve poucaattpna terapia (Muranski et al.
2008). Ao contrario dos dados obtidos por essemesie, diferentemente dos trabalhos
gue apontam a citocina IL-17 como deletéria no mledgimento do cancer, no
presente trabalho, a IL-17 parece desempenhar iamter papel na resposta
imunologica antineoplasica e o aumento de sua ss@oe génica parece estar
relacionado com protecdo contra o crescimento dwituuma vez que, assim como
para o fator de transcricdo T-bet, os grupos conommsobrevida e menor massa
tumoral tiveram maior expressao génica relativdlde7 (grupos DNA-Hsp65, B16-
Vetor e B16-DNAHsp65).

Dessa forma, assim como argumentado por Benchetilt (2002) e Bronte (2008),
consideramos que, possivelmente, a IL-17 tenhal palp®tropico, e assim como
outras citocinas, possa desempenhar atividadesgamissas na regulacdo do
desenvolvimento neoplasico, sendo assim, outrosrefstdevem ser levados em
consideracdo, como a imunogenicidade do modelo ralme as condi¢cdes do
hospedeiro.

O ensaio de citotoxicidade trouxe mais uma dasiypeissformas de atuagcdo da
nossa vacina, visto que os animais tratados pomtiatumoral com a vacina DNA-
Hsp65 apresentaram maior porcentagem de lise éispatds células B16F10 mediada
por linfocitos T CD8 quando comparado aos seusendsies controles. Por outro lado,
0 grupo B16-DNAHsp65 apresentou citotoxicidade efjpa superior apenas quando
comparado ao grupo B16-Mock, complementando ossdadteriores de que o vetor,
quando introduzido diretamente no citosol da célullamoral, parece desempenhar
algum papel que contribua com a resposta imuneaannesma.

Com relacdo ao ensaio de citotoxicidade propriaengito, embora possa ser
questionada a utilizacéo de proteinas exogenasidlisimoral) para a realizacao da co-
cultura e obtencéao dos linfécitos T CD8 especifmos antigenos das células B16F10, a
ocorréncia de apresentacao cruzada € um eventmed@oum. Olazabal et al. (2008)
demonstraram que macrofagos séo capazes de fagotigenos protéicos, soluveis ou
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nao, e apresentar seus peptideos via MHC de dlasségmulando assim a proliferacao
e producdo de citocinas por linfocitos T CD8. Igsiifica nossa metodologia que tinha
por objetivo privilegiar as células ja primadas spexificas ao tumor, com menor
interferéncia das célulamiveem nossa avaliacao de lise especifica.

Além das sequéncias CpG que podem estimular inéispetente a resposta imune
(Ishii et al.,, 2004), as Hsps sao altamente imumcg8 e podem auxiliar na
apresentacdo de antigeno do tumor, por seu papgiagerona (Srivastava and Maki,
1991). Desse modo, nossa vacina DNA-Hsp65, parasrab abordagens, parece ser
capaz de aumentar a sobrevivéncia dos animaiarlaeto desenvolvimento neoplasico
por meio da estimulagdo da resposta imunoldgic&ra&antumor, a qual é evidenciada
pelo aumento de moléculas co-estimulatérias nassAROmento na porcentagem de
linfécitos T com fendtipo ativado no sitio tumoeataior citotoxicidade especifica.

Finalmente, numa tentativa de otimizacao do tratéonimtratumoral, optamos por
avaliar a utilizagdo de estruturas lipossomais péeecer o DNA as células tumorais.
Os lipossomas, quando comparados a outros sistean@mdores, além de protegerem
as biomoléculas da degradagdo por nucleases eagestesustentam uma liberagéo
controlada do material encapsulado, possuem pdgatés adjuvantes e sdo capazes de
interagir com as células pela similaridade de c@igdo das suas membranas
(Gregoriadis, 1995; Goyet al., 2005).

Nesse contexto, decidimos utilizar lipossomas DRbis dentre as formulacgdes
testadas por nosso grupo, foi a que apresentour refidEncia em primar a resposta
imunologica em um padrdo Thl protetor na preverd@duberculose experimental
(Rosada et al., 2008). Ao mesmo tempo, optamoseudtmue de tratamento de massa
tumoral j& implantada para otimizacdo, devido ensieccdo prévia das células
neoplasicas representar uma situacdo nao real a@mento. Na literatura,
freqientemente, apenas tumores extremamente pequedo vascularizados ou
“metastases” microscopicas hepaticas ou pulmonawdem ser tratadas. Em outros
casos, o tratamento é realizado antes do desafioréll e, nessas circunstancias, a
protecdo pode ndo mimetizar um cenario clinico eesalia relevancia para pacientes
humanos com doenca estabelecida é verdadeiramestési

Além disso, a op¢do por modelos mais proximos d® agorre na clinica pode
auxiliar também na deteccdo das limitacbes da algerd testada e na busca por

estratégias que visem minimizar essas limitaco@s.nbdbsso caso mesmo, embora o
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tratamento com a dose Unica seja feito numa massaral visivel e palpavel, a

eficiéncia da vacina se restringe ao periodo ihdéadesenvolvimento do tumor (10
dias apo6s implantagdo), uma vez que, quando artegii® com a dose Unica foi iniciado
num momento tardio, numa massa tumoral maior (&4 dpds implantacéo), a terapia
falhou em conter o desenvolvimento neoplasico, stimalar o aporte de células do
sistema imune e em aumentar a citotoxicidade cocétalas B16F10 (dado nao

mostrado).

A tentativa de otimizacdo com a vacina adsorvidalgpmssomas DRV ndo gerou
uma resposta melhor frente ao melanoma B16F10.r@bees que os tumores do
grupo DNA-Hsp65 se encontravam significativamentnaones em relacdo ao grupo
Salina e apesar da tendéncia a reducdo da masseatura grupo DRV-DNAHsp65,
ndo houve diferenca quando comparado ao controleocérréncia de algumas
diferencas na acado da propria vacina de DNA nuocqor exemplo, 0 ndo aumento na
expressdo de CD86 na populacdo CD11lc pode teridaqor causa do periodo de
avaliacao diferente, pois para os demais estugggai@metros foram analisados no dia
18, enquanto neste caso, o dia 22 foi escolhiddar@ps por avaliar os parametros
imunologicos no dia 22 devido a utilizacdo de ¢stas de liberacdo controlada do
DNA, no caso lipossomas DRV, pois como Vvisto naesgao da proteina recombinante
no tumor, a mesma comecga a ser detectada 4 diasaapgecdo do DNA-Hsp65.
Portanto, acreditamos que a andlise no dia 18, coormalmente realizada nos
experimentos de dose Unica fosse demasiadamermtecprpara liberacdo, transcricao,
traducéo da proteina Hsp65 e atuacdo numa respwdta o tumor. Um dos problemas
com sistemas de liberac@ovivo é que embora protejam a molécula, podem dificultar
sua liberacdo para o interior da célula. Enquantopatologias nas quais o tempo de
inducdo da resposta imune nao precisa ser imed&toproprio ciclo replicativo do
patogeno (lento), nos casos como dessa neoplas@r&ardo na liberacdo da molécula
de DNA plasmideal para transcricdo e traducdo padexkplicar nossos dados.
Futuramente, analises de RT-PCR ou mesviestern Blopoderdo ajudar a esclarecer
essa questao.

Embora o grupo DRV-DNAHsp65 tenha apresentado neipressao de CD86 na
superficie das células dendriticas e maior peretmta lise especifica mediada por
células T CDS8, inclusive quando comparado ao gmp#-Hsp65, isso nao refletiu

numa resposta antitumoral efetiva com aumento teegima (principal parametro de
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resposta). O aumento da citotoxicidade especifioa,ser um ensaio funcional e a
maior expressdo de moléculas co-estimulatériasuparficie de uma importante APC
como a célula dendritica, poderia indicar que @naaem lipossomas atuaria de maneira
mais eficiente contra a neoplasia, entretanto,dieao rapido crescimento do tumor e a
observacao prévia do ndo beneficio da terapia quadchinistrada num momento mais
tardio (dado ndo mostrado) nos sugere que a vaDNA-Hsp65 adsorvida ao
lipossoma DRV parece nao ter sido capaz de promonex resposta no momento
adequado. Nao descartamos porém, que a utilizagdaljdvantes, como quantidades
adicionais de CpG, possa estimular o sistema indgicd, minimizando o efeito da
liberacdo mais lenta e permitindo, por fim, querniulacdo lipossomal exerca efeitos
benéficos a terapia.

