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associacdo com a droga 7A. A droga 7A foi administrada por via
intraperitoneal, trés vezes por semana, com 10uM/ animal. Grupo controle
foi vacinado com o plasmideo vazio. Cada grupo continha 10 animais.
P=0,02 para grupo controle x grupo vacinado com pIL-12 e p= 0,009 para

grupo controle x grupo vacinado com plL-12 + droga 7A (Kaplan-
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Figura 26 - Curva de sobrevida mostrando o efeito terapéutico do pIL-13R contra
melanoma murino subcutaneo. Animais C57Bl/6 foram injetados com 5 X
104 células tumorais B16F10-Nex2 e tratados com pIL-13R cinco dias apds
o desafio, e por mais 5 vezes de 5 em 5 dias. Em outro grupo, os animais
foram vacinados com pIL-13R em associa¢ido com a droga 7A. A droga 7A
foi administrada por via intraperitoneal, trés vezes por semana, com
10uM/ animal. Grupo controle foi vacinado com o plasmideo vazio. Cada
grupo continha 10 animais. P=0,02 para grupo controle x grupo vacinado
com pIL-13R e p= 0,0005 para grupo controle x grupo vacinado com plL-
13R + droga 7TA (Kaplan-Meyer).......ccccovuveeeeeeeeeeeeeeeecciiiieeeeeeeeeeeeeen, pag. 90

Figura 27 - Curva de sobrevida mostrando o efeito terapéutico de ambos os
plasmideos contra melanoma murino subcutaneo. Animais C57Bl/6 foram
injetados com 5 X 104 células tumorais B16F10-Nex2 e tratados com pIL-
12 um dia ap6s o desafio. Tratamento com pIL-13R foi administrado nos
dias 5, 10, 15, 20, 25 e 30. Em outro grupo, os animais foram vacinados
com ambos os plasmideos, seguindo o mesmo protocolo e com a droga 7A.
Este dltimo esquema de tratamento protegeu 30% dos animais, que foram
avaliados posteriormente quanto a resposta imune. Grupo controle foi
vacinado com ambos os plasmideos vazios. Cada grupo continha 10
animais. P=0,0005 para grupo controle x grupo vacinado com p-IL-12 +
pIL-13R e p= 0,0001 para grupo controle x grupo vacinado com p-IL-12 +
pIL-13R + droga 7A (Kaplan-Meyer)........ccccovvveeeeeeeeeeeeeeeciiireeeeeeennnn. pag. 91

Figura 28 - Curvas de sobrevida sobrepostas de alguns grupos experimentais,
mostrando o efeito terapéutico de ambos os plasmideos contra melanoma
murino subcutaneo. Animais C57B1/6 foram injetados com 5 X 104 células
tumorais B16F10-Nex2 e tratados com plL-12 um dia apés o desafio.
Tratamento com pIL-13R foi administrado nos dias 5, 10, 15, 20, 25 e 30.
Em outro grupo, os animais foram vacinados com ambos plasmideos,
seguindo o mesmo protocolo e com a droga 7A. Animais tratados somente
com a droga também foram avaliados e estdo aqui demonstrados (circulo
vazio). Os grupos controles foram aqueles que receberam apenas PBS ou

que foram tratados com ambos os plasmideos vazios........................ pag. 92
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Tabela 1 - Aumento das células expressando citocinas apds a bioquimioterapia,
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Figura 32

definindo uma resposta pro-inflamatéria com baixa producdo de
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- Imunofenotipagem dos esplendcitos por citometria de fluxo (FACS). As
células foram obtidas de animais desenvolvendo tumor tratados apenas
com PBS. As células foram marcadas com anticorpo monoclonal (mAb)
anti-CD4 conjugado com PE ou mAb anti-CD8 conjugado com PE ou ainda
com mAb anti-F4/80 conjugado com FITC. Apds permeabilizagdo das
células, deteccao intracelular das citocinas foi realizada com anticorpos
biotinilados anti-citocina e revelada com estreptavidina-FITC ou
estreptavidina-PE, de acordo com as marcagdes de superficie. O painel
mostra a porcentagem de células duplo-positivas e é representativo de trés

experimentos independentes com resultados similares..................... pag. 97

- Imunofenotipagem dos esplendcitos por citometria de fluxo (FACS). As
células foram obtidas de animais desenvolvendo tumor vacinados com
ambos os plasmideos em associagdo com a droga 7A, de acordo com o
protocolo de tratamento. As células foram marcadas com anticorpo
monoclonal (mAb) anti-CD4 conjugado com PE ou mAb anti-CD8
conjugado com PE ou mAb anti-F4/80 conjugado com FITC. Apoés
permeabilizacdo das células, deteccdo intracelular das citocinas foi
realizada com anticorpos biotinilados anti-citocina e revelada com
estreptavidina-FITC ou estreptavidina-PE, de acordo com as marcacoes de
superficie. O painel mostra a porcentagem de células duplo-positivas e é
representativo de trés experimentos independentes com resultados
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- Citometria de fluxo com dupla marcacio para linfécitos TCD4+ e citocinas

intracelulares. As células foram obtidas de bago e processadas

diretamente para a analise por FACS........ccccocoviiiiiieiiiiieieciieee s pag. 99

- Citometria de fluxo com dupla marcacio para linfécitos TCD8* e citocinas

intracelulares. As células foram obtidas de baco e processadas

diretamente para a analise por FACS...........oovvviiiiiiiiiiieeeeieee, pag. 100
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Figura 33 - Citometria de fluxo com dupla marcagio para células F4/80* e citocinas
intracelulares. As células foram obtidas de baco e processadas

diretamente para a analise por FACS........ccccocovviiiiiiciiiiie e, pag. 101

Figura 34 - Imunofenotipagem das células T NK1.1* por citometria de fluxo (FACS).
Os esplendcitos foram obtidos de animais desenvolvendo tumor vacinados
com ambos os plasmideos em associacdo com a droga 7A (barras pretas) ou
tratados apenas com PBS (barras brancas). As células foram
simultaneamente marcadas com anticorpo monoclonal (mAb) anti-NK1.1
conjugado com FITC e mAb anti-CD3 conjugado com PE (A) ou mAb anti-
CD4 conjugado com PE (B) ou mAb anti-CD8 conjugado com PE (C). Apés
permeabilizacdo das células, a detecgdo intracelular das citocinas foi
realizada com anticorpos biotinilados anti-citocina e revelada com
estreptavidina-APC. Os dados sdo representativos de trés experimentos
independentes com resultados similares e mostram a porcentagem de
células positivas para cada citocina dentro das subpopulacoes
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I - RESUMO

E freqiiente em determinadas doencas, e inclusive no cincer, uma resposta imune que
leva a formagdo de interleucinas imunossupressoras cujo efeito principal € a paralisagdo de
macrofagos e inversdo do perfil em geral protetor (Th-1) para outro ndo protetor ou
predominantemente Th-2. A resposta imune polarizada tipo 2 tem sido associada a progressao
tumoral e metastase. A interleucina 13 atualmente ¢ considerada um mediador de resposta
imune tipo 2, pois apresenta intimeras atividades imunoregulatorias em muitas doengas,
incluindo no cancer. Do ponto de vista celular, o papel protetor ou supressor das células NKT
restritas a CD1d na imunidade tumoral tem sido bastante explorado. Enquanto IL-12 pode
ativar células NKT tipo I produtoras de IFN-y, as células NKT tipo 2 t€ém sido descritas como
principal fonte de IL-13 e esse mecanismo foi o responsavel pela inibi¢do da imunovigilancia
em alguns modelos tumorais. Uma das cadeias do receptor, IL-13Ra2, possui alta afinidade
pela IL-13 e pode atuar como um inibidor dominante negativo ou “receptor decoy”,
suprimindo a agdo da IL-13 e assim contribuindo para a manutencdo da imunovigilancia
tumoral. No presente trabalho, construimos uma quimera IL-13Ra2-Fc no vetor de expressao
eucariotica VR1012 e confirmamos a identidade da proteina recombinante por
immunoblotting. Através do ensaio de ELISA quimioluminescente, observamos que a
atividade biologica da quimera produzida, ou seja, a sua alta afinidade pela IL-13, estava
preservada. Esta vacina de DNA foi entdo testada no modelo singénico de melanoma murino
B16F10-Nex2, isoladamente ou em associagcdes com um plasmideo contendo o gene da IL-12.
Um protocolo de bioquimioterapia foi entdo construido com o composto ciclopaladado 7A.

Experimentos in vivo mostraram um efeito protetor mediado pela alta producdo de IFN-y e
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“down-regulation” de interleucinas antiinflamatdrias. A bioquimioterapia in vivo com ambos
os plasmideos em associagdo com a droga 7A foi o melhor protocolo terapéutico o qual levou a
uma redugdo significativa na evolugdo tumoral, protegendo 30% dos animais, que
permaneceram livres de tumor. Demonstramos que a primeira administragdo do plasmideo
expressando IL-12, seguida de continuas doses do plasmideo expressando IL-13Ra2-Fc
juntamente com a droga 7A resultou em uma atividade anti-tumoral mediada pela alta
produ¢do de citocinas pro-inflamatérias e inibicdo ou controle de mecanismos
imunossupressores, principalmente recrutamento de células T NK1.1" produzindo IL-10 e IL-

13.

ABSTRACT

Interleukin 13 has emerged as a central mediator of a Th 2-dominant immune response and it
has immunoregulatory activities in many diseases, including cancer. The protective or
suppressive role of CD1d-restricted NKT cells in tumor immunity has been well documented.
Whereas IL-12 can activate type I IFN-y—producing NKT cells, type II NKT cells have been
reported to produce IL-13 and this mechanism was responsible for immunosurveillance
suppression in some tumor models. The high affinity chain of the receptor, IL-13Ra2, may act
as a dominant negative inhibitor or “decoy receptor” suppressing the action of interleukin 13
then helping the maintenance of tumor immunosurveillance. Here, we constructed an IL-
13Ra2-Fc chimera in an expression vector VR1012 and confirmed the identity of our
recombinant protein by immunoblotting analysis and its bioactivity (binding to IL-13) in an
ELISA chemiluminescent assay. Such DNA vaccine was tested against syngeneic B16F10-

NEX2 murine melanoma. Experiments in vivo were carried out and the results showed a
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protective effect mediated by high production of IFN-y and down-regulation of the anti-
inflammatory interleukins. Biochemotherapy in vivo with plasmid containing the gene for IL-
13Ra2-Fc in association with plasmid that encodes the gene for IL-12 combined with
treatment with the 7A cyclopalladated compound led to a significant reduction of tumor
evolution and complete protection of 30% of mice that remained tumor free. We conclude that
IL-12 gene therapy, followed by continuous doses of IL-13Ra2-Fc gene associated with 7A
chemotherapy resulted in anti-tumor activity owing to the high production of pro-inflammatory
cytokines and down regulation of immune suppression mechanisms, specifically involving the

recruitment of NK1.1" T cells producing IL-10 and IL-13.
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I1 - INTRODUCAO

O CANCER DE PELE

Cancer ¢ o crescimento descontrolado de um conjunto de células resultante de alteragdes
genéticas (acimulo de mutagdes) que levam a expressdo de proteinas alteradas, em particular
aquelas que regulam o ciclo celular, defeitos em genes supressores de tumor, expressdao de
oncogenes; ou mesmo outras alteracdes que podem levar a produgdo excessiva de hormonios,
fatores de crescimento, fatores hematopoiéticos, enzimas, citocinas, expressio de neo-
antigenos, antigenos de diferenciacdo, entre outros. Um dos aspectos mais importantes e
preocupantes das neoplasias malignas é a capacidade de invadir os tecidos e o6rgdos vizinhos
normais, metastatizando para 6rgaos distantes.

De todas as neoplasias existentes, o cancer da pele é muito freqliente. Refere-se ao
crescimento anormal e descontrolado das células que compdem a pele. Estas células se
dispdem formando camadas e, dependendo da camada afetada, teremos os diferentes tipos de
cancer. Os mais comuns sdo o carcinoma basocelular (CBC), o carcinoma espinocelular (CEC)
e o melanoma maligno (MM). O céncer de pele ¢ mais comum em individuos com mais de 40
anos de pele clara, sendo relativamente raro em criangas € negros, com exce¢do daqueles que
apresentam doencas cutineas prévias ou alteragdes genéticas. Individuos de pele clara,
sensiveis a a¢do dos raios solares, ou com doencgas cutineas prévias sao as principais vitimas
do cancer de pele. Os individuos de cor negra normalmente t€m cancer de pele nas regides

palmares e plantares.
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O CBC e CEC sao as neoplasias mais freqlientes da pele e podem estar relacionadas a
exposicoes solares freqiientes ao longo de anos em pessoas de pele clara. As lesdes ocorrem
principalmente nas areas mais fotoexpostas como face, pescogo, dorso, antebracos e maos. Ja o
melanoma maligno tem sido relacionado a exposi¢des solares intensas, com queimaduras
solares dolorosas e com bolhas, durante a infancia.

O carcinoma basocelular ¢ o cancer de pele mais comum, responsavel por 70% dos
diagndsticos de cancer de pele. Detectado precocemente a possibilidade de cura € grande, pois
¢ um cancer que praticamente ndo metastatiza. Pode se manifestar sob a forma de uma péapula
com superficie perlacea (aspecto perolado) ou de uma ferida que ndo cicatriza. A gravidade do
CBC se manifesta dependendo do tipo histologico e da localizagdo do tumor, sendo mais
agressivo em locais como palpebra, nariz, orelha entre outros, onde a cirurgia tende a ser mais
dificil. O carcinoma espinocelular € o segundo tipo mais comum de cancer da pele, responsavel
por aproximadamente 25% dos casos. Também ¢ grande a possibilidade de cura, porém neste
caso o risco de metastases aumenta, podendo levar a morte. Pode apresentar-se como uma
placa endurecida, area descamativa ou crostosa, ferida. Este tipo de cancer pode aparecer sobre
areas de cicatriz de queimadura antigas. O numero de casos novos de cancer de pele ndo
melanoma estimados para o Brasil em 2006 foi de 55.480 casos em homens ¢ de 61.160 em
mulheres, de acordo com as ultimas estimativas de incidéncia de cancer publicadas pelo INCA.
Estes valores correspondem a um risco estimado de 62 casos novos a cada 100 mil homens e
60 para cada 100 mil mulheres (www.inca.gov.br; Kufe et al., 2003).

O melanoma, embora seja o cancer de pele menos comum, ¢ o mais perigoso. Alguns
individuos com histéria familiar podem apresentar este tipo de cancer mesmo sem exposi¢ao

ao sol. Pode apresentar-se como uma lesdo enegrecida, com bordas mal delimitadas, com cores
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e diametros que podem se alterar com o tempo. A doenga ¢ predominante em adultos brancos e
embora so represente 4% dos tipos de cancer de pele, o melanoma é o mais grave devido a alta

capacidade de produzir metéstases.

O MELANOMA

O melanoma cutdneo ¢ um tipo de cancer que tem origem nos melanocitos, células
originarias da crista neural que migraram para a pele e outras localidades como os olhos e
orelha interna. A principal funcdo dos melandcitos ¢ a sintese, estocagem e transferéncia de
pigmentos de melanina, armazenados em organelas denominadas melanossomos, para células
epiteliais vizinhas.

O melanoma pode surgir a partir da pele normal integra ou de uma lesdo pigmentada pré-
existente. A manifestacdo da doenca na pele normal se da a partir do aparecimento de uma
pinta escura de bordas irregulares acompanhada de coceira ¢ descamacdo. Em casos de uma
lesdo pigmentada pré-existente, ocorre um aumento no tamanho, alteragdo na coloracdo e na
forma da lesdo que passa a apresentar bordas irregulares (www.inca.gov.br). O diagnostico
inicial é baseado em caracteristicas clinicas tipicas, o chamado ABCD do melanoma, ou seja,
assimetria da lesdo, presenca de bordas irregulares, cor variada e didmetro maior que 6 mm?.
Entretanto, o diagndstico definitivo é obtido apds bidpsia e avaliacao histologica da lesdo onde
se observa a presencga de melandcitos atipicos proliferantes ao longo da jungdo derme-epiderme
ou que se infiltram na epiderme (melanoma in situ). O fator mais importante no prognoéstico da
doenga ¢ o tipo de crescimento, horizontal ou vertical. Se a doencga ¢ detectada no seu estagio

inicial, ou seja, na fase de crescimento radial (RGP-radial growth phase) e ainda esta restrita a
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pele, a possibilidade de cura ¢ grande, pois os tumores iniciais, em sua maioria, sdo tratados
com uma simples excisdo cirirgica. Entretanto, quando as células sdo capazes de se
desenvolver em nddulos infiltrando a derme, ou seja, a fase de crescimento vertical do
melanoma (VGP), o prognéstico ¢ ruim e as estimativas de sobrevivéncia do paciente
diminuem. Melanomas no estagio VGP possuem alta capacidade de metédstase e uma vez
iniciado o processo metastatico o tumor torna-se resistente aos métodos atuais de terapia e
quanto maior o estadiamento da doenga, menor ¢ o indice de sobrevida dos pacientes
(Slominski et al., 2001; Houghton et al., 2002; Balch et al., 2004).

Quanto a epidemiologia do melanoma, a doenga atinge praticamente todos os continentes
do mundo sendo predominante no hemisfério norte nas regides economicamente mais
desenvolvidas. Nas regides mais desenvolvidas do globo concentram-se aproximadamente
82% de todos os casos registrados, de acordo com a Agéncia Internacional para Pesquisa em
Cancer (IARC - International Agency for Research on Cancer - http://www.iarc.fr). A América
do Norte esta entre os continentes com niimeros mais expressivos: entre os homens apresenta
uma taxa de incidéncia de aproximadamente 41% e entre as mulheres uma taxa de 31% de
todos os casos registrados no mundo. Nos Estados Unidos, o melanoma foi o cancer de
aumento mais expressivo, tendo sua incidéncia quase triplicada nas ultimas cinco décadas
(Houghton et al., 2002). Na Europa, ocorre uma inversdo ¢ as mulheres sdo mais atingidas que
os homens. Os homens representam 34% em relacdo a estatistica mundial enquanto as
mulheres representam aproximadamente 44% de todos os casos registrados. A América do Sul
¢ responsavel por aproximadamente 4,5% e 4,9% de todos os casos de melanoma registrados

no mundo em homens e mulheres, respectivamente, sendo o Brasil o pais de maior incidéncia

(IARC). Segundo a tultima estimativa de incidéncia de cancer no Brasil realizada pelo INCA,
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eram previstos para 2006, 2.710 casos novos em homens e 3.050 casos novos em mulheres. As
maiores taxas do pais verificam-se na regido Sul.

O melanoma ¢ um dos melhores exemplos de como a genética e o meio ambiente
interagem na patogénese do cancer e sua incidéncia ¢ fortemente afetada pela raca e
localizagdo geografica (Houghton et al., 2002). Apesar da etiologia do melanoma ser complexa
e multifatorial, as queimaduras e a exposicdo cumulativa aos raios solares tém sido
consideradas elementos chave para o desenvolvimento do tumor, juntamente com fatores do
hospedeiro como componentes hereditarios (historia de melanoma familiar), presenca de
grande numero de nevus melanociticos ou atipicos, além de cor da pele, dos olhos e dos
cabelos (Briollais et al., 1996; Elwood et al., 1997; Chaudru et al., 2004). Ainda em relagdo ao
hospedeiro, as reagdes de pele que cada individuo apresenta quando exposto ao sol é um fator
importante, como por exemplo, a propensdo a queimaduras. Estudos indicam que a exposi¢ao
cumulativa e excessiva ao sol durante os primeiros 10 a 20 anos de vida aumenta muito o risco
de cancer de pele (Chaudru et al., 2004). Recentemente, Ivry et al., 2006 investigaram o papel
da exposi¢ao solar na etiologia do melanoma através de uma extensa revisao bibliografica tanto
da area de pesquisa basica como clinica, e concluiram que a exposi¢ao solar em conjunto com
alguns fatores genéticos contribui significativamente para o desenvolvimento do melanoma
sendo, portanto, umas das causas primarias do desenvolvimento da doengca. Uma outra
evidéncia para a associagdo entre o melanoma e a radiacdo UV ¢ o fato de que pessoas com
xeroderma pigmentosum; uma doenga hereditaria onde os individuos apresentam um defeito no
sistema de enzimas necessarias para reparar o dano causado pelas radiagdes UV no DNA;
possuem um risco mil vezes maior do que pessoas normais para desenvolver cancer de pele do

tipo melanoma. Além dos seus efeitos diretos a radiagdo UV também induz supressdo imune,
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provavelmente interferindo com os mecanismos de imunovigilancia contra o cancer (Houghton
etal., 2002, Ivry et al., 2006).

Quanto ao espectro de radiacdo solar, ndo estd claro na literatura quais os tipos de
radiagdo, UVA ou UVB ou mesmo ambas, sdo responsaveis pelo desenvolvimento do
melanoma. A literatura ¢ muitas vezes controversa e freqiientemente os dados ndo podem ser
devidamente comparados devido a diferencas na casuistica da pesquisa ¢ nos métodos
utilizados para avaliagdo da influéncia de cada tipo de radiagdo sobre a incidéncia do
melanoma. Em um trabalho recente baseado em modelos de experimentagdo animal, autores
defendem que somente a radiagdo UVB possui um papel na indugdo do melanoma (Fabo et al.,
2004), ao contrario de outros que sugerem que ambas podem ser igualmente responsaveis pela
transformagdo maligna dos melandcitos (Husain et al., 1991; Ley, 1997). Individuos tratados
com radiagdo UVA em decorréncia de outras doengas cutaneas apresentaram um risco maior
de desenvolver melanoma, 15 anos depois da primeira exposi¢do, sugerindo um papel
relevante da radiacdo UVA na transformacgao maligna e incidéncia do melanoma (Stern, 2001).
A radiagdo UVA penetra mais profundamente na derme, provavelmente induzindo radicais
livres que por sua vez causam dano ao DNA. Os raios UV-A (320 nm a 400 nm) independem
da camada de ozbnio, pois sdo menos absorvidos por ela, e podem causar cancer de pele em
quem se expde a eles em horarios de alta incidéncia, continuamente e ao longo de muitos anos.
A radiacdo UVB é um mutagénico conhecido que induz a formagao de dimeros de pirimidina
ciclobutano (CPDs) e 6-4 fotoprodutos (6-4 PPs), que podem levar a mutagdes genéticas
especificas, tais como, trocas de bases de cisteina (C) para timina (T) ou trocas do tipo CC para
TT. UVB esta associada com queimaduras com bolhas, fator diretamente relacionado ao risco

de apresentar melanoma e em decorréncia da destruicdo da camada de ozonio, os raios UV-B
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(280 nm a 320 nm) tém aumentado progressivamente sua incidéncia sobre a terra. A prevengao
entdo ¢ muito importante e a exposi¢do a radiagdo ultravioleta pode ser minimizada por
campanhas e medidas educativas adequadas, visando diminuir a incidéncia deste tipo de cancer
de pele.

Os danos causados pela radiagdo UV ou por outros carcindégenos quimicos levam ao
acimulo de mutagdes em regides importantes do genoma do hospedeiro. Aberragdes
cromossOmicas ¢ mutagdes génicas sao encontradas tanto em melanomas familiares como nos
casos espontineos. Entre os mais importantes citados na literatura, estd o gene CDKN2A
localizado no cromossomo 9p21. CDKN2A codifica duas proteinas distintas, pl6/INK4a e
pl4ARF, através de splicing alternativo. Ambas as proteinas atuam como supressores de
tumor: p16 inibe a atividade do complexo ciclina D1-CDK4, prevenindo progressdao do ciclo
celular e p14ARF diretamente estabiliza p53, induzindo parada no ciclo celular ou apoptose ou
ainda através da via de Rb, provavelmente inibindo ambas as vias. Portanto, compreende uma
regido critica envolvida na progressdo do ciclo celular em células normais (Chaudru et al.,
2004, Slominski et al., 2001). Expressio aberrante de pl6 estd associada com um
comportamento mais agressivo do melanoma (Slominski et al., 2001), e atualmente ¢ o melhor
candidato para gene supressor de tumor em melanoma. Mutagdes que inativam o gene
pl6/INK4a, regulador negativo do “checkpoint” G1-S ou que ativam CDK4, um regulador
positivo da via, s3o encontradas em aproximadamente 25% dos melanomas familiares (Kamb
et al., 1994). Em melanomas esporadicos, a regido INK4a esta deletada em 50-80% dos casos
(Flores et al., 1996) e mutagdes em CDK4 também tém sido descritas (Wolfel et al., 1995).

Mutagdes no gene p53 estdo entre as mais comuns que contribuem na etiologia das

neoplasias, mas seu papel na patogénese do melanoma nao estd bem estabelecido. Nao existem
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correlagdes comprovadas entre rearranjos génicos ou expressao alterada da proteina p53 com
progressdo de lesdes melanoticas. Entretanto, alguns autores sugerem que p53 pode ter um
papel mais complexo na patogénese do melanoma atuando em genes efetores “downstream” na
via, tais como MDM?2, GADDA45 e CIP1/WAF1. Outra possibilidade sugerida é que o nivel de
expressao de p53 pode modificar a resposta das células tumorais aos agentes quimioterapicos.
Diante das varias teorias propostas, muitos estudos ainda sdo necessarios para a compreensao
do papel do gene p53 na biologia do melanoma (Slominski et al., 2001).

Mutagdes na familia dos proto-oncogenes ras tém sido detectadas em aproximadamente 5
a 6% das amostras de melanoma humano, ¢ inclusive mutagdes afetando N-ras sdo mais
freqilientes nas areas expostas ao sol. Mutacdes nos oncogenes Ha-ras, Ki-ras ¢ N-ras também
jé foram detectadas em células de melanoma mantidas em cultura e em linhagens de melanoma
metastaticos humanos. As mutagdes de N- e Ki-ras estdo associadas com superexpressao do
receptor do fator de crescimento epidermal (EGF) e fen6tipos desdiferenciados. No entanto,
mutagdes em Ki-ras também sdo encontradas em nevus melanociticos benignos e, portanto
mesmo que as proteinas ras tenham um papel na proliferagdo maligna, sua contribui¢do para o
desenvolvimento do melanoma permanece pouco esclarecida. Outros oncogenes com
expressdo alterada em células de melanoma em cultura, descritos na literatura, porém com
papéis questiondveis no desenvolvimento do melanoma humano icluem c-myb, c-myc, c-fos, e
c-jun. Mutagdes em genes envolvidos na sinalizagdo celular também tém sido bem

documentadas, como a via de MAPK (Slominski et al., 2001).

TERAPIAS ATUAIS
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O Melanoma ¢ a forma mais grave causadora do maior nimero de mortes entre todos os
tipos de cancer de pele. Apesar dos estudos intensivos em pesquisa laboratorial e clinica, a
unica cura efetiva ¢ a rescisdo cirurgica do tumor primario antes que o mesmo atinja uma
profundidade de um pouco mais que 1 mm. Assim, o tratamento inclui a remog¢do cirurgica
eventualmente acompanhada de quimioterapia, imunoterapia ou radioterapia. Quando o tumor
¢ diagnosticado precocemente ¢ grande a probabilidade de cura, porém uma vez metastatizado,
ndo ha tratamentos disponiveis que realmente sejam efetivos e eliminem a doenca. Neste
contexto, estudos buscando terapias adjuvantes, como novos agentes ¢ novas estratégias de
tratamento sdo importantes (Danson et al., 2005).

Bioquimioterapia ¢ a combina¢ao de agentes bioldgicos com drogas quimioterapicas no
tratamento do cancer. Citocinas, células dendriticas pulsadas com determinados antigenos e
linfocitos sdo exemplos de agentes biologicos utilizados atualmente. Trés agentes biologicos
principais sdo utilizados no tratamento de melanoma maligno: IL-2, IFN-a e linfocitos
estimulados com IL-2. IL-2 (Proleukin®) foi a primeira nova terapia aprovada para o
tratamento do melanoma metastatico em 20 anos, baseado nos bons resultados obtidos neste
tumor. Alguns estudos ja demonstraram que administra¢do de IL-2 pode levar a uma completa
e duradoura remissdao do tumor, embora tais resultados sejam ocasionais e beneficiem apenas
uma porcentagem pequena de pacientes (Dutcher et al., 1991, Buzaid et al., 2004). As drogas
quimioterdpicas mais comumente utilizadas no tratamento do melanoma sdo dacarbazina
(DTIC), carmustina, analogos da platina (cisplatina e carboplatina), alcaldides isolados de
Vinca rosea (viscristina e vimblastina) e taxanos (paclitaxel), sendo que essas drogas atuam

como inibidores inespecificos do ciclo celular. Estes agentes (bioldgicos ou quimioterapicos)




Introdugdo 13

possuem efeitos anti-tumorais reproduziveis e ocasionalmente mostram algum sucesso, porém

a eficacia destes protocolos clinicos em melanoma ¢ parcial e limitada (Bajetta et al., 2002).

RESPOSTA IMUNE ANTI-TUMORAL

A evolugdo do melanoma maligno humano compreende diferentes estagios: inducao,
tumor primdrio, metéstases regionais, invasao da corrente sanguinea, metastases disseminadas
principalmente para pulmao, figado e cérebro, levando a morte. Na grande maioria dos casos, a
resposta imune protetora somente ocorre entre a indugdo ¢ o tumor primario (janela profilatica)
e pode ser estimulada entre o tumor primario e o estagio de metastases regionais (janela
terapéutica).

O conceito de imunovigilanica, ou seja, de que o sistema imune pode reconhecer e atacar
células tumorais, levando a destrui¢do do tumor tem sido revisto e evidéncias atuais claramente
demonstram sua existéncia (Dunn et al., 2002). Camundongos imunodeficientes apresentam
uma susceptibilidade aumentada para o desenvolvimento de tumores espontianeos e tumores
quimicamente induzidos. Destruicdo do tumor resulta de quatro mecanismos principais: (1)
células da imunidade inata reconhecem células transformadas e sdo estimuladas a produzir
IFN-y, (2) indu¢ao de quimiocinas e bloqueio da angiogénese, efeitos diretos do [FN-y sobre as
células tumorais, ativacdo citotoxica de macréfagos e células NK (natural killer) e ativacao de
células dendriticas (DCs) que migram para linfonodos periféricos (3) desenvolvimento de
linfocitos especificos para antigenos tumorais nos linfonodos e (4) migragdo de linfocitos
CD4" e CDS8" para o local e lise de células tumorais. Evidentemente que alguns desses

processos podem acontecer simultaneamente.
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Assim, na resposta imune anti-tumoral observamos a presenca de elementos da resposta
imune inata, assim como elementos da resposta imune adaptativa. Os tipos celulares da
resposta inata sdo células NK, células NKT, macrofagos, neutrofilos e linfocitos T 3. As
células NK foram as primeiras células identificadas capazes de matar tumores de diferentes
origens, e quando ativadas por IFN-o e IL-2 in vitro aumentam muito sua citotoxicidade
(Herberman, 2002). Células NK sdo capazes de destruir células tumorais deficientes em MHC
classe I (Whiteside et al., 1995). Citotoxidade de células NK é mediada via perforina e pela
produgdo de varias citocinas, principalmente IFN-y. Além disso, as células NK sdo responsivas
a varias citocinas (IFNs, IL-2, IL-12 e IL-15) e rapidamente proliferam e aumentam suas
funcdes efetoras. Receptores para moléculas de estresse celular tém sido identificados na
superficie de células NK, bem como em macrofagos e linfocitos T yd e este ¢ um dos
mecanismos de reconhecimento de células transformadas pelo sistema imune inato (Smyth et
al., 2001). As células NKT (discutidas mais detalhadamente em seguida), podem regular a
atividade anti-tumoral tanto de CTLs quanto de células NK (Smyth et al., 2000a). Os
macrofagos podem lisar ou inibir o crescimento in vitro de células transformadas, e quando
estimulados tém sido associados a um menor crescimento tumoral ou mesmo a menor
incidéncia de tumores. Citotoxicidade mediada por macrofagos € mais eficiente quando ha um
contato célula-célula, mas a liberagdo de fatores soluveis ¢ um dos principais mecanismos de
citotoxicidade dessas células. Os principais produtos produzidos pelos macrofagos sdo 6xido
nitrico (NO), TNF-a, peroxido de hidrogénio (H,O,) e FasL (Mitra et al., 2003). Atualmente, o
conceito de que macrofagos M1 sdo tumoricidas e macréfagos M2 sdo imunossupressores vem

sendo bem caracterizado e a geragcdo de cada fendtipo vai depender do microambiente tumoral.




Introdugdo 15

TAMs (tumor-associated macrophages) tém sido associados ao fendtipo M2 (Mantovani et al.,
2002; 2006).

Células dendriticas (DCs) sdo consideradas um elo importante entre a resposta imune
inata e o desenvolvimento da imunidade adaptativa. S3o as mais potentes APCs e
consequentemente iniciam uma resposta imune antigeno especifica, ativando linfocitos T
através da expressdo abundante de moléculas de MHC, moléculas de adesdo celular e
moléculas coestimulatorias em sua superficie. Antigenos expressos nas células de melanoma,
secretados ou resultantes de lise celular (devido a necrose do tecido) sdo processados por
células de Langerhans presentes na pele que se tornam ativadas, aumentam a expressdo de
moléculas coestimulatorias e migram para os linfonodos para ativar linfocitos T “naive”.
Linfocitos T CD8" ativados migram para o tecido, se diferenciam em linfocitos T citotoxicos e
exercem seus efeitos através da lise direta das células tumorais. Outro mecanismo importante
pelo qual as DCs podem ativar linfécitos € o cross-priming. Cross-priming, também chamado
cross-presentation, ou apresentagdo cruzada, ¢ a capacidade das DCs de apresentar antigenos
de outra célula (oriundos geralmente de células tumorais apoptoticas) através de moléculas de
MHC classe I, maximizando a resposta anti-tumoral. Além disso, células dendriticas também
produzem moléculas importantes como IL-12, TNF-a e NO (Abbas, 2003).