Os resultados aqui apresentados reforcam o que gagso havia observado sobre
0 potencial da Hsp65 no combate a tumores pelm@sitdo da resposta imunolégica
(Silva et al., 1992; Botte, 2007; Michaluarte et aD08), o que é bastante relevante,
pois mesmo numa situagcdo na qual terapias conveisiocontra 0 cancer Sao
empregadas, o sistema imunolégico pode desempenpartante papel. Zitvogel et al.
(2008) relatam inclusive que a resposta imunolédpcal € necessaria para que a
quimioterapia tenha seu melhor efeito e que em nagu neoplasias, pacientes
portadores de defeitos no sistema imunoldgico témpuogndstico particularmente
negativo. Do mesmo modo, a resposta imune induzidaa células tumorais durante a
vigilancia imunolégica, pode contribuir com a efizada radio ou quimioterapia.

Pode ser argumentado que a necessidade de intoodigduma formulacéo
diretamente no tumor restrinja os tipos de canaermpssam vir a ser tratados com a
mesma. No entanto, 0s avang¢os tecnolOogicos em aqaitos para obtencdo de
imagensin vivo e em tempo real (por exemplo. Explore Ultra — Giflicam que
mesmo tumores em Orgaos internos poderdo recalmiacdes intratumorais guiadas.

Assim, nossos resultados mostram a importanciaspé®ina ativacéo e inducéo de
alguns mecanismos imunoldgicos no combate ao carm®io ja discutidos para outras
Hsp. Os dados aqui apresentados refletem a neadssitt se determinar parametros
imunologicos como controle de acdo antitumoral, taagém abrem perspectivas para
Novos ensaios entre a relagcdo a Hsp65 e tumoryamgue a vacina se mostrou capaz
de estimular a resposta imunoldgica contra a nsi@pl&m conjunto, os dados obtidos

mostram o potencial antitumoral da abordagem do DNA da transfeccéo prévia e e
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ao mesmo tempo abrem perspectivas para estuda®dufue possam aumentar a

efetividade dessa vacina no combate a tumores.
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8. Conclusoes

A vacina DNA-Hsp65 mostrou capacidade de retarddesenvolvimento do tumor
e aumentar a sobrevida dos animais. Essa atenuwlgamescimento tumoral e o
aumento da taxa de sobrevivéncia podem estar goiwahdos principalmente com
aumento da porcentagem de linfocitos T CD8 ativadmssiderados importante
indicador de resposta contra tumores. A vacina éamimduziu aumento da expressao
de moléculas co-estimulatérias na superficie dalagldendriticas no sitio tumoral,
favorecendo uma apresentacao antigénica eficiemteambiente ativador da resposta.
Além disso, o aumento da porcentagem de lise dg@ecias células de melanoma
B16F10 mediada por linfocitos T CD8 citotdéxicos tmasnducdo de uma das mais
relevantes respostas contra o cancer. A vacinaéiaurde mostrou capaz de atuar no
nivel de expressao génica, modulando os geneshd# &-1L-17 no ambiente tumoral.
Assim sendo, os dados aqui apresentados mostrantencial antitumoral da vacina
DNA-Hsp65 por meio da estimulacéo da resposta itdgnza.
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10. Anexos

10.1. Equacao para comparacao da expressao de gdeesteresse entre amostras

As equacg0Oes apresentadas foram extraidas na inegrabalho de Zhu et al. 2003
para normalizar amostras com eficiéncias de “pifhaiferentes.

Essa derivacao € baseada na equacao para amplifieggonencial de PCR:

X1= Xo (L+EST

Na qual:
XT - namero limiar (threshold) de moléculas alvo
Xo - numero inicial de moléculas alvo (antes da ancplgao)
E - eficiéncia da amplificagédo (PCR) do gene alvo
CT - sigla do inglés “cycle threshold”, nimero doa@ no qual a fluorescéncia cruza o

limiar determinado (para o gene alvo).

A equacgédo da curva padrao, a qual representa gmadicte o logaritmo da
quantidade de gene alvo antes da amplificacgpddhtra o CT, € a seguinte:

Y =RX + P (equacéo 1)
Na qual:

Xo = log (Xo)
Y=CT
=-Rlg (XT)]
=-1/[lg (1 + E)] (R é ainclinagdo da curva)

Para o gene constitutivamente exprgss@ctina (denominadd) e gene alvo
(denominado x),

RB =-1/[log (1 + B3)]
Rx =-1/[log (1 + EX)]

Dessa forma, a relacdo das eficiéncias de PCR @feyenes é:
(1+Ex) = (1+B)¥™
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A razao do nivel de expressao do gene X nas arsdstfeontrole — Salina ou B16-
mock) e B (teste - Vetor ou DNA-Hsp65; B16-Vetor BU6-DNAHsp65) (Kx) pode
ser expressa como:

KX - (1+EX) CTxA-CTxB
A razao do nivel de expressdo [fla actina na amostras A e B [fKpode ser
expressa como:

KB — (1+$) CTBA-CTPB

Utilizando a - actina como controle interno, o nivel de RNAmgdme X (x) na

amostra A e B apos calibracdo corfd &

pX = (1+H3) [ACtBAB — (RB/Rx) (ACtXBA)] (equagao 2)
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10.2. Inducéo da proliferacédo das células totaisluk;o em co-cultura

Devido a obtencéo de baixa quantidade de célul@®d, no delineamento 4.5.1.2.
a co-cultura foi pulsada com 5000Ul de IL-2 recamabite humana (rhIL-2) para cada 5
x 10° células de baco.

Para determinar a concentracao de rhiL-2 (ProleuKirterleucina- 2 recombinante
IL-2r Aldesleucina) a ser utilizada na co-culturgypa ao teste de citotoxicidade, foi
avaliada a capacidade linfoproliferativa em respastoncentragdes crescentes de rhiL-
2. Para isso, 3 camundongos C57BL/6 foram mortes gamocao estéril do baco. Os
bacos foram colocados em meio RPMI-1640 e em sagdigulssionados. As
suspensdes celulares foram lavadas e o sedimehitarceoletado por meio de
centrifugacdo a 1500g durante 10 minutos. O narder@élulas nas suspensdes dos
bacos foi ajustado para 5 x°®16élulas/ml em meio RPMI-1640 (Gibco-Invitrogen)
suplementado com 10% de soro bovino fetal (Invérgg 2mM de L-glutamina
(Sigma), 1mM piruvato de sodio (Sigma) e 20mg/mlgdmtamicina (Gibco) e as
células foram distribuidas em triplicata em plaga<®6 pocos, fundo chato (Corning),
adicionando-se 1l/poco. Em seguida, a cultura de células foi adiada a rhiL-2 em
diferentes concentragbes (10, 25, 50, 250, 10000 255000Ul) e como controle de
proliferacéo basal e controle positivo foram uditips, respectivamente, células apenas
em meio e Concanavalina Ayg para cada 5 x 2@élulas totais de baco). As células
foram mantidas em cultura a °87 com tensdo de 5% de €@pos 54 horas, 3A
timidina triciada {H-timidina) na concentracdo de O&5/poco foi adicionada &
cultura. As células permaneceram em cultura pos h@ihoras. ApGs esse periodo, as
células foram recuperadas por meio de um coletoehidas (Inotech) em papel de fibra
de vidro e colocados em frascos contendo liquidoimtdacdo (OptiPhase ‘HiSafe’ 3-

Perkin). A incorporacéo da timidina®H foi determinada em contador de cintilaggo
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Podemos observar a partir Beura - Anexo 1que a concentragdo de 5000UlI foi
Unica capaz de estimular a proliferacdo das céldéapaco de camundongos e que
diferiu estatisticamente do controle apenas conordei cultura. Além disso, como
esperado, as ceélulas apresentaram intensa proéiterguando na presenca de
Concanavalina A. Dessa forma, a concentracéo delafe rhiL-2 para cada 5 x 10

células foi utilizada na co-cultura realizada neaa com lipossomas DRV.