As citocinas podem regular o crescimento das células tumorais de distintas maneiras:
regulagdo da angiogénese, ativacdo de uma resposta imune especifica contra as células
tumorais do hospedeiro e até mesmo proliferacdo das células tumorais através de um efeito
autdcrino. Em modelos de melanoma murino experimental, o papel de vérias citocinas no
controle do crescimento tumoral tem sido investigado (Arca et al., 1996). Dentre as principais,

estdo a IL-2, TGF-B (Wojtowicz et al.,1996), IFN-y (Rodrigues et al., 2002), IL-4 (Blaya et al.,




Introdugdo 16

1996), IL-12 (Teicher et al., 1996), GM-CSF (Dranoff et al., 1993; Arca et al., 1996b;
Sampson et al., 1996; ) e IL-10 (Gerard et al., 1996).

As principais células efetoras da reposta imune adaptativa, envolvidas na rejeigdo
tumoral, sdo as células T CDS8" citotoxicas (CTLs, “cytolytic T lymphocytes™). Tais células
interagem através do seu complexo CD3/TCR com antigenos associados com moléculas de
MHC classe 1 presentes na superficie de células tumorais. A interacdo também envolve
moléculas de adesdo, tais como ICAM-1 (molécula 1 de adesdo intercelular) com seu ligante
nos linfocitos LFA-1 (antigeno associado a fungdo leucocitaria), e Fas (CD95) com FasL
(CD95L). As células tumorais sdo destruidas através da liberacdo de perforinas (proteinas
formadoras de poros), serino esterases, IFN-y, granzima B e/ou TNF-a pelos CTLs (Dunn et
al., 2002). No cancer, as moléculas coestimulatorias podem estar “down” reguladas, induzindo
anergia de células T e geragdo de linfocitos T tolerizados. Um mecanismo de escape tumoral
bem conhecido ¢ a disponibilidade de moléculas MHC classe I em alguns tipos de tumores e
principalmente em metastases, onde apresentam uma densidade consideravelmente menor que
a observada em tecidos normais, provavelmente diminuindo a apresentagao de antigenos para
uma resposta efetora mediada por linfocitos T CD8" citotoxicos (Kageshita et al, 1999).

Embora os linfocitos T CD4 " helper ndo sejam em geral citotdxicos para os tumores, eles
podem desempenhar um papel importante nas respostas anti-tumorais secretando citocinas que
ativam uma grande variedade de células, dentre as quais macrofagos, células NK, DCs e
linfocitos CD8". Assim, para uma resposta anti-tumoral eficiente é necessaria indugio de
linfocitos T CD4" Thl, capazes de reconhecer antigenos tumor especificos em associagdo com
moléculas MHC classe II e receber sinais de moléculas co-estimulatorias. As citocinas

liberadas apds essa interagdo, IL-2, IFN-y e TNF-a, ativam CTLs, responsaveis pela lise das
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c€lulas tumorais. Além disso, TNF-a e [FN-y aumentam a expressao de moléculas MHC classe
I ¢ a sensibilidade a lise pelos CTLs (Abbas et al., 2000). Portanto, uma resposta dtima requer
a cooperacdo entre linfocitos T CD4" e CTLs CDS8". Outra evidéncia da importancia destas
células é que elas reconhecem a mesma categoria de antigenos que os linfécitos T CDS",
incluindo antigenos produzidos por mutacdes, antigenos testiculares e antigenos de
diferenciagdo. De fato, atualmente existe uma distingdo cada vez menor entre antigenos
reconhecidos por linfécitos T CD4", linfocitos TCD8" ¢ anticorpos. Em muitos casos, os
estudos de antigenos reconhecidos por anticorpos levaram a descoberta de que esses mesmos
antigenos eram reconhecidos também por linfécitos T citotoxicos. Modelos experimentais tém
mostrado que a resposta imune contra o melanoma, e inclusive contra antigenos de
diferenciagdo, pode envolver distintos mecanismos, seja via ativagdo de linfocitos T citotoxicos
ou via acdo de anticorpos através de mecanismos dependentes de receptores Fc (Houghton et
al., 2001).

Atualmente, sabe-se que a evolugdo tumoral também ¢é capaz de gerar uma resposta
imune humoral especifica. Linfécitos B sdo ativados para secretar anticorpos tumor-especificos
que possam mediar reagdes de citotoxidade dependente de complemento (CDC) ou reagdes de
citotoxidade dependente de anticorpo (ADCC). As subclasses de anticorpo IgG sdo os
principais ativadores do sistema complemento e mediadores da ADCC e portanto sdo as mais
importantes na imunoterapia tumoral (Mitra et al., 2003). As células capazes de mediar reagdes
de ADCC s2o macréfagos e células NK devido a expressao de receptores (receptor Fe-IIT ou
CD16) para a porcao Fc de IgG. Além disso, a ativagdo do sistema complemento pode induzir
forte resposta inflamatoria, potencializando outros mecanismos anti-tumorais. Foi demonstrado

que anticorpos contra antigenos de membrana da célula tumoral tinham seus titulos maximos
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no periodo entre a formagdo do melanoma primdrio e as metastases regionais, caindo
significativamente nas fases seguintes da doenca, simultaneamente a uma elevagdo dos
anticorpos contra antigenos citoplasmaticos do tumor, ndo protetores. Desta maneira, a
substitui¢ao da imunidade celular ativa na fase de indu¢do do melanoma maligno ¢ do tumor
primario pela resposta humoral proeminente, ndo protetora, nos estagios finais de evolugdo,
coincide com a formacdo de metastases regionais, disseminagdo de células tumorais pela
corrente sanguinea e conseqiiente metastatizagdo para orgaos distantes e morte (Lewis et al,
1979).

Apesar da variedade de mecanismos descritos aqui, através dos quais o sistema imune
pode combater os tumores, existem mecanismos de escape tumoral importantes que devem ser
considerados. Estes mecanismos podem ser divididos em: células supressoras, produtos
secretados pelos tumores, expressao de moléculas inibitdrias e “down” regulacdo de moléculas
importantes. Algumas células supressoras incluem linfécitos T reguladores CD4'CD25" (T
reg), células Th2 convencionais, células NKT restritas a CD1d (tipo II), células supressoras
mieldides e macrofagos M2. Células tumorais podem produzir citocinas anti-inflamatoérias,
diminuindo a eficiéncia de CTLs e enzimas proteoliticas produzidas por células de melanoma
degradam componentes do complemento diminuindo a eficiéncia de reagdes de CDC (lise
dependente de complemento). J& foi demonstrado, por exemplo, que células de melanoma
podem expressar FAS-L e dessa forma induzir a morte por apoptose de linfécitos infiltrantes
do tumor representando um poderoso mecanismo de escape (Hahne et al., 1996; Terheyden et
al., 1999). Outro exemplo ¢ a auséncia da molécula B7 na superficie das células tumorais,
provavelmente um dos mecanismos mais importantes de escape tumoral. E finalmente, como ja

citado, “down regulation” de moléculas MHC classe I € outro mecanismo freqiiente de escape
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tumoral, inclusive em melanoma (Kageshita et al, 1999). Uma melhor compreensdo dos
mecanismos de regulagdo negativa da imunidade tumoral serd importante no desenvolvimento

de vacinas e de estratégias imunoterapéuticas.

CELULAS NKT

Células NKT restritas a CD1d tém um papel ambiguo na imunidade tumoral. Elas tém
sido consideradas células imunoreguladoras do sistema imune, pois produzem grandes
quantidades de citocinas tanto tipo 1 quanto tipo 2 ap6s um estimulo. Estas células t€ém sido
implicadas como imunossupressoras em alguns modelos tumorais (Terabe et al., 2000, 2003;
Park et al., 2005), mas também sdo importantes na prote¢ao contra tumores (Crowe et al.,
2002; Stewart et al., 2003; Zhou, 2007). Este aparente paradoxo pode ser explicado pelas
diferentes subpopulagdes produtoras de diferentes perfis de citocinas, que atualmente estdo
sendo melhor estudadas e identificadas e que eventualmente podem regular uma a fungdo da
outra (Terabe & Berzofsky, 2007). Assim, as células NKT restritas a CD1d podem ser
divididas em dois fendtipos: NKT tipo I e NKT tipo II. Estas células provavelmente sdao
responsivas a diferentes sinais de acordo com o microambiente tumoral e apropriados
estimulos sd3o necessarios para induzir a proliferacdo de um ou outro fenétipo, como ja foi
demonstrado experimentalmente (Ambrosino et al., 2007). Células NKT destroem células
tumorais por citotoxidade direta em um mecanismo semelhante a citotoxicidade de células NK,
ou seja, através de perforina (Smyth et al., 2000a). Além disso, as células NKT também
auxiliam CTLs e células NK, através da producao de citocinas. Em contrapartida, células NKT

tipo Il regulam negativamente a resposta imune anti-tumoral provavelmente através da
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producdo de IL-13. Terabe et al. (2005) demonstraram que na auséncia de células NKT tipo I ¢
células Treg, células NKT tipo II (ndo-Val4Ja18+) foram as responsaveis pela supressdo da
imunovigilancia tumoral. Em outro trabalho, os autores observaram que as células NKT foram
responsaveis, pelo menos em parte, pela diminuicdo da eficicia de uma vacina viral. A eficicia
da vacina era aumentada ap6s administracdo de um inibidor soluvel de IL-13 ou quando foram
utilizados animais deficientes para CD1, que perdem células NKT (Ahlers et al., 2002). Em
outros modelos, camundongos knockout para CD1 (deficientes tanto em células NKT tipo I
quanto tipo II) apresentaram maior imunidade ao tumor primario e grande resisténcia a
metastases (Ostrand-Rosenberg et al., 2002; Terabe et al., 2000, 2005; Park et al., 2005).
Assim, as células NKT podem regular positivamente ou negativamente a resposta imune € uma
estratégia que envolva a estimulacdo da subpopulacdo NKT tipo I (por exemplo, administra¢do
de IL-12) e supressdo ou controle da NKT tipo II pode ser interessante para uma resposta

imune anti-tumoral mais eficiente.

ESTRATEGIAS PARA IMUNOTERAPIA

A nogdo de que o sistema imune deve reconhecer e rejeitar os tumores ndo € nova.
Tratamentos de tumores com materiais purulentos ou com bactérias datam do século 19, com
respostas anti-tumorais esporadicas (Coley, 1893). E relativamente ficil entender como o
sistema imune deve combater organismos estranhos, mas dificil quando o sistema imune deve
agir contra tumores. Os tumores sdo origindrios do proprio individuo e sendo assim expressam

muitos genes que também sdo expressos pelo tecido normal. Desta maneira, a resposta imune
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deve ser capaz de discriminar antigenos proprios produzidos pelas células normais e antigenos
expressos particularmente nas células tumorais.

A identificagdo e caracterizacdo molecular de novos antigenos tumorais ¢ o estudo das
funcdes pleiotropicas das citocinas trazem novas possibilidades para o desenvolvimento de
imunoterapias efetivas contra o cancer e para a constru¢ao de novas vacinas (Rosenberg et al.,
2001). Vacinagdo com construgdes contendo antigenos tumorais em conjunto com citocinas
recombinantes pode ser mais eficiente contra o crescimento tumoral (Song et al., 2000).
Apesar de ndo haver um consenso, basicamente podemos dividir os antigenos tumorais em 3
categorias: (1) antigenos codificados apds alteragdes genéticas e provenientes de transcritos
atipicos; antigenos testiculares denominados ‘“cancer-testes” e antigenos de diferenciacao
(Houghton et al., 2001). Trés grupos de antigenos alvos tém sido cogitados para o
desenvolvimento de uma vacina contra o melanoma. Sao eles: gangliosideos, cuja expressdo ¢
regulada positivamente durante a transformacao maligna; glicoproteinas melanociticas, TRP-1
e TRP-2 e gp 100, e também, os antigenos conhecidos como ‘“cancer-testes antigens”,
expressos em células da linhagem germinativa e que estdo silenciados nas células somaticas,
sendo “re-expressos” em muitos tumores. Como as células germinativas ndo expressam
moléculas MHC classicas, estes antigenos sdo descritos como tumor-especificos. O exemplo
mais conhecido ¢ a proteina MAGE-1, primeiro produto génico humano descrito em tumores,
mais especificamente em melanoma. Porém, estes antigenos podem realmente estimular o
sistema imune de maneira suficiente de tal forma que o organismo possa rejeitar o tumor? E
quanto a problematica da autoimunidade? E aos mecanismos de escape tumoral, como perda de
expressao antigénica e “down-regulation” de moléculas MHC e moléculas co-estimulatorias?

Neste contexto, os adjuvantes imunes sdo cruciais no desenvolvimento de vacinas contra tais
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antigenos. Cé¢lulas dentriticas, interleucinas, anticorpos ou células modificadas geneticamente
sdo alguns dos exemplos de adjuvantes imunoldgicos importantes no combate e controle dos
tumores. Vale ressaltar que muito do conhecimento adquirido nesta area provém de estudos
com o melanoma, inclusive em terapias utilizando anticorpos monoclonais e citocinas como
IFN e IL-2, com ou sem linfocitos ativados. Isto se deve a razdes de ordem pratica, como a
facilidade de manutencdo de linhagens de melanoma em cultura de tecidos e em grande parte
devido ao nimero de protocolos clinicos ja realizados utilizando terapias imunes alternativas
aos tratamentos convencionais. Estes novos protocolos por sua vez sdo aplicados
primeiramente em pacientes com melanoma em razdo da resisténcia deste tipo de cancer aos
tratamentos com quimioterapicos usuais (Houghton et al., 2001).

Desta maneira, a imunoterapia visa estimular mecanismos protetores que normalmente
estariam reprimidos ou que simplesmente ndo foram mobilizados para o combate do
crescimento tumoral primario e metastatico. Deve ocorrer em paralelo com outros meios de
tratamento, complementando-os, evitando recidivas pos-cirurgicas, regredindo focos
metastaticos, aumentando a sobrevida do paciente, porém nao substitui a excisdo cirargica dos
tumores como medida prioritaria.

O desafio em desenvolver vacinas contra o cancer ¢ estimular uma resposta imune celular
suficiente para controlar efetivamente a doenga, apesar dos inimeros mecanismos de escape
tumoral existentes € mecanismos supressores que inibem a resposta de células T citotoxicas.
Um dos alvos mais comuns nas estratégias de imunoterapia ¢ a modulagdo da fungdo das
células apresentadoras de antigenos (APCs). Esta estratégia ¢ baseada no conceito de que a
caracteristica quantitativa e qualitativa da resposta de células T a antigenos depende dos sinais

que estas células receberam das APCs. De todos os subtipos de APCs derivadas da medula
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Ossea (células B, macréfagos e DCs), a DC ¢ a mais potente APC, e ¢ responsavel pela
iniciagdo das respostas imunes (Pardoll et al., 2002). Células dendriticas pulsadas com -
GalCer inibiram a formag¢ao de metastases em um modelo de melanoma experimental (Toura et
al., 1999) e tratamento de pacientes com melanoma avangado com células dendriticas resultou
em beneficios clinicos e estabilizacdo da doenga e abre novas perspectivas para o tratamento
do cancer (Barbuto et al.,, 2004). O uso conjunto de moléculas coestimulatorias na
imunoterapia também parece ser uma 4rea promissora, pois tais moléculas agem
sinergicamente na amplificacdo da resposta imune via linfocitos T citotéxicos ou mesmo
direcionando a resposta para producdo de células Thl ou Th2, agindo como poderosos
coadjuvantes na vacinac¢do (Townsend et al., 1993, Restifo et al., 2000). A perda de moléculas
co-estimulatorias em células tumorais resulta em apresentagdo dos antigenos tumorais via
MHC classe I, e auséncia de co-estimulagdo pode levar a quadros de anergia.

A adminstrag@o de citocinas € uma das estratégias mais utilizadas na imunoterapia. Uma
das limitagdes para o uso direto das citocinas ¢ a provavel toxicidade. Deste modo, a expressao
restrita da citocina no micro-ambiente tumoral ¢ imprescindivel para prevenir a ocorréncia de
altos niveis sistémicos. Na maioria dos casos, células tumorais autdlogas transfectadas com
algum vetor expressando o gene da citocina sdo utilizadas na vacinagdo de pacientes (Palmer et
al., 1999; Salgia et al., 2003). Mas a administragao direta de genes (in vivo) em tumores ja vem
sendo realizada a algum tempo, através de técnicas moleculares (Sun et al., 1995). IL-2, IL-12,
IFN-y e GM-CFS estdo associadas a imunidade mediada por célula e regressdo tumoral
enquanto IL-4, IL-5 e IL-10 estdo associadas a progressdao do tumor (Pellegrini et al., 1996;

Clerici et al., 1998).
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Em melanoma, a administragdo de interleucina 2 (IL-2) estd associada com regressao
tumoral (Vuoristo et al., 1994; Phan et al., 2001; Chang et al., 2001). Em estudo de fase I,
publicado por King et al. (2004), os autores utilizaram anticorpos monoclonais humanizados
anti-GD2 ligados a IL-2 em pacientes com melanoma metastatico. O tratamento dos pacientes
com a terapia combinada resultou em uma ativacao da resposta imune observada por influxo de
linfocitos e aumento do nimero e atividade de células NK no sangue periférico. Injecdes de
plasmideos contendo o gene para IFN-y diretamente nos tumores resultaram em alta producao
de IFN-y e inibi¢dao do crescimento tumoral no modelo de carcinoma de colon (Nomura et al.,
1999). IFN-y pode ativar células T, NK e macrofagos além de induzir a expressdo de MHC
classe I e II. As citocinas também podem ser introduzidas na massa tumoral através de vetores
virais. GM-CSF (granulocyte-macrophage colony-stimulating factor) tém sido aplicado
diretamente em lesdes tumorais através do virus Vaccinia recombinante (Mastrangelo et al.,
1999). A administracdo de IL-12, seja a proteina ou na maioria das vezes em vacinas de DNA,
tém sido amplamente utilizada em modelos experimentais de terapias anti-tumorais sempre
com 6timos resultados, descritos mais detalhadamente a seguir.

Outra estratégia que vem sendo sugerida ¢ a inibi¢do no micro-ambiente tumoral da agao
de citocinas inibitorias, que prejudicam o desenvolvimento de uma resposta imune anti-tumoral
eficiente e, consequentemente favorecem a progressdo do tumor. Neste sentido, o uso de
receptores soluveis de citocinas mostrou-se eficaz na redug¢do dos seus niveis séricos e pode ser

usado como método imunoterapico (Donaldson et al., 1998; Terabe et al., 2000).

INTERLEUCINA 12




Introdugdo 25

A interleucina 12 foi considerada durante muito tempo a Unica citocina heterodimérica
conhecida, porém na atualidade ela faz parte de uma familia de 5 citocinas e compartilha
fungdes importantes na regulacdo tanto da imunidade inata como adaptativa com outras duas
da mesma familia, IL-23 e IL-27 (Trinchieri et al.,2003b; Langrish et al., 2004).

A interleucina 12, uma molécula de 70 kDa composta por duas subunidades p40 e p35
ligadas covalentemente, é produzida principalmente por células fagociticas hematopoiéticas
ativadas (mondcitos, macrofagos, neutrdfilos) e células dendriticas, sendo que seu efeito
principal ¢ o estimulo para proliferagdo e diferenciacdo dos linfocitos T naive para Thl e
producdo de IFN-y por estas células efetoras o que resulta por sua vez na ativagdo de
macrofagos. A IL-12 ¢ importante na proliferagdo de células NK (natural killer) e também
induz a secre¢do de IFN-y por estas células. Devido a inducdo de quimiocinas, IL-12 também
exerce efeitos antiangiogénicos, diminuindo o suprimento sanguineo para o tumor (Voest et al.,
1995). Assim, quando secretada localmente, esta citocina estimula a proliferacdo e citotoxidade
das células NK e linfocitos T, promove a geragao de células efetoras Thl e produgao de IFN-y,
contribuindo para eliminacdo das células tumorais tanto em modelos experimentais murinos
como em ensaios clinicos (Lesinski et al., 2004; Colombo et al., 2002; Golab et al., 1999).

Em experimentos de terapia génica, a interleucina IL-12 tem sido a mais efetiva na
atividade antitumoral quando comparada com outras citocinas (Rakhmilevich et al., 1997).
Além disso, uma das vantagens da terapia génica € a secrecao local continua no sitio do tumor
evitando a toxicidade relatada devido a administragdo sistémica de IL-12 recombinante (Gollob
et al., 2001, Colombo et al., 2002). Terapia utilizando “gene gun” (biobalistica) com um
plasmideo que contém o gene da IL-12 resultou em completa regressdo do tumor ou supressao

do crescimento tumoral em seis modelos tumorais, incluindo em melanoma B16
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(Rakhmilevich et al., 1996). Apds deplegdo in vivo de linfocitos CDS”, os autores confirmaram
que estas eram as principais células responsaveis pela atividade anti-tumoral. Além disso, a
terapia levou a geragdo de memoria imunologica tumor-especifica em trés modelos tumorais
avaliados. Estes dados estdo de acordo com os resultados obtidos por Brunda et al. 1993, onde
a regressio tumoral apos administracdo de IL-12 é mediada por linfécitos T CDS" enquanto
células NK ndo foram importantes neste modelo. Outro estudo mostrou que “delivery” do
plasmideo expressando IL-12 por eletroporagdo in vivo foi uma estratégia eficiente no
tratamento de melanoma murino B16F10. Tratamento intratumoral, mas ndo intramuscular,
resultou na cura de 47% dos camundongos e o mecanismo de prote¢ao tumoral foi mediado por
IFN-y, influxo de linfécitos para o tumor e mecanismos anti-angiogénicos (Lucas et al., 2002).
Pré-tratamento com IL-12 recombinante aumenta a eficdcia da imunoterapia com baixas doses
de IFN-a, sendo este efeito dependente da producdo endogena de IFN-y (Lesinski et al., 2004).
Assim, administragdo do gene ou da proteina em doses controladas pode ativar mecanismos
distintos da resposta imune e tém sido empregados em varios modelos experimentais. Em
geral, células NK, NKT, macrofagos e linfocitos T CD8 sdo as principais células envolvidas na
rejei¢do tumoral mediada por IL-12.

Ativacdo de células NKT apoés administracdo de IL-12 ¢ um dos mecanismos que
promovem protecdo contra tumores (Cui et al., 1997; Smyth et al., 2000b). Estas células foram
as primeiras ativadas apdos administracdo de IL-12, sendo citotoxicas in vitro contra células
tumorais B16 e protetoras in vivo tanto no modelo subcutaneo quanto no modelo de metastase

pulmonar de melanoma B16 (Cui et al., 1997).

INTERLEUCINA 13
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A interleucina-13 (IL-13) é uma citocina imunoregulatoria secretada preferencialmente
por linfécitos Th2 ativados e células NKT, mas macrofagos, DCs, células NK, mastdcitos e
basoéfilos também podem produzi-la (Wynn et al., 2003). A IL-13 foi descoberta na tltima
década (Minty et al., 1993), sendo uma potente proteina moduladora in vitro da atividade
funcional de monoécitos humanos, células B, células dendriticas e fibroblastos. O gene da IL-13
esta localizado no cromossomo 5q31 (Zurawski et al., 1994), um dos principais loci ligados a
susceptibilidade a asma. A interleucina 13 ¢ reconhecida atualmente como um importante
mediador da resposta imune Th2 com atividades imunoregulatétias em alguns modelos
experimentais tais como, rinite alérgica (Pawankar et al., 1995), asma (Wills-Karp et al., 1998;
Grunig et al., 1998; Foster et al., 2002), esquistossomose (Chiaramonte et al., 1999a; Mentink-
Kane et al., 2003), leishmaniose (Matthews et al., 2000), parasitismo por nematdides (Urban et
al., 1998), fibrose (Chiaramonte et al., 1999b; Fichtner-Feigl et al., 2006) e cancer (Terabe et
al., 2000, 2003, Park et al., 2005, Sinha et al., 2005; Park et al., 2007).

Esta citocina compartilha algumas das propriedades biologicas da IL-4, dentre elas
capacidade de inibir a producdo de citocinas do padrdo Thl e quimiocinas por monocitos e
regular a expressdo de MHC classe I ¢ CD23 nestas células (Minty et al., 1993; Zurawski et
al.,1994), aumentar a expressao de VCAM-1 (molécula de adesdo celular vascular 1) em
células endoteliais (Bochner et al., 1995) e induzir proliferagdo de linfocitos B humanos,
producdo de anticorpos ¢ mudanga de isotipo de IgG para IgE (Punnonen et al., 1994; Lai et
al., 1999). Ha evidéncias de que estas citocinas compartilham alguns componentes do receptor,
ou seja, alguma subunidade comum que é importante na transducdo de sinal (Callard et al.,

1996; Zurawski et al., 1994). No entanto, a incapacidade da IL-13 em regular a diferenciagdo
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de linfocitos T devido a perda de receptores para IL-13 nestas cé€lulas, ¢ uma das principais
diferengas funcionais entre essas duas citocinas (Zurawski et al., 1994). Os papéis da IL-4 ¢
IL-13 na regulagdo da resposta imune tém sido investigados através de estudos com modelos
experimentais de camundongos knock-out para umas das citocinas ou para alguma das
subunidades do receptor (Kuhn et al., 1991; Barner et al., 1998; McKenzie et al., 1998, 1999).
Camundongos knock-out para o receptor IL-4Ra apresentam um prejuizo da resposta imune
celular tipo Th2 (Barner et al., 1998), enquanto macrofagos de camundongos knock-out para o
receptor IL-13Ra2 liberam menos 6xido nitrico (NO) e IL-12 em resposta ao LPS do que
aqueles provenientes de camundongos selvagens (IL-13Ra2"") (Wood et al., 2003).

A estrutura do receptor da IL-13 ¢ similar a de receptores tipo I, sendo composto por duas
cadeias, IL-13Ral e ILI3Ra2. A cadeia IL-13Ral forma em associagao com a cadeia IL-4Ra
um complexo sinalizador eficiente, que uma vez ativado induz a fosforilagao da tirosina pelas
JAK quinases e assim transducgdo de sinal e ativacdo de fatores de transcrigdo STAT 6 (Aman
et al. 1996; Caput et al., 1996; Hilton et al., 1996; Kawakami et al., 2001a; Roy et al., 2002).
A IL-13 liga-se com alta afinidade a cadeia IL-13Ra2 que pode atuar como um receptor
“decoy”, modulando a quantidade de IL-13 disponivel e consequentemente a resposta imune
local. Foi observado que a fusdo do dominio extracelular soluvel da cadeia IL-13Ra.2 a porgao
Fc de imunoglobulina humana (IL-13Ra2/Fc) bloqueia os efeitos da citocina in vitro
(Donaldson et al., 1998). Até bem pouco tempo, acreditava-se que esta cadeia a2 do receptor
ndo transmitia sinal devido ao seu curto dominio citoplasmatico e ao fato de ndo possuir
nenhuma sequéncia de liga¢do de proteinas da via JAK/STAT. Entretanto, Fichtner-Feigl et al.
(2006) demonstraram que a IL-13 sinaliza através da cadeia IL-13Ra2, ativando o fator de

transcricdo AP-1 que induz a secre¢ao de TGF-p.
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Curiosamente, células tumorais também podem sintetizar moléculas imunossupressoras
(Wojtowicz et al., 1997), sendo as principais investigadas: TGF-f3, IL-10 e prostaglandina E2
(PGE2). A IL-13 pode ser produzida por varios tipos de células tumorais, incluindo células de
carcinoma renal (Obiri et al., 1996) e células de linfoma de Hodgkin (Skinnider et al., 2001),
apresentando um papel importante no desenvolvimento de algumas neoplasias. No entanto, o
papel da IL-13 na imunidade tumoral parece ser complexo e depende do tipo de tumor e do
“background” genético do hospedeiro. Estudos prévios demonstraram que a IL-13 pode
favorecer a resposta anti-tumoral em melanoma B16F1 (Ma et al., 2004) ou simplesmente nao
afeta o crescimento tumoral (Ostrand-Rosenberg et al., 2002), enquanto a utilizagdo do inibidor
soliivel IL-13Ra2Fc contribui para resposta imune anti-tumoral (Terabe et al., 2000; 2005).
Em outro trabalho, foi observado um aumento da atividade anti-tumoral quando células
tumorais eram transfectadas para superexpressar a cadeia a2 do receptor para IL-13
(Kawakami et al., 2001b).

Em um modelo de fibrossarcoma 15-12RM (modelo de fibroblastos 3T3 transfectados
com gp 160 de HIV-1, Ras e Myc para torna-los tumorigénicos), os autores observaram que
camundongos knockout para IL-4oR e para STAT6, mas ndo para IL-4, foram resistentes a
recorréncia tumoral. Quando estes animais IL-4 KO eram tratados com inibidor soltvel da IL-
13, eles tornavam-se resistentes a recorréncia tumoral, demonstrando que a IL-13 estava
envolvida no processo (Terabe et al., 2000). Assim, os autores demonstraram que a IL-13 e
células NKT CD4+ eram as responsaveis pela inibicdo da imunovigilancia que controlava a
recorréncia tumoral neste modelo. Em um modelo de metéastase pulmonar de carcinoma de
colon, o mesmo resultado foi observado, ou seja, tratamento com a proteina solivel IL-13Ra2-

Fc diminuiu o nimero de metastases (Park et al., 2005). Um mecanismo para esta
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imunossupressdo foi proposto por Terabe et al., 2003, onde os autores demonstraram que
células mieldides CD11b+ Gr-1+ produziam TGF-3 e que esta produgdo era dependente da
presenga in vivo tanto de IL-13 como de células NKT restritas a CD1d. Com a descoberta da
fungdo da cadeia IL-13Ra2-Fc (Fichtner-Feigl et al., 2006; MacDonald, 2006), este
mecanismo pode ser elucidado da seguinte maneira: IL-13, através da sinalizagdo via cadeia a2
presente em macréfagos, leva a producdo de TGF-f, uma potente citocina imunossupressora,
responsavel pela inibicdo da atividade de CTLs e conseqiliente imunossupressao.

Deste modo, terapia com IL-13Ra2-Fc estimula a resposta anti-tumoral, em modelos
onde as células NKT tipo II inibem a imunovigilancia tumoral natural através de um
mecanismo envolvendo IL-13, enquanto IL-12 estimula a resposta anti-tumoral através de
varios mecanismos efetores, incluindo ativacao de células NKT tipo I. Neste contexto, nds
combinamos ambas as estratégias através de terapia génica utilizando um plasmideo
expressando IL-12 e outro expressando IL-13Ra2-Fc. Além disso, nds associamos as vacinas
génicas com quimioterapia (bioquimioterapia), visando melhorar a resposta anti-tumoral. O
composto ciclopaladado 7A tem sido estudado em nosso laboratério e tratamento continuo com

esta droga foi capaz de prolongar a sobrevida no modelo de melanoma murino experimental

B16F10-Nex2 (Rodrigues et al., 2003).




Objetivos




Objetivos 31

11 - OBJETIVOS

O objetivo principal desse trabalho foi associar reagentes que antagonizam citocinas
imunosupressoras com citocinas pro-inflamatdrias, no sentido de reforcar a resposta imune
antitumoral, ensaiada em modelo de melanoma murino, por si s6 ou associada a quimioterapia
com composto ciclopaladado. Mais especificamente o0s procedimentos experimentais

consistiram de:

1- Construgdo da quimera recombinante IL-13Ra2-Fc através de técnicas de biologia

molecular.

2- Avaliagdo do papel da interleucina 13 na regressdo do desenvolvimento tumoral de
melanoma murino B16F10-Nex2, em sistema singénico, através de terapia génica com a

construcao IL-13Ra2-Fc.

3- Bioquimioterapia com a constru¢do IL13Ra2-Fc, associada ao plasmideo contendo o gene

da IL-12 e um composto ciclopaladado (droga 7A).

4- Avaliagdo da resposta imune dos animais apOs vacinacdo génica e tratamento

quimioterdpico em func¢do da regressdo do crescimento tumoral.
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IV - MATERIAL E METODOS

4.1. Cultivo de células

Células da linhagem tumoral murina B16F10-Nex2 (Fidler et al., 1975) foram sempre
mantidas em meio RPMI 1640 pH 7,2, suplementado com 10% de soro fetal bovino, 10mM de
Hepes (N-2-hydroxyethylpiperazine-N-2-ethanesulphonic acid), 24mM de NaHCO;, todos da
GIBCO (Minneapolis, MN, USA) ¢ 40 mg/mL de gentamicina (Hipolabor Farmacéutica,
Sabara, MG, Brazil). Repiques foram realizados utilizando as seguintes solug¢des: PBS (0.01M
phosphate- buffered saline) pH 7,4 e PBS-EDTA (0.02% EDTA) e congelamento com 10% de
soro fetal bovino. Para os diversos ensaios a viabilidade celular foi comprovada com o uso do

corante de exclusdo Trypan Blue 0.4% (Gibco).

4.2. Construcio da vacina de DNA IL-13Ra2-Fc

4.2.1. Extracao de RNA de Macroéfagos e Esplendcitos

Macroéfagos residentes e da linhagem J774 estimulados ou ndo com 10ng/ml de 1L-4 ou
IL-13 (Zheng et al., 2003), foram cultivados em placas de 24 pogos por 48 horas. Para os
esplenocitos o estimulo foi de 50ng/ml de IL-4 ou IL-13 em placas de 24 pogos por apenas 24
horas. Vale ressaltar que os macrofagos e esplendcitos foram obtidos de animais C57BL/6.
Ap6s o periodo de estimulo, foi feita a extracdo de RNA de todas as linhagens. A extragdo de
RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIZOL™ (Life Technologies), constituido de

uma solugdo monofasica de fenol e guanidina isotiocianato. Aproximadamente 5-10 x 10°
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células foram lisadas com 1ml de Trizol. O Trizol mantém a integridade do RNA inibindo a
acdo de RNAses, a0 mesmo tempo em que lisa a célula e dissolve componentes celulares. As
amostras homogeneizadas foram incubadas por 5 minutos & temperatura ambiente para
completa dissociacdo dos complexos nucleoprotéicos. Foram adicionados 200uL de
cloroférmio para cada ml de Trizol, sendo as amostras homogeneizadas em vortex, incubadas
por 3 minutos no gelo e centrifugadas a 12.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apos centrifugagio,
visualizou-se uma separacao de fases, sendo a de fenol-cloroférmio vermelha e mais densa,
uma interface contendo DNA e uma fase superior aquosa incolor, menos densa, contendo o
RNA. A fase aquosa foi transferida para novo tubo, homogeneizada com 500uL de isopropanol
e 100uL de uma solugdo de citrato de so6dio 1,2N e cloreto de so6dio 0,8N, incubada por 10
minutos no minimo a - 20°C e centrifugada a 14.000 rpm por 10 minutos a 4° C. O precipitado
de RNA foi lavado com 1 ml de etanol 75% gelado e centrifugado a 14.000 rpm por 15
minutos a 4°C. Apds centrifugagdo, o precipitado foi parcialmente seco e em seguida
dissolvido em 4gua Milli Q autoclavada. O RNA foi mantido a —80°C.