C—Imeio
40000+ i

10 UL IL-2
i B 25 UL IL-2

50 U.I. IL-2
£ 250 U.L. IL-2

= 20000+ EEEEEE 1000 U1 IL-2
c. & 2500 UL IL-2
100004 [ 5000 U IL-2

0 o Mo B e B

Figura - Anexo 1.Resposta linfoproliferativa de células de bacaa@®mundongo em resposta ao
estimulo com rhIL-2. 5 x focélulas foram distribuidas em triplicata em placas
de 96 pocos. Em seguida, a cultura de células da@icamada a rhlL-2 em
diferentes concentragdes e 0s respectivos congosvo (Concanavalina A) e
basal (meio de cultura). Ap6s 54 horas de cultfoladiciona 3A timidina
triciada ¢H-timidina). As células permaneceram em culturamais 18 horas e
foram recuperadas por meio de coletor de célulascérporacédo da timidina —
®H foi determinada em contador de cintilag&d p<0,05.

cpm — contagem por minuto; Ul — unidades internaaio

139



Anexos

10.3. Avaliacdo da especificidade do anticorpo aviicl

Células tumorais humanas da linhagem HEK293 forabmetidas a situacfes de
aumento de temperatura para avaliacdo da poss@elio cruzada entre o anticorpo
anti-Vacl e Hsp60. Além disso, o anticorpo comeéraati-Hsp60 (Monoclonal
antibody to Hsp60 — Clone Mab 11-13 — Imgenexutdizado como controle positivo.

As células foram cultivadas em placas de 24 polosi€) a temperatura de 37°C
por um periodo de 18 horas, em seguida parte fimlasn incubadas a 42°C e parte
permaneceu a 37°C por 5 horas. ApGs esse periodoltdea, foi retirado o meio de
cultura das células, elas foram lavadas 2 vezes EBB& 1x (NaCl 137mM, KCI
2,7mM, NaHPQ, 80mM e KHPO, 1,47mM, pH 7,2), foi adicionado 50ul de tampé&o
de lise RIPA (Tris 50mM, pH 8,0, NaCl 150mM, Duotli&ulfato de Sédio-SDS-0,1%,
IgePal 1%, Deoxiglicolato de sédio 0,5%, coqueteirdbidores-Complete, EDTA free-
Roche), as células foram homogeneizadas, coletadascubadas no gelo por 10
minutos, em seguida foram centrifugadas por 10 togha 10000g, 4°C e separado
pellet e sobrenadante.

O pellet foi acrescido de 20ul de dgua e homegadejz220ul do meio de cultura
retirado das células e 20ul do sobrenadante foeparados e a todas essas amostras foi
adicionado 5ul de tampao da amostra 5x (Tris-H@NAA pH 6,8, SDS 360mM,
glicerol 41,6%, azul de bromofenol 0,05% 2-mercafanol 12,5%). As amostras
foram, entdo, fervidas por 5 minutos e submetida®leiroforese em gel de
poliacrilamida 10% (Tampao de corrida-Tris-base M&E glicina 960mM, SDS
170mM, pH 8,3) por 20 minutos a 50V e em seguitiarh e 30 minutos a 100V.

Apés a eletroforese as proteinas foram transfergla® uma membrana de
nitocelulose (Life Technologiespor 1 hora e 30 minutos a 100V (Tampédo de
transferéncia-Tris-base 22,7mM, glicina 61mM, meld8,3%, pH 8,3), a membrana
foi incubada com tampé&o de bloqueio (PBS 1X, 2%B$#umina Bovina [INLAB],
0,05% Tween 20) por 2 horas a temperatura ambitvada (PBS 1x, 0,05% Tween
20) e incubada com o anticorpo anti-Vacl policladiklido 1:1000 ou com o anticorpo
anti-Hsp60 diluido 1:10000 a 4°@vernight No dia seguinte a membrana foi

novamente lavada e incubada com o anticorpo deacahti- IgG de camundongo
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(Molecular Probes) diluido 1:5000 por 1 hora a terafura ambiente e revelada com
DAB (Vector Peroxydase Substrate Kit).

Na Figura — Anexo 2observamos que o anticorpo policlonal anti-Vaaidpeido e
purificado por nosso grupo nao apresentou reati@dauzada com Hsp60 induzida por
estresse térmico. O anticorpo comercial anti-Hsp60,sua vez, reconheceu a proteina
recombinante Hsp65. Dessa forma, o anticorpo aatitVdemonstrou especificidade
para Hsp65 e foi utilizado para avaliacdo da prsata proteina recombinante no

ambiente tumoral.
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A 123456789

~ 64 KDa -

B

~ 64 KDa >

Figura - Anexo 2.Western Blotas células HEK298cubadas com (A) anticorpo policlonal
anti-Vacl ou (B) anticorpo monoclonal anti-Hsp6@sNriguras A e B,
canaleta 1: Ladder; canaletas 2 - 4: células irdadaa 37°C e
canaletas 5 -7: células incubadas a 42°C; canak®ass: meio de
cultura; canaletas 3 e 6: pellet (fracdo celulapliivel); canaletas 4 e
7: sobrenadante (fracdo celular solavel); candeteazia; canaleta 9:
2,5ug da proteina Hsp65 recombinante (64,15Kda)figada em
coluna HisTrap Chelating HP em sistema AKTA puri{i6E).
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10.4. Certificados do comité de ética

UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

B FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

“CAMPUS” DE RIBEIRAO PRETO
TELEFONE: PABX 602.3000 — FAX: (0XX16) 633.1586
14049-900 - RIBEIRAO PRETO - ESTADO DE SAO PAULO

Té e 0%

Interessado(a): GIOVANNA RIBEIRO DOS SANTOS
Orientador(a): Prof. Dr. CELIO LOPES SILVA

Assunto: “Efeito terapéutico da vacina DNA-hsp65 em melanoma
BI16F10”.

INFORMACAO

O projeto intitulado “Efeito terapéutico da vacina DNA-
hsp65 em melanoma B16F10” foi analisado pelo relator, que o aprovou.

Os membros da Comissdo consideraram que € necessario
explicitar se realmente sera feita a pungdo e quais as condigdes para esse

procedimento (se o animal estara anestesiado ou ndo).

Ribeirdo Preto, 20 de julho de 2005.

/\'\. /)
{ A [/ 2
C&f/(‘ 0 e

Sandra Maria de/Cara Galeani
Secretaria da Comissdo de Etica em

Experimentagdo Animal
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| UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE MEDICINA DE RIBEIRAO PRETO

— Comissio de Etica em Experimentagdo Animal —

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo para uso de animais em
experimentagdo n° 013/2005, sobre o projeto intitulado “Efeito terapéutico da
vacina DNA-hsp65 em melanoma BI6F10”, sob a responsabilidade do Prof.
Dr. Célio Lopes Silva, estd de acordo com os Principios Eticos na
Experimentagdo Animal adotado pelo Colégio Brasileiro de Experimentagdo
Animal (COBEA) e foi APROVADO pela COMISSAO DE ETICA EM
EXPERIMENTACAO ANIMAL (CETEA) em reunido de 05 de margo de
2007.

(We certify that the protocol n° 013/2005, about “Therapeutic effect of DNA-Hsp65 against melanoma
BI6F10”, agrees with the ETHICAL PRINCIPLES IN ANIMAL RESEARCH adopted by Brazilian College
of Animal Experimentation (COBEA) and was approved by the COLLEGE OF MEDICINE OF RIBEIRAO
PRETO OF THE UNIVERSITY OF SAO PAULO - ETHICAL COMMISSION OF ETHICS IN ANIMAL
RESEARCH (CETEA) in 03/05/2007 meeting).

Ribeirdo Preto, 07 de margo de 2007.

Z
Projl Dr/AN TANA Dfli SILVA

De¢ano da Comissdo de Etica
em Experimentagdo Animal
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11. Manuscrito

Immunostimulating activity of DNA-Hsp65 against B16=10 melanoma

Abstract

The ability of heat shock proteins (Hsps) to pgtte in innate and adaptive
immune responses makes them promising candidateshcer and infectious diseases
vaccines. The antitumoral activity bEp65gene was shown by different groups and a
clinical trial phase | in advanced head and neclceabearing patients was recently
published by us evidencing the DNA-Hsp65 vaccirasitality and partial response in 4
out of 14 patients, 2 of which are still alive afgeyears trial ending. Therefore, the aim
of this work was to increase the investigation loa ftole played by DNA-Hsp65 using
an experimental melanoma tumor model. Two differapproaches using different
treatment were assessed, both intending to fawarsfected Hsp65-tumor peptides
complex formation: 1) DNA-Hsp65 intratumoral theyaand 2) transference of B16F10
electroporatedn vitro with DNA-Hsp65. We observed that both strategiespldiyed
antitumoral activity mainly evidenced by enhancetmeh survival rate and tumor
growth delay (tumor weight). This antitumoral aivshowed correlation with
increased percentages of activated lymphocytes ACD44hi, CD8/CD44hi)
infiltrating tumor mass, enhancement in CD86 coigtatory molecule expression in
APCs and augmentation of CD8 T lymphocytes spelyfis. Besides, gene expression
in tumors was modulated by intratumoral treatmeitiht WNA-Hsp65 which has shown
increase in Thet and IL-17 gene expression lew@ls. data indicate new perspectives
for assays concerning Hsp65 and tumors interaetimhalso point out the importance in

establishing immunological markers in neoplasteatments for efficiency evaluation.
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Altogether, these data provide knowledge basisyéw analysis that may enhance the

effectiveness of vaccine based in Hsps in tumorb@im

Introduction

Heat shock proteins (Hsps) are the most abundadt w@nquitous soluble
intracellular proteins. They normally constitute tgp 5% of the total intracellular
proteins, however, under stress conditions therelte can raise to 15% or more
(Srivastava 2002). It has been demonstrated thdigulipreparation of gp96, Hsp70,
Hsp90 and other Hsps from normal or cancer celsnamncovalently associated with
peptides, known as Hsp-peptide complexes (Mendretl.£1999; Paz et al., 1999).
When this complex interacts with an antigen preesgntell (APC), it can promote
antigenic presentation of the peptide for both Gibd CD8 T lymphocytes, and also, in
a peptide-independent way. Hsps can stimulate ARELssecrete inflammatory
cytokines, maturate dendritic cells and induce imenwesponse in a non-tolerogenic
context (Srivastava and Amato, 2001; Souweoursg. Therefore, concerning immune
response, Hsps present some feasibility that allbhsn to induce innate and adaptive
immunity. These properties also permit the utilmat of these proteins in the
development of prophylactic and therapeutic vacciagainst cancers and infectious
diseases (Castelli et al., 2004).

Our group has been developing a DNA vaccine thatoées the Hsp65 of
Mycobacterium leprag DNA-Hsp65). This vaccine had shown to be effectine
inducing a preventive response agaMsttuberculosisacilli challenge (Lowrie et al.,
1997; Bonato et al.,, 1998), as well as a therapeaffect against established
tuberculosis, even in immunosupressed animals (leogtral., 1999). This vaccine also

induced upregulation of MHC class | and class llenoles on macrophages (Bonato et
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al., 2004; Silva et al., 2005). The Hsp65 DNA vaecshowed also an antitumoral
activity (Silva et al., 1993) since J774 tumor seftansfected withisp65gene failed in
induce tumoral growing in mice. Also, the transi@ctof J774 histiocytic sarcoma cells
with hsp65gene resulted in reduced tumor development, amgé Mmunization with
hsp65transfected sarcoma cells was protective agamstodified parental tumor cells
challenge (Lukacs et al., 1993). Later, differerdups have found that mycobacterial
hsp65gene transfer elicited a profound antitumoral @f{&ilvain preparation Hara et
al., 2004; Michaluart et al., 2008). Recently, guoup published a phase | clinical trial
with advanced head and neck squamous cell carcirteeonths survival) treated by
intratumoral route with DNA-Hsp65. This study shawrethat DNA-Hsp65
immunotherapy is a feasible and safe approachisntype of cancer-bearing patients.
Furthermore, partial response was observed in 406ut4 patients who concluded
treatment, 2 of which are alive more than 3 ye#étey &rial completion (Michaluart et
al., 2008). Taken together, these data indicateréhgarkable potential of Hsp65 in
cancer combat. Using a B16F10 tumor model, we etatlthe role of Hsp65 DNA
vaccine delivery by two different approaches: 1)ANsp65 intratumoral therapy and
2) in vitro DNA-Hsp65 transfection of B16F10 cells followed tognsference into mice.
We observed that both strategies displayed antitahaztivity enhancing the survival
rate. The treatment attenuated tumor growth andeased cytotoxicity activity
mediated by CD8 T cells. Moreover, CD86 co-stimutatmolecule expression in APC
was also increased. Taken together our data caatédbthe antitumoral role of Hsp65
and indicate new perspectives for assays concethateraction between Hsp65 and

tumors.
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Materials and Methods

Animals and tumor cell lines

Specific pathogen-free (SPF) female C57BL/6 mie€ &eeks old, were obtained
from the local breeding facility of the University Sdo Paulo at Ribeirdo Preto School
of Medicine. Mice were housed at the laboratorylitees and provided with food and
sterile water. All animal protocols were approvey the local ethics committee.
B16F10 mouse melanoma cells were maintained in RB640 (Gibco — Invitrogen)
supplemented with 10% heat-inactivated fetal cattism (FCS) and 2 mM L-glutamine
(Life Technologies, Burlington, Ontario) at 5% CQhd 37°C in a humidified
atmosphere. Adherent B16-F10 cells were subcultbyedisrupting the cell monolayer

with 0.02% EDTA (Life Technologies) in sterile erficke PBS.

Plasmids

The DNA-Hsp65 construction (Rosada et al., 2008¥ wlarived from pVAX1
plasmid using the Endo-Free Plasmid Giga kit (Qiag&ermany). The parental
pVAX1 (vector) was used as one of the controls. @do-free condition of plasmids
was determined by the Limulus Amebocyte Lysate (LAést as recommended by
European and US Pharmacopoeias (Tuomela et ab) 28thg the QCL 1000-LAL test

kit (Cambrex).

B16F10 transfection

As standardized in our laboratory, B16F10 trangfactwas done byin vitro
electroporation in GenePulser Xcell™ (Bio-Rad Lattories) with 500uFy Q and
160V pulses in exponential decay mode’ BO6F10 tumor cells (5xEaells/ml) were

electroporated with Opti-MEM medium (Gibco — Ineiggen) only (mock) or 1@y of
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plasmid DNA (vector or DNA-Hsp65). Just after eftepbration, cells were washed
with RPMI-1640 medium, counted and s.c. injectextL(8 cells/mouse). Transfection
rate was determined by flow cytometry (FACSort™ D Bioscience) with labeled
vector or DNA-Hsp65. Plasmids DNA were labeled wAllexa Fluor 488 by Universal
Linkage System (ULSTM) using the ULYSIS nucleic cadabeling kit (Invitrogen,
Molecular Probes) as described by Trombone e2@07. B16F10 proliferation ability
after electroporation was assessed’bij nethyl-thymidine (Amershan) incorporation.
Briefly, 0.5uCi of fH] methyl-thymidine was added to triplicate elepmeated (mock
or with plasmids DNA) and non-manipulated B16F10 sespension (positive control)
(10°cells/well). The cells were incubated for 30h inidified atmosphere under 5%
CO, at 37C and then collected with a semiautomatic cell éster (Inotech) onto
glass-fiber filter paper. *H]methyl-thymidine uptake was analyzed on a beta-
scintillation counter (Beckman, 1900TR — Liquid i&dation Analyzer). Results are

presented in counts per minute (cpm).