A quantificacdo do RNA (diluido 1:200) foi feita em espectrofotometro U-2000 (Hitachi)
com leitura em 260nm e 280nm, sendo que ODy¢ =1 equivale a 40pug/mL de fita simples de
RNA. Assim, a concentragdo de RNA de cada amostra (ug/mL) foi obtida pela formula:

[RNA] (ng/mL) = A260 x 40 x 200
A visualizacdo do RNA foi feita em gel de agarose 1% contendo 25ug de brometo de
etidio. Antes da aplicagdo no gel, as amostras foram incubadas a 65°C por 10 minutos na
presenca de tampdo de amostra 6X para RNA (0,25% bromofenol blue Sigma, 0,25%

xylenecyanol Sigma, 15% Ficoll 400 e 7M uréia), seguido de 1 minuto no gelo e adi¢do de 3ug
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de brometo de etidio para cada amostra. A corrida foi realizada por 1h a 100V e as bandas de
RNA ribosomal 28S e 18S visualizadas em transiluminador UV (Pharmacia).

Devido a existéncia de RNAases e consequente risco de degradagdo, toda a vidraria
utilizada para RNA foi tratada com solu¢do sulfocromica, lavada varias vezes com agua
corrente, em seguida com agua destilada e por fim com agua desionizada, sendo os frascos
aquecidos a 180°C por 2 horas. Os materiais plasticos utilizados foram novos e estéreis e todas

as solugdes feitas com agua desionizada autoclavada.

4.2.2. RT-PCR

O fragmento do gene que codifica uma das cadeias do receptor de IL-13 murino (mIL-
13Ra2) foi amplificado por RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) a partir
de RNA total, extraido de macrofagos residentes de camundongos C57BL/6 pelo método do
TRIZOL™ (Life Technologies), ja descrito anteriormente. A primeira fita de cDNA foi
sintetizada com o “ThermoScript RT-PCR System” (GIBCO) utilizando-se RNA (5 pg
aproximadamente) total livre de DNA e um iniciador senso (oligo dT), de acordo com as
instrugdes do fabricante. DNA contaminante foi eliminado pelo tratamento com DNase I
(RNAase free, Amersham Pharmacia). Vale ressaltar que em todas as rea¢des de RT-PCR,
foram incluidos controles sem a enzima transcriptase reversa. Primeiramente, o cDNA das
varias linhagens celulares foi amplificado utilizando primers especificos para o-actina
(componente do citoesqueleto de todas as células de mamiferos) afim de garantir um controle
positivo das reagdes de RT-PCR, bem como um controle adicional da qualidade do RNA

extraido. Os primers da o-actina foram os mesmos ja descritos por Donaldson et al. (1998),
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sendo o sense: 5' - CAG AGC AAG AGA GGG ATC CTG A - 3’ e o antisense: 5° - TGA TCC
ACA TCT GCT GGA AGG T - 3. Sendo positivo para a-actina, o cDNA foi amplificado em
reagdes de PCR padronizadas, utilizando-se os seguintes primers especificos para o gene da
cadeia mIL-13Ra2: 5° -d GTC GAC ATG GCT TTT GTG CAT ATC AGA TGC T- 3’
(forward, P1) e 5° -dGAC TCC TGC TGG CTG GCT- 3’ (reverse) e também para o dominio
extracelular do receptor, sendo o mesmo oligo sense ¢ o seguinte anti-sense 5° —d TCC GGA
GCC CTT TGA GTC TGG CCC TGT GTA- 3’ (reverse, P2). Reagdes de 25ul. foram
realizadas em tampdo de reacdo 1X (20mM de Tris-HCI pH 8.4, 50mM de KCI), contendo
1,5mM de MgCl,, 200uM de cada ANTP, 1uM de cada primer e 2.5U de Taq DNA polimerase
(Invitrogen). As amplificagdes foram feitas em termociclador (MJ Research, Inc. USA), com
um ciclo inicial de 94°C por 5 min, seguido de 33 ciclos a 94°C por 1 min, 59°C por 2 min e
72°C por 2 min e extensdo final por 10 min a 72°C. Controles negativos (agua ao invés do
cDNA) foram incluidos em todas reagdes, além dos controles com oligonucleotideos
individuais. Aliquotas de 10uL do material amplificado homogeneizadas com 2ul. de tampao
de corrida (0,25% bromofenol blue Sigma, 0,25% xylenecyanol sigma, 15% Ficoll 400) foram
submetidas a corrida eletroforética em gel de Agarose 1,2% com tampao Tris-borato-EDTA
(89mM Tris-HCI, 89mM 4&cido borico e 20mM EDTA) e visualizados através de coloragdo

com brometo de etidio.

4.2.3. Purificacao dos produtos amplificados e clonagem

A purificacdo dos fragmentos do gel foi realizada utilizando-se o kit Bioclean for

Purification of DNA Bands (Biotools do Brasil LTDA). Resumidamente, os fragmentos no gel
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(50uL de reacgao) foram dissolvidos em ImL de Agar Melt Solution a 65°C, sendo adicionado
em seguida 2,5uL da silica com vagarosa agitagdo e incubacdo por 10 minutos a temperatura
ambiente. Apos centrifugacdo a 12.000 rpm por 1 minuto, o pellet resultante foi lavado com
300uL deWash Solution (gelado), sendo essa lavagem repetida uma vez. O pellet seco foi
ressuspendido em 10uL de tampao TE pré-aquecido a 65°C e mantido nesta temperatura por 3
minutos. Ap6s nova centrifugacdo, o sobrenadante contendo o DNA foi transferido para novo
tubo e estocado a -20°C até o momento da clonagem.

Os amplicons foram primeiramente clonados em um vetor procaridtico pGEM-T
(PROMEGA). A ligagdo do fragmento clonado com o vetor pPGEM-T foi realizada overnight a
4°C, contendo 50ng do vetor, 1uL da T4 ligase com seu tampao apropriado, todos fornecidos
com o kit, ¢ mantendo a propor¢do molar vetor-inserto de 1:3. A bactéria Escherichia coli

DH5a competente foi utilizada para transformacao e clonagem do fragmento.

Protocolo para Bactéria competente

Batérias E. coli DH5a utilizadas para as transformagdes foram expandidas da seguinte
maneira: inicialmente a bactéria foi semeada em placa bacterioldgica contendo meio LB,
mantida ‘overnight’ a 37°C. Apos este periodo, uma coldnia isolada foi crescida em 3 ml de
meio LB liquido em shaker a 37°C ‘overnight’. Este crescimento bacteriano (3 ml) foi
colocado por sua vez em 250mL de meio LB liquido e mantido em shaker a 37 °C até DO
(densidade optica) 550 nm entre 0,35 e 0,60. Em seguida, as bactérias foram mantidas em gelo
por 30 minutos e recuperadas por centrifugacao a 3.000 rpm por 15 minutos a 4°C. Apds breve

secagem, as c€lulas foram ressuspendidas em 1/3 do volume original com meio FB (100mM




Material e Métodos 37

KCl, 50mM CaCL; "2 H,0O, 10% glicerol (w/v) e 10mM acetato de potassio), incubadas em
gelo por 1 hora e recuperadas por nova centrifugagdo, apoés a qual as células foram
ressuspendidas em 1/12,5 do volume original de crescimento bacteriano com o meio FB. As

bactérias foram entdo aliquotadas em eppendorfs e congeladas a - 80°C, até o momento do uso.

Transformacio bacteriana e Miniprep por lise alcalina

Para transformacdo, a bactéria competente DH5a (100uL) foi adicionada a todo o
produto da ligacdo (vetor + inserto + T4 ligase), descrita anteriormente, ¢ mantida no gelo por
30 minutos no minimo, seguido de choque térmico a 42°C por 1,5 minutos ¢ em gelo por 2
minutos. Ap6s o choque, 400pL de meio LB (1%Triptona, 0,5%Yeast Extract, 1% NaCl e
0,1% NaOH 1M) foi fornecido a bactéria para crescimento durante 1 hora sob agita¢do
constante em shaker a 37°C. A bactéria crescida foi plaqueada em placas bacterioldgicas
estéreis contendo LB com 0,Img/ml de ampicilina (LB amp), 50mg/ml de X-Gal e 100mM de
IPTG, sendo mantidas overnight a 37°C. No dia seguinte, colonias brancas isoladas, ou seja,
aquelas que receberam corretamente o plasmideo contendo o inserto, foram crescidas
separadamente em 3ml de meio LB amp e incubadas overnight em shaker a 37°C. No dia
seguinte, procedeu-se a mini-preparacio de DNA propriamente dita, ou seja, a cultura
bacteriana (3mL) foi centrifugada por 2 minutos a 12.000 rpm. Apds descarte do sobrenadante
o pellet, foi vortexado e apds adigdo de 200uL da solucdo 1 (50mM de glucose, 25mM de
Tris-HCI1 pH 8,0 ¢ 10mM de EDTA pH 8,0) as bactérias foram lisadas no vortex. Adicionamos
em seguida 400uL da solugao 2 (NaOH 0,2N e SDS 1%) e 300uL da solucio 3 (3M acetato de

potasssio e SM de acido acético), homogeneizando por inversdo do tubo, o que garante lise
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completa da bactéria. Apds centrifugagio por 15 minutos a 12.000 rpm a 4°C, o sobrenadante
foi precipitado com 1 volume de isopropanol por pelo menos 2 horas a - 20°C. Apos este
periodo, nova centrifugagido por 10 minutos a 12.000 rpm a 4°C foi feita e o pellet resultante
lavado com 500uL de etanol 70% e seco a temperatura ambiente. O pellet foi ressuspendido
em 30uL de RNAase A (50ug/mL) e incubado por 20 minutos a 37°C. As minipreparagdes de

DNA (plasmideo contendo o inserto) foram entdo estocadas a - 20°C.

4.2.4. Estudo de Restri¢ao

Os fragmentos clonados foram analisados utilizando enzimas de restri¢do. O estudo de
restrigdo foi feito com as seguintes enzimas: Eco RI, Bam HI e Hind III. A enzima Eco RI ¢
rotineiramente usada para retirar o inserto do vetor pGEM-T. As enzimas Bam HI e Hind III
foram escolhidas pela capacidade de cortar o inserto somente uma vez, abrindo portanto o
plasmideo. As restrigdes foram feitas em tampao apropriado para cada uma delas a 37°C
‘overnight’. Os produtos foram visualizados em gel agarose 1% corado com brometo de etidio.
Este estudo foi realizado com o intuito de selecionar os clones antes do sequenciamento, sendo

essa ultima uma técnica mais dispendiosa.

4.2.5. Extracao de RNA do hibridoma 17C, RT-PCR e ELISA

O hibridoma foi gentilmente cedido pela Profa. Dra. Rosana Puccia, co-orientadora da

tese. Este hibridoma denominado 17C secreta um anticorpo monoclonal murino do tipo IgG2a

contra a gp43, principal determinante antigénico do fungo Paracoccidioides brasiliensis
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(Gesztesi et al., 1996). A extragdao do RNA do hibridoma foi realizada pelo método de Trizol,
ja descrito detalhadamente. Este RNA foi utilizado para amplificar a regido que codifica a
porcao Fc do anticorpo com intuito de clond-la “in frame” com o fragmento codificante do
dominio extracelular do receptor IL-13Ra2 (Donaldson et al., 1998). Para tanto, 1 x 10°
células foram cultivadas em placas de 24 pogos em 2mL de meio RPMI completo
suplementado com 10% de SFB, por 2 dias e ap6s extragdo do RNA, o fragmento do gene que
codifica as porgdes constantes da cadeia pesada, mais especificamente a regido CH2-CH3, foi
amplificado por RT-PCR (reverse transcription-polymerase chain reaction) e a seguir o cDNA
foi amplificado em reagdes de PCR padronizadas, utilizando os seguintes primers: 5’ -d GGC
TCC GGA GCA CCT AAC CTC TTG GGT G- 3’ (forward, P3) e 5° -d TCT AGA TCA TTT
ACC CGG AGT CCG GGA- 3’ (reverse, P4). Reacdes de 25uL foram realizadas em tampao
de reacdo 1X (20mM de Tris-HCI pH 8,4, 50mM de KCl), contendo 1,5mM de MgCl,, 200uM
de cada ANTP, 1uM de cada primer e 2,5U de Taq DNA polimerase (Invitrogen). As
amplificagdes foram feitas em termociclador (MJ Research, Inc. USA), com um ciclo inicial de
94°C por 5 min, seguido de 35 ciclos a 94°C por 1 min, 60°C por 2 min e 72°C por 2 min ¢
extensdo final por 10 min a 72°C. Controles negativos (dgua ao invés do cDNA) foram
incluidos em todas reagdes, além dos controles com oligonucleotideos individuais. Aliquotas
de 10uL do material amplificado homogeneizadas com 2ulL de tampao de corrida (0,25%
bromofenol blue Sigma, 0,25% xylenecyanol Sigma, 15% Ficoll 400) foram submetidas a
corrida eletroforética em gel de Agarose 1,2% com tampao Tris-Borato-EDTA (89mM Tris-
HCI, 89mM 4cido boérico e 20mM EDTA) e visualizados através de coloragdo com brometo de
etidio. A purificagdo dos produtos amplificados e clonagem do fragmento foi realizada da

mesma maneira descrita anteriormente para clonagem da cadeia IL-13Ra2, sendo usado o
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vetor de expressdo procaridtica pGEM-T (PROMEGA) e o método de lise alcalina para
minipreparacao do plasmideo.

Adicionalmente, quando da extragdo do RNA, para confirmar se estas células estavam
realmente secretando IgG murina, o sobrenadante da cultura foi recolhido e avaliado por
ELISA. Placas de 96 orificios, com fundo plano, foram sensibilizadas com 100ul de gp 43
purificada de P. brasiliensis na concentragdo de 500ng/well, diluida em tampao carbonato-
bicarbonato 0,05M pH 9,6 e incubagdo das mesmas a 37°C durante 18 horas. Apds esse
periodo, as placas foram lavadas 4 vezes com SST (Solugdo Salina Tamponada) pH 7,4
contendo Tween 20 a 0,05% (SST-T), os orificios preenchidos com 100 pl de SST-T contendo
5% de leite desnatado (Molico-Nestl¢) (SST-TM) para bloqueio dos sitios livres e as placas
incubadas a 37°C por 60 minutos. Apds nova lavagem da placa (5 vezes) com SST-T foram
adicionados 100ul do sobrenadante da cultura, seguindo-se incubacio a 37°C por 60 minutos.
A seguir, as placas foram lavadas com SST-T (5 vezes), sendo adicionado a cada orificio 100ul
de IgG de cabra anti-imunoglobulina de camundongo conjugada com peroxidase (Sigma).
Apds incubagdo a 37°C por 60 minutos e nova lavagem com SST-T, foram adicionados 100ul
de substrato contendo 1pl/ml de peréxido de hidrogénio, 0,5mg/ml de ortofenilenodiamina em
tampao citrato-fosfato 0,IM pH 5,0. As placas foram colocadas a temperatura ambiente, no
escuro, durante 10 minutos ¢ a reagcdo bloqueada pela adicdo de 50ul de acido sulfurico 4N,
sendo a leitura da reacdo feita em leitor automatico de ELISA (Dynatech MR500), por

densidade optica (DO), em comprimento de onda de 492nm.

4.2.6. Sequenciamento
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Foi realizado o sequenciamento do plasmideo contendo o gene que codifica para o
dominio extracelular da cadeia IL-13Ra.2 e do plasmideo contendo o fragmento que codifica as
por¢des CH2-CH3 de 1Gg2a murina, utilizando o MegaBACE 1000 (Amersham Biosciences).
O sequenciamento automatico foi realizado no Centro de Estudos do Genoma Humano da
Universidade de Sao Paulo (USP). Os primers utilizados foram aqueles que flanqueiam a
regido T7 (5’- TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG -3’) e SP6 (5’- ATT TAG GTG ACA
CTA TAG AA -3’) promoter, presentes no pGEM-T. As concentracdes de DNA plasmidial
foram acertadas para a concentragdao de 200ng/puL, estimadas em gel de Agarose apods restri¢ao
dos plasmideos com a enzima Hind III. O sequenciamento, de acordo com o protocolo para o
MegaBACE 1000, utilizou o DYEnamic ET Dye Terminator Cycle Sequencing Kit (com
Thermo Sequenase™ II DNA Polimerase), SuM do primer sense T7 ou do primer antisense
SP6 e 1ug de DNA. Vale ressaltar, portanto, que o sequenciamento foi feito em ambas as
diregdes, a fim de obtermos melhor qualidade das sequéncias.

As sequéncias foram analisadas pelo software Sequence Analyser utilizando o Base
Caller Cimarron 3.12, sendo alinhadas no programa BioEdit e confirmadas visualmente. O
resultado obtido foi comparado com as sequéncias depositadas no banco de dados Gene Bank.

(IL-13 Ra2 gi=6680404 ¢ CH2-CH3 IgG2a gi= 51767065 e gi= 406252).

4.2.7. Fusao dos fragmentos e construcio da quimera IL-13Ra2-Fc¢

A fusdo do gene que codifica o dominio extracelular do receptor (aa 1 a 332) a porcao Fc

de IgG (por¢do “hinge-CH2-CH3”) foi realizada através de uma técnica denominada “PCR
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overlap” modificada (Davidson et al., 2002). Esta técnica também tem sido utilizada para
ensaios de “gene-disruption” e deve efetivamente eliminar o tempo e os esfor¢os necessarios
para encontrar sitios de restrigdo apropriados para subclonagem. Uma vez ambos os
fragmentos clonados no vetor pPGEM-T, eles foram unidos por PCR gerando a construgdo final.
Para isso, este PCR overlap (1° PCR) foi realizado utilizando-se ambos plasmideos como
template € os seus respectivos primers, sendo realizada em seguida re-amplificagdo (2° PCR)
com os primers externos gerando um fragmento de 1.665 pb, correspondente a quimera
completa. Desta maneira, num volume total de reagdo de 25uL, foram adicionados 10ng de
cada plasmideo (ambas as amostras clonadas: IL-13Ra2 e CH2-CH3), Taq Buffer 1X, 1,5mM
MgCl,, 200uM de cada ANTP, 0,4uM de cada primer interno, 1uM de cada primer externo e
2,5U de Taq polymerase (Invitrogen). O 1° PCR foi realizado em termociclador com os
seguintes ciclos: 95°C por 2 min, seguido de 30 ciclos a 95°C por 1 min, 55°C por 1 min e 72°C
por 2 min e extensdo final por 5 min a 72°C. A re-amplificagdo foi realizada nas mesmas
condi¢des que o primeiro PCR, com excec¢do da temperatura de anelamento que foi de 58°C. O
produto de PCR gerado foi purificado utilizando o kit “Bioclean for Purification of DNA
Bands” (Biotools do Brasil LTDA), cujo protocolo ja foi descrito detalhadamente no item
4.2.3. O fragmento de 1.665 pb foi entdo clonado em pGEM-T. Desta maneira, os dois genes

estdo ligados por um espagador de Gly-Ser-Gly.

4.2.8. Subclonagem em vetor eucariotico, expansio e purificacio em gradiente de césio

O vetor eucariodtico utilizado para expressdo da quimera recombinante foi o VR1012

(Vical Co., San Diego, CA, USA). Este vetor possui o gene que confere resisténcia a
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kanamicina e a expressao do gene no mesmo estd sob o controle do promotor do
citomegalovirus (CMV).

A subclonagem foi realizada da seguinte maneira: Inicialmente, tanto o vetor VR1012
vazio quanto o pGEM-T contendo o produto de fusdo (quimera denominada IL-13Ra2-Fc)
foram digeridos com a enzima Sal I e os fragmentos obtidos purificados do gel (Biotools do
Brasil LTDA). Desfosforilagdo do vetor VR1012 foi feita de acordo com protocolo comercial
(SAP-Shrimp Alkaline Phosphatase, USB Corporation). A ligacdo desse vetor VR1012
desfosforilado com o fragmento IL-13Ra2-Fc foi realizada com a enzima T4 DNA Ligase
(Invitrogen) em volume total de 20uL, sendo que todo volume da reacdo de ligagdao foi
utilizado para transformacao de bactérias DH5a competentes. Ap6s miniprep de 20 coldnias, o
vetor eucariotico VR1012 contendo o inserto (quimera) foi selecionado e recebeu a
denominag¢do de pIL-13R, sendo entdo utilizado para expressdo em células de mamifero,

conforme ¢ descrito a seguir.

Macxiprep para imunizac¢io

Seguindo os protocolos de ligagdo e transformacao ja descritos, a massa de plasmideos
foi produzida da seguinte maneira: As colOnias bacterianas crescidas em meio LB soélido
contendo o antibidtico kanamicina (gene de resisténcia do vetor VR1012) foram "pré-
inoculadas" em 5 ml de meio LB kanamicina liquido e mantidas em shaker 37°C por pelo
menos 5 horas. Ao fim do dia, este inoculo foi transferido para frasco Erlenmeyer de 2L
contendo 0,5L de LB kanamicina liquido e mantido ‘overnight’ em shaker a 37°C. No dia
seguinte, o crescimento bacteriano (0,5L) foi centrifugado por 5 min a 5.000 rpm em garrafa

para rotor GSA (Sorvall) e o pellet resultante foi ressuspendido e vortexado em 42mL de
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solucao 1 (50mM glucose, 25mM Tris pH 8,0 e 10mM EDTA). Foram adicionados 39mL da
solucdo 2 (0,2M NaOH, 1% SDS) ¢ 30mL da solucao 3 (3M acetato de potassio, SM acido
acético) homogeneizando devagar, sendo as garrafas mantidas no gelo por 30 minutos. Apo6s
esse periodo e centrifuga¢dao por 30 min a 8.000 rpm, o sobrenadante foi filtrado com gaze e
precipitado com 1 volume de isopropanol. Para total precipitacdo as garrafas foram mantidas
por 2 horas no minimo a - 20°C. Em seguida, em tubos de rosca rosa (rotor SS — 34), a solucao
foi centrifugada por 25 min a 12.000 rpm e o pellet ressuspendido em 1mL de TE (10mM Tris-
CL pH 7,4, 0,imM EDTA), sendo acrescentado posteriormente 1v de LiCl 5M gelado. Apos
nova centrifugagdo por 15 min a 5000rpm, ao sobrenadante foi adicionado 1 volume de
isopropanol e mantido a 4°C overnight. No dia seguinte, ap6s centrifugacdo por 15 min a
12.000 rpm, o pellet foi seco a temperatura ambiente por aproximadamente 10 min,
ressuspendido em 980uL de TE e mantido a 56°C por 30 min. Foi realizado tratamento com
100pg/ml de RNAse A por 30 min a 37°C, apos o qual foi adicionado 1 vol de solugdo gelada
de PEG 6000 13% em 1,6M de NaCl. Apds centrifugagdo por 30 min a 14.000 rpm, o pellet foi
seco e ressuspendido em ImL de TE. A concentragdo de DNA foi estimada em
espectrofotometro em comprimento de onda de 260nm, de acordo com a férmula abaixo:
[DNA] (pg/mL) = A260 x 50 x 200 (dilui¢ao)

(fator correcdo para DNA)

Purificacdo em gradiente de césio
Todo plasmideo foi purificado por este método para os ensaios de transfec¢do “in vitro”
bem como para os ensaios “in vivo”. Para concentragdes de até Smg de plasmideo, tubos de 5,5

mL (Beckman n° 342412 1/2 x 2 in) para ultracentrifuga devem ser utilizados. Primeiramente,
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em tubos Falcon 50 novos foi adicionado o volume total do plasmideo e 4dgua q.s.p. 4,2mL,
4,3g de cloreto de césio (Gibco, BRL) e 2mg de brometo de etidio. A mistura foi
homogeneizada em vortex e com auxilio de uma seringa e agulha 40x12, esta soluc¢ao foi
colocada nos tubos de ultracentrifuga referidos acima, com o maximo cuidado para ndo formar
bolhas. Os tubos foram pesados, balanceados e fechados, sendo a ultracentrifugagao realizada
com rotor VTI 90 a 75.000 rpm, overnight. Apos ultracentrifugacdo, com o auxilio de uma
seringa retirou-se a banda que contém o plasmideo, inserindo a agulha na parte inferior da
banda e aspirando com cuidado para ndo retirar nada das bandas claras adjacentes, conforme ¢

mostrado no esquema abaixo:

A

Nick DNA ~ —> |l

O plasmideo foi transferido para um tubo Falcon de 15mL (anotando-se o volume
recuperado) e lavado 3 vezes com 2 volumes de 1-butanol saturado, para remo¢ao do brometo,
até obtencdo de duas fases transparentes. Em seguida, adicionamos um volume de etanol
calculado a partir do volume inicial de plasmideo x 4 e dividido pelo volume final apds as
lavagens. O plasmideo foi precipitado durante no minimo 3 dias a 4°C, lavado 3 vezes com
etanol 70% e o pellet ressuspendido em 500uL. de PBS estéril. Sua quantificagdo foi feita em

espectrofotometro em comprimento de onda de 260nm.

4.3. Producao e avaliacdo da vacina de DNA (quimera IL-13Ra2-Fc¢ recombinante)
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4.3.1. Transfeccao de células de mamifero

A transfeccdo foi realizada em células da linhagem tumoral B16F10-Nex2, cujo protocolo
foi padronizado em nosso laboratério, utilizando lipofectina (Life Technologies), de acordo
com instrugdes do fabricante. Este reagente ¢ uma formulagdo lipossdmica que interage
espontaneamente com o DNA para formar um complexo lipideo-DNA, que adere a cultura de
células, resultando na expressao eficiente do DNA. Comparado com outros métodos, este ¢ 5 a
100 vezes mais eficiente, dependendo do tipo celular.

No ensaio, realizado em triplicata, placas de 6 pogos foram plaqueadas com 2 x 10’
células/poco em meio RPMI completo suplementado com 10% de soro fetal bovino. As células
foram mantidas em estufa de CO, a 37°C até atingirem 40-60% de confluéncia, o que leva
geralmente 18 a 24 h dependendo do tipo celular. No dia seguinte, para cada transfeccao, 10ul
da lipofectina foi diluida em 100ul de meio RPMI livre de soro seguida de incubagdo por 45
minutos a temperatura ambiente. Quanto ao plasmideo, para cada transfec¢do foram utilizados
Sug de DNA diluido em 100ul de meio RPMI livre de soro. A seguir, as duas solugdes foram
combinadas, agitadas gentilmente e incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente, sendo
em seguida completado o volume final de meio sem soro. Os complexos DNA-lipofectina
foram agitados gentilmente e colocados nas células pré-lavadas 1x com 2mL de meio livre de
soro. Em estufa CO, a 37°C, as células foram incubadas com o complexo por 24 horas, periodo
apos o qual o meio contendo DNA foi substituido por meio RPMI completo com 10% de SFB.
Vale ressaltar que na expressdo da proteina IL-13Ra2-Fc, o meio contendo DNA foi
substituido por meio RPMI completo sem soro fetal bovino, pois em experimento anterior o

meio contendo anticorpos do soro fetal interferiu na posterior purificacdo da proteina. Apos 48
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horas, o sobrenadante das células transfectadas foi recolhido, purificado e a atividade génica

foi avaliada por ELISA.

4.3.2. Purificaciio da proteina por SDS-PAGE

Para purificagdo da proteina recombinante (quimera IL-13R0a2-Fc¢) utilisamos uma coluna
de Sepharose-proteina G (Pharmacia, Uppsala, Sweden), devido & por¢do Fc de anticorpo
presente na quimera. O sobrenadante de 48 horas (total de 36mL) da cultura das células
B16F10-Nex2 transfectadas foi adequadamente filtrado (Millipore Millidisk 0,22pum) e
purificado da maneira descrita a seguir.

De inicio, lavou-se a coluna com aproximadamente SOmL de PBS 1X estéril em fluxo de
ImL/min. Em seguida, passamos o sobrenadante pela coluna em circuito fechado por no
minimo 1 hora a 0,5mL/min, sendo que ao final deste tempo abrimos o circuito ¢ passamos
toda a amostra pela coluna em fluxo de 1mL/min. A coluna foi entdo lavada com 10mL de
PBS (10X o volume da coluna) a ImL/min e finalmente eluida com 10mL de glicina 0,1M pH
2,8 a 0,5mL/min. O eluato foi coletado em fra¢des de 0,5mL em tubos Eppendorf contendo
100puL de Tris-HCI 1M pH 9,0 para imediata neutralizagdo, sendo que a fragdo 8 foi a amostra
que mais continha a proteina purificada. Para visualizagao da proteina, o eluato foi submetido a
eletroforese em gel de poliacrilamida 8% em tampao Tris-HCL 1,5M pH 8,8, contendo 0,4%
(p/v) de SDS (dodecil sulfato de so6dio). O gel de empilhamento contém 3% de acrilamida em
tampao Tris-HCL 0,5M pH 6,8 ¢ 0,4% (p/v) de SDS. As amostras (20uL) contendo Sul. de
tampao de amostra 4X (50% glicerol, 10% SDS, 300mM Tris-HCI pH 6,8, 0,5% de azul de

bromofenol e 1% de 2-mercaptoetanol como agente redutor) foram fervidas por 5 minutos a
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100°C para desnaturagdo da proteina e a solugdo final resfriada no gelo antes da aplicagdo no
gel. A corrida eletroforética foi realizada em tampao de corrida (Tris 0,025M, glicina 0,152M e
1 % de SDS; pH 8,8) a 100 V por aproximadamente 1 hora. Apos este periodo lavado com
agua destilada e corado pela prata utilizando-se o protocolo abaixo.

Para fixagdo da proteina, o gel foi incubado sob agitagdo constante em solugdo de 50%
metanol, 12% acido acético e 0,5% de formaldeido a 37%. Apds 2 lavagens por 10 minutos
com 50% de etanol, o gel foi tratado com uma solu¢do de 0,2g/L de tiossulfato de sodio por 10
minutos sob agitagdo. Apds lavagem com agua destilada, o gel foi tratado com 2g/L de nitrato
de prata e 0,07% de formaldeido a 37%. A prata ¢ entdo incorporada a proteina e a revelagdo ¢
feita apos incubagdo do gel em uma solu¢do de 60g/L de carbonato de sddio, 0,5% de
formaldeido a 37% e 4mg/L de tiossulfato de s6dio sob agitagdo por alguns segundos, sendo
imediatamente bloqueada pela adicdo de uma solucdo contendo 50% de metanol e 12% de

acido acético. Apos coloragdo, o gel foi armazenado em solucdo de 50% de metanol.

4.3.3. Immunoblotting

Com o objetivo de confirmar a identidade da quimera recombinante (IL-13Ra2eFc)
realisamos um immunoblotting, conforme ¢ descrito a seguir. Apds realizagdo da corrida
eletroforética, o gel foi lavado com agua bidestilada e submergido em tampao de transferéncia
pH 8,3 contendo 0,025M de Tris-base (Gibco), 0,19M de glicina (Pharmacia) e 20% de
metanol (Merck) por 20 minutos. Os outros componentes do aparato (membrana de
nitrocelulose, papel 3M e esponjas) também foram submergidos em tampao de transferéncia

por pelo menos 5 minutos.
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A transferéncia foi realizada durante pelo menos 1h a 100V em cuba contendo o tampao
de transferéncia, sempre em isopor com gelo. Apos transferéncia, a membrana foi corada com
solugdo de Ponceau (0,1% de Ponceau em acido acético 10%) por aproximadamente 5 minutos,
sendo anotados o inicio, o fim do gel e o padrao de peso molecular. Em seguida, a membrana
foi bloqueada com PBS pH 7,2 contendo leite Molico 5% (Nestlé) por 1 hora a temperatura
ambiente sob agitacdo. Apos lavagens com PBS-T 0,05% a membrana foi incubada com o
anticorpo biotinilado anti-IL-13Ra2-Fc (R&D Systems) diluido em PBS-BSA 1% ‘overnight’
a 4° C, sob agitagdo. Apds este periodo e novas lavagens com PBS-T 0,05% (3 vezes) e PBS
(1 vez), a membrana foi incubada a 37 °C com streptavidina-peroxidase (Sigma) diluida em
PBS, sob agitacdo constante por 1 hora. A reacdo foi revelada com S50mL PBS, 5mg de DAB

(Sigma) e 100uL de H,O; e interrompida por dilui¢do com agua destilada.

4.3.4. Avaliacio da producio e atividade biologica da quimera por ELISA-Q

Para avaliarmos se a atividade biologica da quimera recombinante (“binding” a IL-13)
estava preservada, utilizamos ELISA-Q (ELISA Quimioluminescente). O ensaio de ELISA-Q,
cuja revelagdo ¢ com luminol (ECL reagente, Amersham), amplifica bastante o sinal e foi
altamente sensivel, permitindo detectarem-se pequenas quantidades de proteina presentes na
amostra. O melhor resultado foi obtido com a padronizacao descrita a seguir.

Placas de 96 orificios com fundo plano, brancas (Nunc, Roskilde, Denmark) foram
sensibilizadas com 50uL de IL-13 recombinante murina (Peprotech) a 2ug/mL (ou seja,
100ng/pogo) diluida em PBS e incubadas ‘overnight’ a 4°C. Apoés esse periodo, as placas

foram lavadas 3 vezes com PBS-Tween 20 0,05% e os orificios preenchidos com 200uL de
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PBS-leite Molico 1% para bloqueio dos sitios livres, sendo a incubagdo feita por 3 h a 37°C.
Apds nova lavagem por 3 vezes com PBS-Tween 20 0,05% foi adicionado 100ng/pogo da
quimera recombinante comercial (R&D Systems) como primeiro ponto da curva, seguindo
diluicdo seriada de 1:2. Além da curva padrdo, foi adicionado 100uL/pogco da amostra
purificada (quimera IL-13Ra2-Fc produzida em nosso laboratorio) seguindo-se incubagdo por
3 h a 37°C. A curva e as amostras foram analisadas em duplicata. Apds este periodo e 3
lavagens da placa com PBS-Tween 20 0,05%, foi adicionado 50uL/pogo do anticorpo anti- IL-
13Ra2-Fc biotinilado (R&D Systems) a 1pg/mL, seguindo-se incubagdo ‘overnight” a 4°C. No
dia seguinte, foi adicionado 50uLl/poco de streptoavidina-peroxidase na concentracdo de
1:1000, e incubagdo por 1 h a 37°C. As placas foram entdo lavadas 3 vezes com PBS-Tween
20 0,05% e mais 3 vezes com PBS 1X. A revelacdo foi realizada com ECL (Amersham)
diluido 1:50 em tampdo carbonato-bicarbonato pH 9,6 (0,5M Na,CO;, 0,5M NaHCOs). A
leitura foi obtida em lumindmetro (Cambridge Technology, 7710 Microplate Luminometer),

sendo o resultado expresso em URL (Unidade Relativa de Luminescéncia).