Experimental designs

C57BL/6 mice were randomly distributed in 3 gropes treatment approach (n=12-
14) and in order to evaluate DNA-Hsp65 antitumaramune effects, two main
approaches were studied: 1) Mice were s.c. incedlatith 5x10 BL6F10 melanoma
cells into the right flank. After 10 days [tumor lume (longest diameterx
perpendicular diameter) = ~ 8 mijnmice were treated by intratumoral route with D0
of saline (Saline group), vector (Vector group) @XNA-Hsp65 (DNA-Hsp65 group)
(100pg). 2) Mice were s.c. injected into the riffabk with 5x1¢ viable B16F10 cells
previously electroporated with plasmid DNA (B16-DN#p65 or B16-Vector groups)

or just electroporated (B16-Mock).
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For both approaches, eighteen days after experahbaginning, mice were killed
for peritoneal macrophages removal and tumor ankkesp rescue. Peritoneal
macrophages and spleen were sterile removed foultore followed by cytotoxic test.
Tumor mass was removed, weighted and, when posslted into 3 fragments for
histologic and imunohistochemistry analysis; evatuaof immune infiltrating cells by
flow cytometry and total mMRNA extraction for TOGATA-3 e IL-17 gene expression
assessment by Real-Time PCR. Besides, half of ilwgpg’ animals were followed for
50 days for survival rate determination at whicimpall mice had succumbed to tumor
burden or were requisitely and appropriately euttexh For either experimental
designs, B16F10 cell viability, with or without eteoporation, was greater than 75%
determined by Trypan blue exclusion. All experinsenere repeated at least twice in an

independent fashion with similar results. Represt@rd results are presented.

Analysis of tumor immune infiltrating cells

Before flow cytometry analysis, tumor mass receigadymatic treatment in order
to dissociate the total cells. Briefly, the tumoasasliced and incubated with 15ml of
RPMI medium containg 0,5 pg/ul of liberase (Rodoe)30min at 37°C. The samples
were washed with RPMI medium supplemented with F&®% and was gently sieved
to produce a cell suspension. Red blood cells Wsexl and final dissociated cells were
counted in Trypan blue. To evaluate immune infiltrg phenotypes, 1xf6ells/mi
were stained with anti-CD4, anti-CD8 and anti-CDA®.C populations were assessed
by anti-CD11c and anti-CD11b and anti-CD86. Tubath veontrol isotypes were
performed to discount inespecific labeling. Anadgti flow cytometry was performed
using a FACSort and the data were analyzed usieg GhllQuest software (BD

Biosciences).
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Evaluation of recombinant Hsp65 (rHsp65) expressmtumor mass

To evaluate rHsp65 expression in tumor, C57BL/6emiwere s.c. injected with
5x10* B16F10 cells. After 10 days of tumor growth, ansnaceived 100pg of DNA-
Hsp65 (n=18) or saline (n=9) by intratumoral rokéter 1, 4 or 8 days of intratumoral
treatment, mice were killed for tumor removal, whiwas quickly frozen in liquid
nitrogen. Frozen tumoral material was maceratelysis buffer (Tris 50mM, pH 8.0,
NaCl 150mM, SDS 0,1%, IgePal 1% and sodium deaatdte 0,5%) plus protease
inhibitors (leupeptine 10pg/ml; DTT 1mM; PMSF 1mMnda EDTA 1mM)
(AMRESCO). The suspension was incubated for 30min4%C with constantly
agitation. Cell lysates were next centrifuged @y for 25min at 4°C, the supernatant
was collected and heated at 95°C for 10min. Tatatlgin concentration was assayed by
Bradford-Coomassie method (Pierce) and resolveclbgtrophoresis across a 10%
SDS-PAGE (1,8ug of protein samples and 2,5ug offiedrrHsp65 as a positive
control). The rHsp65 was purified with HisTrap Citelg HP from pET28-Hsp65
transformed E. coli. SDS-PAGE-separated proteins were transferred oato
nitrocellulose membrane using a semi-dry transfgrasatus (Bio-Rad, Mississauga).
Blots were blocked overnight at 4°C with 10% bovseeum albumin (BSA) and 0.02%
SDS in PBS and probed with pAb anti-Vacl for 2hr@im temperature (1:1000 in
blocking buffer). Primary pAb was produced in Ballddice by immunization with a 5
epitope fusion protein from Hsp65. Unspecific bmglivas avoided by 1h incubation at
4°C with 7mg/ml of total BL6F10 cell lysate. Blatere washed extensively and bound
primary pAb was visualized with horseradish perasilconjugated goat anti-mouse

IgG (Molecular Probes) added at 1:5000 for 1h atmréemperature. Blots visualization
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was achieved by using 3,3 -diaminobenzidine tetlabghloride (DAB, Sigma) and

0.025% hydrogen peroxide in 0.1M Tris-HCI, pH 7.4.

Specific cytotoxicity against B16F10 cells

To evaluate B16F10 specific lysis mediated by CDe&ells, a two step procedure
was done. Peritoneal macrophages (2x&@d total spleen cells (5X3@btained from
animals of both experimental schemes were co-adtur 24 well plate (Nunc) pulsed
with total B16F10 lysate (30ug of proteins). Aftedays of incubation in humidified
atmosphere under 5%G@t 37C. CD8 T cells were purified with magnetic beads
(Miltenyi Biotec) according to producer’s instrumis. CD8 T suspensions (effector
cells) were centrifuged at 1500g for 10min and uspsended in RPMI-1640 medium
without phenol red (Gibco-Invitrogen) supplementedh SBF 1%. B16F10 cells
(target cells) were removed from culture bottle aessuspended in the same medium.
Cells were counted in Trypan blue and distributedriplicate in a “U”-bottomed 96-
well microtiter plate (Nunc) (20:1 effector:targettio). Co-culture was incubated for
18h at 37°C under 5% of GCconstant tension. After incubation, the lactate
dehydrogenase (LDH) released in the culture medwas measured using a
Cytotoxicity Detection Kit (Roche Applied Sciencagcording to the manufacturer
recommendations. Specific cytotoxicity was calcedishs follows:

% specific lysis = 100 x [(experimental counts feefor spontaneous counts) -

(target spontaneous counts)/(target maximal coulaiget spontaneous counts)]

Relative gene expression in tumor mass
To evaluate gene expression in tumor microenvirarinikeal Time RT-PCR was

performed. This way, RNA was extracted with TriZehgent (Invitrogen) according to
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the manufacturer protocol. The total RNA was tréatgh DNAsel amplification grade
(Invitrogen) and cDNA synthesis used SuperScrigiihvitrogen) according to

producer’s instructions. Primers sequences wer@:actin sense 5'-

AGCTGCGTTTTACACCCTTT-3 and anti-sense 5'-
AAGCCATGCCAATGTTGTCT-3 GATA-3 sense S'-

AGGAGTCTCCAAGTGTGCGAA-3 and anti-sense 5'-
TTGGAATGCAGACACCACCT-3; T-bet sense 5'-

CCCCTGTCCAGTCAGTAACTT-3 and anti-sense 5-CTTCTCTGIGGCTGGCT-

3, IL-17 sense 5-TGCCCTCCACAATGAAAAGA-3' and ansense 5'-
AACACGAAGCAGTTTGGGAC-3'. Platinum SYBR Green gqPCRuErMix-UDG
(Invitrogen) was used and the reactions were pesdrin Rotor-gene (Corbett Life
Science, Mortlake, NSW, Australia). Relative levelgiene expression were calculated
as described by Zhu et al. (2003). The followingagpn: px = (1+EB) [ <8 ~ RPR)
(act 841 was used, basically equivalent to: [relative gexgression of Vector or DNA-
Hsp65 groups; B16-Vector or B16-DNAHsp65, normalizeby p-actin
expression]/[relative gene expression of SalineBd6-Mock groups respectively,

normalized byB-actin expression].

Statistical analysis

Survival curves were generated by the Kaplan-Merethod and differences
between groups defined by log rank analysis. ReaeTRT-PCR data were analyzed
by Student t test or by Mann-Whitney non-parameggt. The other parameters were
compared using analysis of variance (ANOVA), folemhby the Tukey test. A p value

of less than 0.05 was considered significant.

Manuscrito em preparacao 154



Manuscrito

Results

The first experiments addressed the transfectiarcqoiures of both treatment
strategies, B16F10 were transfecteditro by electroporation and plasmid uptake was
analyzed by flow cytometry. As expected, mock tfacted cells (Figure 1A) showed
just background fluorescence in Alexa-488 chan@el.the other hand, electroporation
with labeled vector (data not shown) or DNA-Hsp&tg(re 1B) revealed that almost
100% of B16F10 were positive for Alexa-488 labelingndicating that the
electroporation method was effective to allow DNptake by B16F10 tumor cells.
Besides, electroporated B16F10 cells showed vigitglieater than 75% when analyzed
by Trypan blue. As shown in Figure 1C, electropedatells, with or without plasmid
DNA, maintained proliferation ability (cpm), but & smaller rate when compared to
non-electroporated cells (~25% reduction). Theda davealed that B16F10 cells after
electroporation did not change their proliferatatility. The dose of 10ug of plasmid
DNA was used in all protocols because higher dskesved to be deleterious to cells
(data not shown).

The transfection effectiveness of intratumoral tireent was assessed by
immunoblot with pAb anti-Vacl which is specific fetsp65 and does not cross-react
with eukaryotic Hsp60 induced by hyperthermia (dat& shown). As demonstrated in
Figure 2, tumor masses of animals treated witmsahowed no expression of rHsp65
in any of the evaluated times. In contrast, in tezsneells recovered from DNA-Hsp65-
treated animals it was possible to detect the rBHspépression after 4 days of plasmid
DNA-Hsp65 injection and the expression was deteatetbast until the 8 day. The
presence of other bands are probably due to prategradation, supported by the
results obtained with the purified rHsp65 (positoantrol) or by background labeling

caused by pAb source (Balb/c mice). Is it posstblesee a characteristic pattern of
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bands as a result of its autocleavage propertiesgi® et al., 2002). Altogether, these
data evidenced that transfection of plasmid DNA wascessful in both treatment
approaches.

To determine antitumoral potential of DNA-Hsp65 rattmoral therapy and
B16F10in vitro transfection with DNA-Hsp65, tumor weight was filwbalyzed. As
indicated in Figure 3A and B, both treatment stgite with DNA-Hsp65 were able to
reduce tumor growth rate when compared to respecintrols evaluated by tumoral
weight (g). The observed diminished tumor mass a@ompanied by an enhanced
survival of DNA-Hsp65 and B16-DNAHsp65 groups wlaeralyzed by Log-Rank test,
which were statistically higher than control gropgyure 3C and D). It is interesting to
note that the second treatment approach, which asaaich lesser quantity of DNA
vaccine, achieved similar results concerning saivigte and tumor weight. In addition
to these findings, when the vector was directlyodticed into the cells’ cytosol (B16-
Vector group) some antitumoral activity could bersevhen compared to B16-Mock
group (Figure 3B and D). This activity was not aled in the Vector and Saline
groups (Figure 3A and C). These results indicgtessible ‘nonspecific’ activity due to
the vector backbone effect on tumor growth. Besttias it is interesting to comment
that survival rates of different experimental designd other doses were tested for the
intratumoral treatment (data not shown), but thet besults were obtained with a single
dose of 100ug.

Since we were looking forward to clarifying the imne mediated antitumor effect
of DNA-Hsp65 vaccine, it was important to analyze tumor immune infiltrating cells.
As showed in Figure 4, the DNA-Hsp65 group showrdeahancement in activated
CD8 T lymphocytes (CD8/CD44hi) percentage as wekh@reater expression of CD86

co-stimulatory molecule in CD11b and CD11c cell wlagons, mainly constituted by
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macrophages and dendritic cells, when comparecetwov and Saline groups. Although
activated CD4 T cells did not exhibit statisticadlignificant increase in its percentage,
there was an increasing tendency towards it., wbicHd have a biological importance.
The second treatment strategy showed that thequewi vitro transfection with DNA-
Hsp65 caused an enhancement in activated CD4 a8dIGlls (Figure 5A and B) and
a higher expression of CD86 in CD11c cells when mamed to B16-Mock group
(Figure 5D). The non-increase in CD86 expressio@rilb cells is possibly due to the
way of plasmid DNA delivery (Figure 5C).

Additionally, CD8 T lymphocytes from spleen presshta specific lytic activity
against B16F10 tumor cells when were assessgdro after a co-cultured period with
peritoneal macrophages pulsed with total B16F18tésThe Figure 6A and B showed
that the percentage of T CD8 with specific lysiaiagt B16F10 cells was increased in
DNA-Hsp65 treated animals from first and secondrapghes. Specific cytotoxicity of
B16-DNAHsp65 group (Figure 6B) was larger only whemmpared to B16-Mock
group, once again, some antitumoral effect couldile to the vector backbone when
delivered inside the cells’ cytosol. Furthermoreasmase-3 evaluation by
immunohistochemistry on tumor sections revealed, fioa both approach treatments,
apoptosis was a more frequent event in tumors rbetived DNA-Hp65 (data not
shown).

Finally, the endpoint for this study was to detereniif DNA-Hsp65 could be
involved in gene expression induction in the tursite (Figure 7). This way, three well
established genes involved in different patternsimomune response Tbet (Thl),
GATA-3 (Th2) and IL-17 (Th17) were studied. The mRNxtracted from tumors
showed the desirable integrity (Figure 7A and @alRTime PCR data were normalized

by B-actin gene expression and Saline or B16-Mock walere taken as references for
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approach one and two respectively. The analysisodetrated that relative gene
expression of Thet and IL-17 was higher in DNA-HsgBoup (Figure 7B). In contrast,
B16-DNAHsp65 and B16-Vector groups did not shovistigally significant difference
in these relative gene expressions (Figure 7D)s Bimilar induction of some genes
expression between B16-Vector and B16-DNAHsp65 ccobé involved in the
antitumor immune response induced in B16-Vectougrevhich did not occur between
DNA-Hsp65 and Vector groups. No alteration was ole# in GATA-3 gene

expression.

Discussion

Several innate and adaptive immune effector celts rmolecules participate in the
recognition and destruction of cancer cells, a @secthat is known as cancer
immunosurveillance. However, cancer cells avoichsoumunosurveillance through the
outgrowth of poorly immunogenic tumour-cell varisufimmunoselection) and through
active suppression of the immune response (immuovession) (Zitvogel et al., 2006).
Many therapeutic strategies in cancer combat uskeaules that may rise antigenic
presentation of tumor peptides or broadly stimuldie immune system, sometimes
acting as “danger signals” (Todryk, 2000). The isbilof tumour-derived Hsp
preparations in eliciting tumour-specific rejectiatarted to be described in the
beginning of 1990s and it is now clear that Hspa stimulate and mediate an
impressive array of innate and adaptive immuneaesgs. In 1993 our group started to
study Hsp65 antitumoral activity in a non-Hodgkymbhoma model (Silva et al, 1993).
Since then, different studies have documented Hegis present really promising

characteristics in neoplastic combat (Srivasta@d22 Ren et al., 2008), what explains
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their employment in different treatment strategies/uding clinical assays (Wood et
al., 2008; Michaluart et al., 2008).

In this work, we studied two approaches with the AJNsp65 vaccine in s.c.
B16F10 tumor experimental model. In the first one wsed the DNA-Hsp65 injected
by intratumoral route and in the second one we useatro DNA-Hsp65 transfection
of B16F10 cells followed by tumor establishmamtvivo. The first protocol aimed to
clarify DNA-Hsp65 action as an antitumoral therapgd the second intended to
evaluate, even if indirectly, DNA-Hsp65 vaccine addgp65 effects in the melanoma
development. Our results demonstrated the DNA-Hsp@8umoral potential in both
treatment strategies. Moreover, from a clinic pahview, our data assemble several
parameters that could be used as biomarkers taeadtherapeutic strategies efficacy
validation against cancer.