4.4. Expansio, purificacdo e avaliacido do plasmideo expressando IL-12 murina

O vetor de expressdo codificando a IL-12 foi gentilmente cedido pelo Dr. Alexander
Rakhmilevich (Rakhmilevich et al., 1996) da Universidade de Wisconsin ¢ testado quanto a
sua atividade in vitro, antes da terapia génica. Este vetor contém as seqiiéncias que codificam
as subunidades p35 e p40 da IL-12 murina dispostas em dire¢do contraria cada qual com seu
proprio promotor CMV (citomegalovirus) e enhancer (SV40), alguns sitios de restrigdo e uma

sequéncia que contém os sinais de término de transcri¢do e poliadenilag¢do, além do gene que
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confere resisténcia a penicilina. O vetor controle contendo o gene da luciferase (Luc) foi
construido de acordo com Cheng et al. (1993). Para expansdo do plasmideo utilizamos o
protocolo de maxipreparagdo de DNA (maxiprep) para imuniza¢do que permite obtengdo de
grande quantidade de plasmideo para posterior purificacdo em gradiente de césio, métodos ja
descritos anteriormente. O mesmo protocolo de transfeccao foi utilizado tanto para o plasmideo
pIL-12 quanto para o plasmideo pIL-13R, sempre ap6s purificagdo dos mesmos por gradiente
de césio. Apos transfeccdo em células de mamifero, o sobrenadante de 48 horas foi recolhido e

a atividade génica foi avaliada por ELISA.

4.4.1. Avaliacao da producio de IL-12 por ELISA

Resumidamente, placas de 96 orificios (Corning 3590) foram sensibilizadas, ‘overnight’ a
temperatura ambiente, com o anticorpo murino especifico para IL-12, na concentragdo de 4
png/ml, diluido em PBS. Apos esse periodo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS pH 7.4
contendo Tween 20 a 0,05% (PBST), os orificios preenchidos com 200ul de PBS/BSA 1% e
incubagdo a temperatura ambiente por 1 hora. Apds nova lavagem da placa (3 vezes) com
PBST, foram adicionados 100ul do sobrenadante da cultura ou 50ul da citocina recombinante
em dilui¢do seriada 1:2 em PBS/BSA 1% (5ng/ml para primeiro ponto da curva), seguindo-se
incubacdo a temperatura ambiente por 2 horas. A seguir, as placas foram lavadas com PBST (3
vezes), sendo adicionado a cada orificio 50ul de anticorpo murino anti-citocina biotinilado
(200ng/ml, Pharmingen). Ap6s incubagdo a temperatura ambiente por 2 h e nova lavagem com
PBST, foram adicionados 50ul do conjugado estreptavidina-peroxidase diluido a 1:1000 em

PBS. A incubacdo foi feita por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, a placa foi
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novamente lavada e revelada com 10ul de perdéxido de hidrogénio, 2 mg de
ortofenilenodiamina (Sigma) em tampao citrato-fosfato 0,1M, pH 5,0. A reagdo a 37°C durou
15 minutos, sendo bloqueada pela adigao de 50ul/pogo de acido sulftrico 4N. A leitura da
reacdo (densidade 6tica, DO) foi feita em leitor automatico de ELISA (Dynatech MR500), em

comprimento de onda de 492 nm.

4.4.2. Avaliaciao da atividade biolégica da IL-12 recombinante

Ap6s transfecgdo e dosagem por ELISA, foram realizados testes biologicos para avaliar-
se a atividade funcional da citocina recombinante produzida, através da sua capacidade de
estimular macrofagos in vitro. O parametro avaliado para tal foi a produgdo de NO em
macrofagos ativados. Células precursoras oriundas da medula dssea foram obtidas a partir do
fémur de animais C57BL/6. O tecido muscular que recobre o osso foi retirado por raspagem
com bisturi estéril. Em seguida, os ossos foram lavados em alcool 70% e deixados por cinco
minutos em alcool iodado, sendo depois lavados externamente em meio RPMI simples. As
epifises foram cortadas e a medula foi lavada por pressdo positiva, com auxilio de seringa de
10 ml e agulha 30G (BD), com meio de diferenciagcdo para macrofagos. Este meio consiste de
RPMI 1640 contendo 20% de SFB suplementado com 30% de meio L (sobrenadante obtido
apoOs trés dias de cultivo de fibroblastos L929, NCTC clone 929, células que secretam
constitutivamente CSF e G-CSF). Uma placa de Petri microbioldgica (que diminui o grau de
aderéncia dos macrofagos diferenciados) foi utilizada para cada medula (de cada fémur). As
células foram incubadas por 4 dias a 37°C e 5% CO,, sendo entdo adicionados mais 10 ml de

meio de diferenciagdo. No sétimo dia, as células diferenciadas foram coletadas, apos lavagem
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exaustiva das células ndo aderentes. Para que os macrofagos diferenciados soltem-se do
plastico, a placa foi incubada a 4°C por meia hora, possibilitando assim sua coleta por
aspiragdo com pipeta, ndo havendo necessidade de uso de enzimas e/ou raspagem mecanica
das células. Os macrofagos (2 x 10° células/pogo/mL) foram plaqueados em placa de 24 pogos
(Corning) e apds 6 h foram adicionados os seguintes estimulos controles: 100ng/mL de LPS
isoladamente ou em combinagdo com Ing/mL de IFN-y. O sobrenadante de 48 horas das
células transfectadas com o pIL-12 foi utilizado como estimulo na concentragdo de 2,5ng/mL
de acordo com quantifica¢do obtida no ELISA. Macrofagos sem estimulo algum e macrofagos
estimulados com sobrenadante de células transfectadas com vetor vazio também foram
avaliados e os experimentos foram realizados em triplicata. Em todos os experimentos, a

producdo de NO foi avaliada 24, 48 e 72 horas ap6s adi¢do dos estimulos.

4.5. Experimentos in vivo

4.5.1. Animais

Camundongos com “background” genético de C57BL/6 (H-2b) e a linhagem singeneica
de melanoma murino B16F10-Nex2 foram utilizados para os ensaios de imunoterapia aplicada
ao cancer. Em todos os experimentos, os camundongos utilizados eram machos com idade
entre 6 e 8 semanas e provenientes do CEDEME (Centro para o Desenvolvimento de Modelos
Experimentais para Medicina e Biologia, UNIFESP). Vale ressaltar que todos os ensaios in
vivo foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da UNIFESP, sob

nimero de protocolo 1340/2003.
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4.5.2. Desafio tumoral

Em todos os experimentos realizados no modelo subcutaneo, os camundongos foram
desafiados com 5 x 10" células tumorais BI6F10-Nex2 injetadas subcutdneamente no flanco

direito dos animais. Todos os experimentos incluiram 10 animais por grupo.

4.5.3. Esquemas de tratamento

Os animais foram vacinados com os plasmideos para expressdo de IL-12 e da fragdo
solivel do receptor de IL-13 ligada a porcdo Fc de IgG2a. O plasmideo da IL-12 foi
administrado 1 dia apds o desafio com as células tumorais, em uma dose unica de 100
ug/animal, através de injecdo intradérmica na base da cauda. O plasmideo da IL-13 foi
administrado 5 dias ap6s o desafio e a cada 5 dias por mais 5 vezes. Todas as inje¢des também
foram intradérmicas na base da cauda com 100pg de plasmideo/animal. Tratamentos
intraperitoneais com 10uM da droga 7A comecaram 4 dias apds o desafio e 3 vezes por
semana até que o tumor atingisse 2.000 mm’. Grupos experimentais individuais tratados
apenas com um dos plasmideos ou apenas com a droga 7 A também foram incluidos, além do
grupo principal tratado com ambos os plasmideos e com a droga nas doses ja descritas. Grupos

tratados com vetor vazio (sem inserto) também foram estudados.

4.6. Eficacia terapéutica

A eficacia da imunoterapia foi observada pela avaliacao de:
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1) desenvolvimento tumoral individual
2) sobrevida dos animais em relagdo aos controles tratados com o vetor vazio
3) imunidade celular individual ex vivo através de citometria de fluxo de esplendcitos

(populagdes celulares produtoras de citocinas)

4.6.1. Desenvolvimento tumoral

O volume tumoral subcutineo foi medido com o auxilio de um paquimetro a cada 2 dias,
a partir da formagao do nodulo, que ocorreu entre o 14° ¢ o 18° dia. Para o calculo do volume
tumoral utilisamos a seguinte formula:
V=4n(R1 X R2 X R3)/3 (sendo R1=R2), ou V=0.52 X D1* X D3, onde D1 ¢ D3 séo o menor

e o maior didmetro, respectivamente.

4.6.2. Sobrevida dos animais

Todos os experimentos foram realizados com 10 animais por grupo experimental e para

analise de sobrevida, os animais eram sacrificados assim que atingiam 3.000 mm’ de didmetro

tumoral. Esse critério também foi aprovado pelo comité de ética da UNIFESP.

4.6.3. Citometria de fluxo (FACS) ex vivo

A analise do FACS foi feita a partir de esplendcitos obtidos tanto de animais nao tratados

como de animais tratados (protegidos ou ndo ao final do experimento). Todos os camundongos
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(controles ou vacinados) foram avaliados individualmente e apos atingir 3.000 mm’ de
diametro tumoral. Os esplendcitos foram coletados 15 a 70 dias apos a ultima terapia génica,
dependendo da evolucdo tumoral de cada animal. Nos avaliamos as populagdes celulares
produtoras de interleucinas, através de dupla ou tripla marca¢do com anticorpos especificos
(Pharmigen, San Diego, CA, USA). Células T CD4", T CDS8", F4/80" e células T NK1.1"
(CD3'NK1.17, CD4'NK1.1" ¢ CD8'NK1.1") foram avaliadas, seguido da detec¢do intracelular
das seguintes citocinas: IFN-y, IL-12, IL-10, IL-6, IL-4, IL-13, IL-2, TNF-a ¢ TGF-B. As
células, neste caso, foram sempre permeamilizadas de maneira a dosar as citocinas
intracelulares. Anticorpos contra CD3, CD4 e CD8 eram conjugados com PE (ficoeritrina) e
anticorpos contra NK1.1 e F4/80 eram conjugados com FITC (isotiocianato de fluoresceina).
Todos os anticorpos contra as citocinas eram biotinilados e estreptavidina-FITC ou
estreptavidina-PE ou estreptavidina-APC (aloficocianina) foi utilizada para revelacdo, de
acordo com as marcacdes celulares de superficie.

Resumidamente, os animais foram anestesiados e sacrificados por pung¢do cardiaca, sendo
a pele rebatida e o baco retirado e macerado, com auxilio de ldmina de extremidade fosca, em
PBS 1X estéril. Eritrocitos foram lisados pela adi¢do de SmL/baco de tampdo de Lise (0,1M
NH4Cl pH 7,5), seguido de neutralizagdo com igual volume de meio RPMI completo,
centrifugacdo e lavagem com PBS 1 X. Para a realizagdo do FACS propriamente dito, os
esplendcitos foram contados e 10° esplendcitos/tubo de FACS foram lavados mais uma vez
com PBS 1X e uma vez com tampdo de bloqueio PBS-BSA 1%. Todas as centrifugacdes
foram realizadas a 2.000 rpm por trés minutos a 4°C. Apods lavagens, as células foram

incubadas com soro de camundongo normal 1:30 por 1 hora a 4°C. Apds nova lavagem com

PBS 1X, as células foram ressuspendidas em 60uL de PBS-BSA 1%. Os anticorpos
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monoclonais conjugados com fluorocromo foram diluidos 1:100, em volume final de 20uL por
tubo, e incubados por 1 hora no gelo. Posteriormente as células foram lavadas mais duas vezes
com PBS 1X pH 7,2 e fixadas com PBS-paraformaldeido 2% (Merck) em volume final de
500uL por tubo de FACS.

Para as marcagdes intracelulares das citocinas, apds a marcacdo de superficie e
apropriadas lavagens com PBS 1X, as células foram incubadas com 100uL de solugdo Cytofix
(0,5% saponina e 1% de paraformaldeido em PBS 1X) por 20 minutos a 4°C. Apds nova
lavagem com PBS 1X, as células foram entdo permeabilizadas com 300uL de solucdo de
permeabilizac¢do (0,5% saponina em PBS 1X) seguindo-se incubagdo por 10 minutos a 4°C.
Apds lavagem, as células foram incubadas com soro de camundongo normal 1:30 por 1 hora a
4°C, lavadas novamente apoOs este periodo e ressuspendidas em 60ul de tampao de
permeabilizac¢do. Os anticorpos monoclonais biotinilados, especificos para cada citocina, foram
diluidos 1:100, em volume final de 20uL por tubo, e incubados por 1 hora no gelo. Para
revelagdo, foi adicionado estreptavidina-fluorocromo (Pharmigen) diluida 120 vezes (20uL por
tubo Eppendorf) em tampao de permeablizacdo, seguido de incubacdo por 1 hora no gelo,
protegida da luz. Posteriormente as células foram lavadas mais duas vezes com tampao de
permeablizagdo e uma vez com PBS 1X pH 7,2, fixadas com PBS-paraformaldeido 2%
(Merck) em volume final de S00uL por tubo de FACS e a reagdo foi analisada em citometro de

fluxo Becton-Dickinson, com analise dos resultados pelo software CellQuestPRO®.

4.7. Analise estatistica
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Andlise estatistica foi realizada através do teste t de Student’s. Todos os experimentos
foram conduzidos duas ou mais vezes. Resultados reprodutiveis foram obtidos e os mais
representativos estdo mostrados. A sobrevida foi avaliada pelo teste de Kaplan-Meyer. Em
ambos os testes estatisticos, as diferencas foram consideradas estatisticamente significantes
quando o valor de p era menor do que 0,05. A produgdo de citocinas em animais controle e
tratados foi expressa na forma de relacdes mostrando aumentos (n vezes) utilizando 11 pares
de animais, com médias e intervalos de confianca (95%). A significancia foi calculada por

ANOVA, seguido de teste de Dunn nao paramétrico.
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V - RESULTADOS

5.1. Preparacao de RNA

As preparacdes de RNA obtidas das linhagens celulares (macrofagos murinos residentes,
macréfagos da linhagem J774, esplenocitos murinos e hibridoma 17C) foram avaliadas quanto
a integridade e pureza em gel de Agarose. A boa qualidade das preparacdes pode ser observada
na Figura 1, onde aparecem duas bandas intensas que representam os RNAs ribossémicos 18S
e 28S. O rendimento das extragdes de RNA foi bom na maioria das vezes, variando de 1,5 a 10
pg/ul de RNA. Os rendimentos mais baixos foram devidos a um menor nimero inicial de

células utilizado para a extragao.

5.2. RT-PCR, clonagem, restri¢io e sequenciamento do receptor IL-13Ra2

Todas as linhagens apresentaram amplificacdao positiva para o gene da a-actina (Figura
2), gerando um fragmento de aproximadamente 900pb, sendo nosso controle positivo para as
reagdes de RT-PCR. Os controles negativos, ou seja, sem a adi¢do da enzima transcriptase
reversa também sdo mostrados nesta figura. Este tipo de controle garante a amplificacdo a
partir do RNA e ndo de DNA contaminante. A por¢do génica completa que codifica para o
dominio extracelular do receptor IL-13Ra2 foi amplificada e corresponde a um fragmento de
1.002 pb, como pode ser observado na Figura 3. Ela foi isolada, purificada e clonada. Entre
todas as linhagens celulares utilizadas, o melhor resultado (banda mais intensa e isolada) foi

obtido a partir de RNA extraido de macrofagos residentes ativados com IL-4 ou com IL-13.
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Este fragmento de 1.002 pb foi analisado utilizando-se enzimas de restrigdo antes de
sequencia-lo. O estudo de restrigdo foi feito com as enzimas Eco RI, Bam HI e Hind 111. O
vetor pGEM-T possui dois sitios para Eco RI que possibilita retirar o inserto. Porém esta
enzima também corta o fragmento clonado de 1.002pb em dois sitios (706 ¢ 726), gerando um
fragmento de aproximadamente 700pb, outro de aproximadamente 276pb e ainda outro de
20pb, imperceptivel no gel (Figura 4). Este vetor ndo possui sitios para as enzimas Bam HI e
Hind 111, que cortam o inserto uma Unica vez, “abrindo” o plasmideo, como pode ser observado
nas Figuras 5 e 6.