The survival assessment of B16-DNAHsp65 group, l@sewed for intratumoral
treatment, presented an increased survival ratenwiwenpared to its controls. In
contrast, while Vector group was not different fr@&aline group, B16-Vector group
exhibited a greater percentage of survival whenpared to B16-Mock, possibly due to
immune response unspecific stimulation caused by#ttorper se Even though the
transfection with Hsp65 gene did not totally protagainst tumor development, it was
able to delay the neoplastic growth, probably byilsir mechanisms of intratumoral
vaccine treatment. This is an important result beeaa much lesser quantity of DNA
was able to reach similar results of therapy. lis #ense, tumor growth attenuation
suggests some Hsp65 or plasmid DNA activity thratyivo, may act on immune cells
and although our data do not support a definitimectusion about Hsp65 mechanisms

in antitumor immune response, they come up withespoints to be better elucidated.
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Moreover, since there are plenty of evidence shgwipositive correlation between
tumor infiltrating lymphocytes and survival enhamsnt for different cancer types
(Zitvogel et al., 2004; TomSova et al., 2008), veeided evaluate the immune response
in tumor site. Thus, in the present study, we olestia statistically significance in the
enhancement of CD8 T cells with an activated phgre{CD8/CD44hi), considered to
be one of the most important cell population iregponse against tumors. Also, after
DNA-Hsp65 therapy, there was an increase in CD8e6sticoulatory molecule
expression in APCs, CD11b and CD11c, mainly comgolg macrophages and
dendritic cells respectively. In addition, DNA-H$pthtratumoral treatment was able to
promote a delay in tumor growth, as evaluated Inyotumass. The greater percentage
of B16F10 specific lysis mediated by CD8 T lymphiesyand caspase-3 augmentation
in vaccinated tumors suggests that this mechanisay be implicated in tumor
development control. Nonetheless, since we do awe la direct correlation between
CD8 T cells action, other mechanisms contributmhis caspase induction can not be
excluded, including plasmid DNA or Hsp65 itself whiare involved in apoptosis
process. This is an interesting aspect for futakestigations concerning this vaccine
mechanism of action.

Likewise, in the second treatment approach, preslowansfection witthsp65gene
(B16-DNAHsp65 group) attenuated tumor growth whempared to its controls. In
addition, there was an enhancement in the percerdadymphocytes with activated
phenotype (CD4/CD44hi and CD8/CD44hi) and in CD8ression in CD1llc
population when compared to B16-Mock group. Ouultesdo not reproduce what was
seen by Tarrant et al., 2004, who described thiamas which received mycobacteria

Hsp65-transfected B16F10 cells did not presentgddahay in tumor growth. These
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divergences are possibly due to the different fesmi®n methods and to a different
vector used by the authors.

Lukacs et al. (1993) reported a total lost of tunderelopment ability by J774
lymphoma cells permanently transfected with a r@tos encodinghsp65 gene.
Differently, in our case, thim vitro transfection of B16F10 cells with DNA-Hsp65 was
not able to a total neoplastic growth retain. Nthedess, our data point toward a
potential tumor development attenuation and an imogenicity enhancement of tumor
transfected cells, like it was observed by LukéacaleAn important discrepancy is the
retrovirus vector used by the later authors is thaeethe Hsp65. The expression of
Hsp65 delivery by retrovirus can maintain Hsp65regpion for a longer time when
compared to plasmid DNA. Another aspect that mighte influenced on the observed
differences is the distinct tumor cell lines em@dyand, as well as in Tarrant et al.
(2004) study, to the different transfection proaedu

A really intriguing result was the survival enhamsnt and tumor development
attenuation in B16-Vector group when compared t6-Blbck group, since the vector,
when injected by intratumoral route, did not shaw aapacity for tumor development
delay or survival rate increase. Probably, the arebackbone of plasmid DNA with
unmethylated CpG dinucleotides, known by its progsrto bind to Toll-like receptors
(TLR), mainly TLR-9, and trigger a signaling caseathat induces Thl cytokine
production (Krieg, 2002; Klinman et al., 2004) m/olved in the observed results. In
this way, many data report the CpG sequences usanicer therapy (Schreiber, 2001;
Kunikata et al., 2004) and the CpG itself can be ointhe implicated in the antitumoral
response. In this case, eletroporation with theoremuld facilitate its action on tumor
cells since the molecule could have a lower actestrget cells in intratumoral

injection. Although other investigations are neeegsnd it remains unsolved why the

Manuscrito em preparacao 161



Manuscrito

way of vector entrance makes such a differencet$onctivity, the gene expression
results in tumor site came to clarify that the tamtior action observed on B16-Vector
group is associated to immune system stimulation.

T-bet transcription factor is essential for the reggion of genes that culminate in a
Th1 pattern of response, like the differentiatiémaive T cells and other immune cells
subsets. Besides, in colorectal bearing-patierts, gresence of mRNA encoding
molecules expressed by effector Thl cells (suc6@8y, granzyme B, granulysin, T-
bet, IFNy and IFN-regulatory factor 1) and effector memorycdlls correlates with
reduced metastatic invasion and increased surghvhle patient (Pages et al., 2005).

These reported data reinforce what we observedriigene expression results, since
just the groups with antitumoral response presegete expression augmentation for
T-bet factor. Thus, in the first strategy, animdteated with DNA-Hsp65 by
intratumoral route showed a statistically significaise when compared to Vector
group. Once more, in the second approach, B16-Yegtmp showed a T-bet relative
gene expression similar to B16-DNAHsSp65 group, whaggest again that the pVAX
vector, when directly placed into cells’ cytosol, isomehow, activating the
immunologic system against the tumor even if iuagpecific way.

Whereas T-bet transcription factor expression igersively documented as
favorable in antitumor immune response inductioa. Werneck et al., 2008), the role
played by IL-17 in cancer is controversial. Som@orés demonstrate that IL-17
participate in human cervical tumors developmemntude mice and that this cytokine is
associated with increased levels of IL-6 in tumaigg (Tartour et al., 1999), which in
high quantities is correlated to invasive potentibkervical carcinomas (Pages et al.,
1999). Langowski et al. (2006) suggested IL-17 assponsible for cancer promotion

and that the IL-17/IL-23 axis could be the causenebplasia. Nevertheless, other
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evidences indicate that IL-17 could protect agac@icer development by means of
immune mediated-tumor rejection (Hirahara et aD0X2 Hirahara et al., 2000;

Benchetrit et al., 2002). In this fashion, Bencietr al., 2002 demonstrated that IL-17
inhibited the growth of two haematopoietic typesuwhor in immunocompetent mice.

While Kottke et al. (2007) reported that autoimmynihl7-mediated, induced by

Hsp70, could be explored in order to treat metaspaibstate carcinoma.

A recent work showed that Th1l7 cells adoptivelynsfarred played the most
important part in B16 melanoma destruction and, thaexpectedly, their therapeutic
effect was due to IFN-production while IL-17 and IL-23 depletion hadlétimpact on
therapy success (Muranski et al. 2008). Differeritlyn these authors’ data and,
contrary from others that highlighted IL-17 del@es activity in cancer development,
in the present study, IL-17 seems to play a rolantineoplastic immune response and
its gene expression appears to be correlated ttegtimn against tumor growth.
Likewise T-bet transcription factor, the groupshwit greater survival rate and smaller
tumor mass exhibited higher relative levels of [L-§ene expression. Therefore, as
argued by Benchetrit et al. (2002) and Bronte (2008e other cytokines, IL-17
appears to be a pleiotropic cytokine that can pigyposing effects on tumor
development, thus, other factors should be takemaocount like immunogenicity of
tumor model and host conditions. The differenceguantity from B16-DNAHsp65 and
DNA-Hsp65 groups concerning this gene expressiom @obably due to some
superficial receptor interaction or even the higblasmid quantity used in approach 1.

The cytotoxicity assay revealed an additional gmbitsi for our vaccine antitumor
effect, since animals treated with DNA-Hsp65 byatimoral route displayed a greater
specific lysis percentage of B16F10 cells medidigdCD8 T cells, contrasted to its

controls. Alternatively, B16-DNAHsp65 group speciftytotoxicity was higher only
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when compared to B16-Mock, complementing other ga¢gented here that when the
vector is straightly introduced into tumor cell’'gtasol, it seems to be a factor that
contribute to the immune response against the édthough it could be called in
guestion the exogenous proteins use (tumor lydatego-culture and tumor specific
CD8 T cells obtainment, cross presentation is mouausual event in macrophages
which can phagocytose antigenic proteins and ptesenMHC class | pathway
(Olazabal et al., 2008).

Besides CpG sequences, which can stimulate immasponse unespecifically
(Ishii et al., 2004), the Hsps can induce innaté specific immune responses against
tumor peptides (Srivastava and Maki, 1991). Heoce,DNA-Hsp65 vaccine, in both
strategies, seems to be able to enhance animalsvaluand attenuate neoplastic
development by means of immune response effectnsigaumor mass, which is
evidenced by APCs co-stimulatory expression in@easlargement in the percentage
of T lymphocytes phenotypic activated in tumor sitel greater specific cytotoxicity.

The data presented here emphasize what our grabden observing regarding
Hsp65 potential in tumors combat by immune respatiseulation (Silva et al., 1993;
Michaluart et al., 2008), which is truly relevard |mng as even in a situation where
conventional therapies against cancer are beindogenh the immune system can play
an important role. Zitvogel et al. (2008) review#tht local immune response is
necessary for best chemotherapy outcome and foe swuplasias, immune defects —
bearing patients have a particularly negative posgn In the same sense, tumor
immunosurveillance may contribute to radio or ch#rmampy success.

Since both of our strategies were able to inducardgitumoral immune response,
we believe that they can possibly be used to erdhaanventional therapies. Also, we

are already investigating other strategies thatldcaptimize DNA-Hsp65 vaccine
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action, mainly the first approach because it cpoess to a situation that is closer to
clinical treatment. Also, although it can be argukdt the first approach feasibility

implies direct injection into tumor mass and it Wbtestrict tumor types that could be
treated, technological advances in equipments tairon vivo and real timed images

(i.e. Explore Ultra — GE) point out that even tusiam internal organs will possibly

receive guided intratumoral inoculations.

Our results show Hsp65 importance in some actimagod induction immune
mechanisms against cancer, as already discusseathfer Hsps. Therefore, the data
presented here not only reflect the importanceeterinining immunological parameters
as controls for antitumoral activity but also opgerspectives to new assays about
Hsp65 and tumor interactions. Altogether, our ddwaw antitumoral potential of DNA-
Hsp65 vaccine, among other factors, by immunosaiiat against cancer and can also
provide knowledge basis for new analysis that mayaace this vaccine effectiveness

in tumor combat.

Figure legends

Figure 1 (a and b) Percentage of B16F10 cells feated with DNA - Alexa 488
labeled. It indicates (a) background staining wleetils were electroporated in the
absence of DNA or (b) cell staining after electn@pon with 10ug of DNA-Hsp65-
Alexa 488 labeled. Transfection percentage wasuatad by flow cytometry. (ch
vitro proliferation of electroporated B16F10 cells withul of plasmid DNA (vector or
DNA-Hsp65) or culture medium, non-manipulated B1@E#lls (B16F10) were used as
positive control. After electroporation, B16F10Isdhad been placed in culture plates
and pulsed with *H]methyl-thymidine (0.5uCi/well). After 30h, cellwere collected

and PH]methyl-thymidine uptake was analyzed on a betatiflation counter. The
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results are expressed as c.p.m. (counts per mirktlemtroporation parameters : 500uF,

o Q and 160V pulses in exponential decay mode

Figure 2

Western Blot of B16F10 tumors from animals tredtgdntratumoral route with saline
(Lines 2 - 4) or DNA-Hsp65 vaccine (Lines 5 - Mcuibation with policlonal primary
Ab anti-Vacl (anti-Hsp65) was used followed by setayy Ab goat anti-mouse IgG.
The reaction was disclosed with DAB. Line 1: molacwveight standard; lines 2 and 5:
1 day after treatment; lines 3 and 6: 4 days d#ftetreatment; lines 4 and 7: 8 days after
treatment. rHsp65: recombinant Hsp65 protein padifin HisTrap Chelating HP

column in AKTA purifier system.

Figure 3

Tumor mass (g) and percentage of survival after EHNp65 treatment. (a and c)
C57BL/6 mice were inoculated s.c. in the right Kanith 5x10' cells of melanoma
B16F10. Ten days tumor injection, animals weretéedy intratumoral route with 1
injection of 10Qul of Saline, Vector or DNA-Hsp65 vaccine pd/ul). (b and d)
C57BL/6 mice were s.c. injected with 5X1B16F10 cells electroporated with g of
plasmid DNA (B16-Vector and B16-DNAHsp65) or mediamly (B16-Mock). (a and
b) At the end of 18 days of experimental beginniagimals were killed for tumor
weight evaluation (data presented as mean + S[¥h and d) animals were surveyed
until death for survival assessment (presented a@dak — Meier curves). (a and c)
*p<0.05 when compared to Vector and Saline groupsar(l d) #p<0.05 when
compared toB16-Mock group; *¢0.01 when compared to B16-Mock andD@5 when

compared to B16-Vector group
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Figure 4

Percentage of immune cells infiltrating tumor (a)42CD44hi; (b) CD8/CD44hi; (c)

CD11b/CD86 and (d) CD11c/CD86. C57BL/6 mice wereciated s.c. in the right
flank with 5x1d cells of melanoma B16F10. Ten days tumor injectamimals were

treated by intratumoral route with 1 injection &0l of Saline, Vector or DNA-Hsp65

vaccine (Jug/ul). At the end of 18 days of experimental beginniagimals were killed

for tumor rescue and evaluation of cell populatibgslow cytometry. Data presented

as mean = SD. ¥0.05 when compared to Vector and Saline groups.

Figure 5

Percentage of immune cells infiltrating tumor (a)42CD44hi; (b) CD8/CD44hi; (c)
CD11b/CD86 and (d) CD11c/CD86. C57BL/6 mice were snjected with 5x1D
B16F10 cells electroporated with i@ of plasmid DNA (B16-Vector and B16-
DNAHsp65) or medium only (B16-Mock). At the end ©8 days of experimental
beginning, animals were killed for tumor rescue amdluation of cell populations by

flow cytometry. Data presented as mean + SBx04#p56 when compared to B16-Mock

group.

Figure 6

Percentage of specific lysis of tumor cells mediatyy CD8 T lymphocytes. (a)
C57BL/6 mice were inoculated s.c. in the right Kanith 5x10' cells of melanoma
B16F10. Ten days tumor injection, animals weretéedy intratumoral route with 1

injection of 10Qu of Saline, Vector or DNA-Hsp65 vaccine pd/ul). (b) C57BL/6

mice were s.c. injected with 5X1816F10 cells electroporated with i) of plasmid
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DNA (B16-Vector and B16-DNAHsp65) or medium onlyl@Mock). At the end of 18
days from experimental beginning, animals wereedilfor spleen removal, the cells
were placed in co-culture with a macrophages mgeolaulsed with 3@g of tumor
lysate total proteins. After 4 days, the CD8 T sédffector) were purified and put into
contact with the cells B16F10 (target) by 18 h.eAfthat period, the rate of these
specific analysis was evaluated. Effector: targét®1 ratio. Data presented as mean +
SD. (a) *p<0.05 when compared to Vector and Saline groups0#8% when compared

to B16-Mock group.

Figure 7

RNA integrity and relative expression levels of m®Na and c) Electrophoresis in
agarose gel 1.5% to assess RNA integrity, showiegwo bands pattern 28S and 18S.
(b) C57BL/6 mice were inoculated s.c. in the riflahk with 5x1d cells of melanoma
B16F10. Ten days tumor injection, animals weretéedy intratumoral route with 1
injection of 10Qul of Saline, Vector or DNA-Hsp65 vacciney@/ul). (d) C57BL/6
mice were s.c. injected with 5X1L816F10 cells electroporated with i of plasmid
DNA (B16-Vector and B16-DNAHsp65) or medium onlyl@Mock). (b and d) At the
end of 18 days from experimental beginning, animadse killed for tumor obtaining,
RNA extraction and RT-Real Time PCR performancelafRe levels of gene
expression were calculated as described by Zhli €G03). The following equation:
px = (1+Ep) 1ACph8 ~ RER (ACUBA T was used, basically equivalent to: [relative gene
expression of Vector or DNA-Hsp65 groups; Bl6-Vector B16-DNAHSp65,
normalized byp-actine expression]/[relative gene expression din8aor B16-Mock
groups respectively, normalized Pyactine expression]. (b)4®.05 when compared to

Vector
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Figure 2
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Figure 7
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