O proximo passo foi sequenciar esses clones para confirmar a sequéncia € assegurar que
nao ha erros internos (substitui¢des, delecdes ou insergdes). O sequenciamento do plasmideo
contendo o gene que codifica o dominio extracelular da cadeia IL-13Ra2 foi realizado com
sucesso. Toda a sequéncia de 1.002 pb foi confirmada com base na sequéncia consenso (Figura
7), gerada a partir de ambas as fitas de DNA, apresentando 100% de homologia com a

sequéncia do Gene Bank gi=6680404 (Donaldson ef al., 1998).

5.3. RT-PCR, clonagem e sequenciamento da porcao Fc

Foi realizada a clonagem e sequenciamento do fragmento codificante da porcao Fc de
IgG2a murina, que foi utilizado na constru¢do da quimera IL13Ra2-Fc. Essa por sua vez foi
inserida em vetor de expressdo eucaridtica e utilizada como vacina génica.

Apos confirmagdo da presenca do gene da a-actina por RT-PCR (Figura 2), o fragmento
que codifica as por¢des CH2-CH3 do anticorpo foi amplificado, seguido de eletroforese em gel

de Agarose 1% (Figura 8). Apds purificacdo e clonagem deste fragmento em pGEM-T, o
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plasmideo contendo o inserto foi sequenciado no Centro de Estudos do Genoma Humano
(USP) e a sequéncia completa de 654pb (Figura 9), apresentou 100% de homologia com a

sequéncia depositada no Gene Bank gi =51767065.

Figura 1 — Eletroforese em gel de agarose 1% com as amostras de RNA
extraidas pelo método de Trizol. (a) esplendcito (1,2) e macrofago
residente (3); (b) macréfago residente estimulado; (c) hibridoma
17C em duplicata; (d) esplenocito estimulado (1), macrofago J774
estimulado ou ndo (2 e 3 respectivamente).
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Figura 2 — Eletroforese em gel de agarose 1% com as amplificagdes do gene
da o-actina por RT-PCR, representando algumas amostras. 1-
Marcador Molecular 1 kb (Invitrogen). (a) Esplendcito: 2-Controle
sem RT, 3-gene a-actina e 4-Controle com 4gua; (b) macrofago
residente estimulado e ndo estimulado, respectivamente: 2,4-
Controle sem RT e 3,5- gene a-actina.
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Figura 3 - Eletroforese em gel de agarose 1% com a amplificacdo por RT-
PCR do fragmento completo que codifica o dominio extracelular do
receptor IL-13Ra2. RNA foi obtido de macrofagos murinos
residentes estimulados por 48 horas com IL-13 recombinante. 1-
Marcador Molecular 1 Kb (Invitrogen).
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Figura 4 — Analise de restricdo com a enzima EcoRI em gel de agarose 1%.
Vetor + inserto de 1.002 pb clonado (fragmento completo que
codifica o dominio extracelular do receptor IL-13Ra2). 1- Marcador
molecular ®X174RF DNA/Hae III (Invitrogen).




Resultados 65

- e e e e e )

Figura 5 — Anélise de restricdo com a enzima BamHI em gel de agarose 1%.
A banda de aproximadamente 4 Kb corresponde ao vetor pPGEM-T +
o inserto de 1.002 pb clonado. 1- Marcador molecular A DNA/Hind
Il (Gibco BRL) + marcador molecular ®X174RF DNA/Hae 111
(Invitrogen).

Figura 6 — Anélise de restricdo com a enzima Hind Il em gel de agarose 1%.
A banda de aproximadamente 4 Kb corresponde ao pGEM-T + o
inserto clonado de 1.002 pb. 1- Marcador molecular A DNA/Hind 111
(Gibco BRL).
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Figura 7 - Sequéncia completa que codifica a por¢do extracelular do receptor IL-13Ra-2.
O peptideo sinal corresponde a sequéncia destacada e os sitios possiveis para N-
glicosilacdo estdo marcados com #.
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Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 1% com a amplificacdo por RT-
PCR do fragmento completo que codifica a por¢do CH2-CH3 do
anticorpo murino IgG2a (654 pb). RNA foi obtido do hibridoma
17C. 1- Marcador Molecular ®X174RF DNA/Hae 111 (Invitrogen).
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GCTCCAGACCTCTTGGGTGGACCATCCGTCTTCATCTTCCCTCCAAAGATCAAGGATGTACTCATGATCTCCCTGAGCCCCATGGTCACATGTGTGGTGGTGGATGTGAG

AANP DL L GGP SV F I FPPXK T KDVLM T SL SPMV T CV V V DV

CGAGGATGACCCAGACGTCCAGATCAGCTGGTTTGTGAACAACGTGGAAGTACACACAGCTCAGACACAAACCCATAGAGAGGATTACAACAGTACTCTCCGGGTGGTCA
I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il

EbDbDPDVOQOI S§SWF VNNV EV HTAOQTQQTHREDY NS T L R V V

GTGCCCTCCCCATCCAGCACCAGGACTGGATGAGTGGCAAGGAGTTCAAATGCAAGGTCAACAACAGAGCCCTCCCATCCCCCATCGAGAAAACCATCTCAAAACCCAGA
+ } + } + } + } + } + } + } + } + } + } + }

s AL P I O H OQDWWMS G K E F K CK V NNIRALUPS P I E K T I S8 K P R

GGGCCAGTAAGAGCTCCACAGGTATATGTCTTGCCTCCACCAGCAGAAGAGATGACTAAGAAAGAGTTCAGTCTGACCTGCATGATCACAGGCTTCTTACCTGCCGAAAT
I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I Il I

G PV RAPOQV YV L PPPAEEMTIKIXKEFSL T CM I T G6F L P A E

TGCTGTGGACTGGACCAGCAATGGGCGTACAGAGCAAAACTACAAGAACACCGCAACAGTCCTGGACTCTGATGGTTCTTACTTCATGTACAGCAAGCTCAGAGTACAAA
+ Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il + Il

AoV DwWw T SN GR T EOQNY K N T ATV L DSDGS Y F MY S K L R V Q

AGAGCACTTGGGAAAGAGGAAGTCTTTTCGCCTGCTCAGTGGTCCACGAGGGTCTGCACAATCACCTTACGACTAAGACCATCTCCCGGTCTCTGGGTAAATGA 654

T
K s T w&E&EWRGSLFACSV V HESGLHNMHLTTK T I 8§ R S L G K

Figura 9 - Sequéncia completa que codifica a por¢do Fc do anticorpo murino 1gG2a,
clonada em pGEM-T.
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5.4. ELISA para detecciao da producio de anticorpos pelo hibridoma 17C

Para nos certificarmos que o hibridoma 17C estava realmente secretando IgG murina, no
momento da extracdo do RNA, o sobrenadante da cultura destas células foi recolhido e
avaliado por ELISA. O teste foi realizado em quadruplicata a partir de sobrenadantes obtidos
de células cultivadas independentemente e confirmou a secre¢do de anticorpo murino IgG anti-

gp43, como pode ser observado na Figura 10.

5.5. Proteina recombinante IL-13Ra2-Fc¢

5.5.1. Construcao e analise em SDS-PAGE

Para constru¢do da quimera, a fusdo do gene que codifica o dominio extracelular do
receptor (aa 1 a 332) a porg¢ao Fc de IgG (por¢do “hinge-CH2-CH3”) foi realizada através de
uma técnica denominada “PCR overlap” modificada (Davidson et al., 2002). No primeiro
PCR ndo obtivemos amplificagdo do fragmento completo, porém com a re-amplificacdo
utilizando os primers externos foi possivel gerar um fragmento de 1.665 pb, visivel no gel de
agarose (Figura 11). Apds clonagem em pGEM-T, o inserto foi transferido (subclonagem) para
um vetor de expressao eucaridtica, o VR1012. Para garantir melhor rendimento, o vetor foi
desfosforilado e em seguida utilizado na ligacdo com o fragmento IL-13Ra2-Fc. Apds
transformagdo e miniprep de 20 coldnias selecionadas ao acaso, obtivemos 2 amostras
plasmidiais que continham o inserto, visualizadas apds restrigdo com a enzima Sal/ I (Figura
12), sendo que em apenas uma o inserto estava clonado na dire¢do correta (Figura 13). O vetor

eucariotico VR1012 contendo o inserto (quimera) recebeu a denominagdo de pIL-13R ¢ foi
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utilizado para expressao em células de mamifero. A proteina recombinante produzida apos 48
horas de expressdao génica foi purificada em coluna de Sepharose proteina G, sendo que os
eluidos 8 e 9 continham a maior parte da proteina purificada, em um total de 1 mL de solugao.
A proteina recombinante foi submetida a eletroforese em SDS-PAGE e migrou no tamanho
esperado de aproximadamente 85-90 kDa, como pode ser observado na Figura 14, apos

coloragdo pela prata.

5.5.2. Immunoblotting

A identidade da proteina recombinante foi confirmada por immunoblotting conforme ¢
mostrado na Figura 15. Uma banda unica entre 80 e 90 KDa foi detectada apos revelagdo com

DAB.

5.5.3. ELISA Quimioluminescente

Para avaliar a produgdo e a atividade bioldgica da proteina recombinante, realizamos um
ELISA-Q (ELISA Quimioluminescente). A producdo da quimera IL-13Ra2-Fc pelas células
B16F10Nex2 transfectadas com nosso plasmideo pIL-13R e apos purificagdo em coluna G,
pode ser observada na Figura 16. A concentracdo da quimera no sobrenadante foi determinada
através de uma curva padrdo realizada com a quimera comercial IL-13Ra2/Fc IgG1l (R&D
Systems). A técnica foi bastante sensivel e nos permitiu detectar até 0,25 pg/mL, ou seja, 12,5
ng/pogo da quimera comercial, sendo que nossa amostra contém aproximadamente 0,92 pg/mL

de proteina recombinante purificada. Para calcular a quantidade de proteina produzida pelas
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células transfectadas, dividimos esta quantidade (0,92ug) por 36 mL (total de sobrenadante
antes da purificagao pela coluna) e obtivemos entdo uma produgdo de 25 ng/mL de proteina, o

que pode ser considerado muito bom em um sistema de expressao eucariotica.

M hibridoma 17C -1
O hibridoma 17C -2
0,7 - @ controle
0,6 -
0,5 -
04 -
0,3 -
0,2 -
0,1 -
0 -

0,8

Absorbancia 492nm

Figura 10 — ELISA realizado com o sobrenadante obtido do hibridoma 17C apds
2 dias de cultivo em placas de 24 wells (1 x 10°células/2mL/poco). As
placas foram sensibilizadas com 500ng/poco de gp43 purificada. O
controle ¢ o branco do experimento. Os resultados estdo expressos
como absorbancia em comprimento de onda de 492nm.
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(IL13-Ro2) 1,665 pb
1,002pb —» (quimera)
654 pb—>
(Fe)

IL-13Rq 2 Fe
[ H N ]
- — <
P1 P2 = P3 P4
in frame
- . -
P1 G-$-G P4
— _
——
quimera

Figura 11 — Eletroforese em gel de agarose 1% com a amplificagdo por PCR

overlap da cadeia IL-13Ra2 e da por¢do Fc do anticorpo murino
IGg2a com os primers P1 a P4 (1 e 2) e re-amplificacdo com os
primers externos com diferentes quantidades de template (3-6).
Coluna 7 ¢ o controle negativo da reagdo. A- Marcador molecular de
1 kb (Invitrogen). A realizacdo do PCR-overlap estd esquematizada
abaixo.
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Figura 12 — Restricdo do plasmideo pIL-13R com a enzima Sal 1 apos
minipreparacoes de DNA de 20 colonias bacterianas. Apenas 2
minipreparagdes continham o inserto. Eletroforese foi realizada em
gel de agarose 1%. 1- Marcador molecular A DNA/Hind III (Gibco
BRL) e 1 Kb (Invitrogen). Colunas 2 e 3: controles positivo e
negativo da restri¢do, respectivamente.
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Figura 13 — Restricdo do plasmideo pIL-13R com a enzima BamHlI.
Eletroforese foi realizada em gel de agarose 1%. 3 e 4- Inserto
clonado na direcdo incorreta e correta, respectivamente. 1-
Marcador molecular A DNA/Hind 111 (Gibco BRL). 2- Marcador
molecular 1 Kb (Invitrogen).
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e

Figura 14 — Analise por SDS-PAGE da proteina recombinante IL-13Ra2-Fc,
que migrou no tamanho esperado de aproximadamente 85 kDa. O
gel foi realizado em condi¢des redutoras e corado pela prata. A
proteina foi analisada apods purificacdo em coluna G do
sobrenadante obtido de células B16F10-Nex2 transfectadas com o
vetor pIL-13R, apos 48 horas de expressdo génica. Marcador de
peso molecular: Invitrogen.
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85kDa —»

Figura 15 — Immunoblotting mostrando a proteina recombinante quimera IL-
13Ra2-Fc, apods revelagdo com DABI (1). 2- Controle negativo, ou
seja, sobrenadante de células transfectadas com o vetor vazio.
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0.8 -

0,6

0,4 -

Quimera (pg/mL)

0,2 1

amostra controle background

Figura 16 — ELISA-Q mostrando a atividade bioldgica preservada e produ¢do da
quimera IL-13Ra2-Fc. Concentragao da proteina foi mensurada a partir
do sobrenadante das células B16F10-Nex2 transfectadas com o
plasmideo pIL-13R apds 48 horas de expressdo proteica e apos
purificacdo em coluna G (amostra). O controle refere-se a analise do
sobrenadante obtido apds transfeccao com vetor vazio e o background ¢
o branco do experimento. Os resultados estdo expressos em pg/mL de
proteina. *P< 0,001 (amostra x controle).
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5.6. Expansio, purificacido e analise do plasmideo pIL-12

5.6.1. Analise do pIL-12 antes e apés purificacdo em gradiente de césio

As primeiras maxi-preparacdes de DNA plasmidial foram analisadas por restricdo com as
duas enzimas possiveis, Smal e Spe 1. O plasmideo pWRG possui um unico sitio para cada
uma destas enzimas, sendo linearizado apos restrigao (Figura 17). Os rendimentos das maxi-
preparagoes variaram de de 5,8 a 10,36 mg de plasmideo para cada litro de cultivo bacteriano.
Apo6s purificagdo em gradiente de césio foi realizada uma restricdo para nos certificarmos da
pureza e integridade do plasmideo (Figura 17). O rendimento da purificagdo em césio foi de
50% ou mais dependendo da purificacdo. Esse plasmideo purificado foi utilizado para os

ensaios de transfec¢do in vitro e para os ensaios in vivo.

5.6.2. Avaliacio da produciao da citocina IL-12 apés transfeccao in vitro

Transfeccdo transiente foi realizada em células da linhagem tumoral B16F10-Nex2 e
resultou em uma boa producdo de IL-12, variando de 5 a 8 ng/mL dependendo das condi¢des
experimentais. A producdo de IL-12 pelas células B16F10-Nex2 transfectadas com nosso
plasmideo pWRG-IL-12 pode ser observada na Figura 18. Neste grafico, a produ¢do média
ap6s um periodo de 48 horas de expressao génica foi de 7 ng/mL de IL-12. Assim, obtivemos
um total de 14ng de IL-12 (2 mL/poco). Em alguns experimentos, as células foram transferidas
para garrafa de acordo com protocolo pré-estabelecido, na tentativa de seleciona-las para
transfeccdo permanente. No entanto, ndo foi possivel obter-se células B16F10-Nex2

transfectadas de maneira permanente, o que ndo impediu o seu uso na terapia génica.
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5.6.3. Avaliaciao da func¢ao bioldgica da citocina IL-12 recobinante

Foram realizados testes bioldgicos para avaliar a atividade funcional da citocina
recombinante produzida, através da sua capacidade de estimular macrofagos in vitro. O
parametro avaliado foi a quantificacdo de NO (6xido nitrico) produzido por macrofagos
ativados. Apods vdarios experimentos de padronizagdo, seja com macrdéfagos peritoneais ou
macrofagos provenientes da medula Ossea, obtivemos resultados bons e reprodutiveis
utilizando os macréfagos de medula. Os experimentos iniciais utilizando macrofagos
peritoneais ndo foram satisfatorios devido a falta de reprodutibilidade dos testes,
provavelmente devida a populagdo heterogénea presente no peritdneo dos animais.

A representacdo do melhor experimento realizado estd na Figura 19, onde a produgdo de
NO esta na ordem de pM, comparativamente a curva padrao de Nitrito de Sodio (NaNO,),
representada na Figura 20. Observamos um background na produgcdo de NO quando
macrofagos sem estimulo foram avaliados, o que pode ser considerado normal. O melhor
estimulo para a produgdo de NO foi sempre a adicdo de LPS + IFN-y, atingindo picos de
aproximadamente 80 a 95uM no periodo de 72 horas, em experimentos diferentes. A
concentracdo oOtima para estimulo dos macréfagos foi quando utilizamos 300uL de
sobrenadante de células transfectadas com pIL-12, ou seja, 2,5 ng/mL de IL-12 e isto se repetiu
em todos os tempos avaliados (24, 48 e 72 horas apds estimulo). Esta quantidade ¢ equivalente
a 30% do meio adicionado aos macréfagos e foi suficiente para estimular a produgdo de até
60uM de NO, no periodo de 72 horas. Vale ressaltar que as concentracdes de IL-12 nos
sobrenadantes foram estimadas pelo ELISA, assim podem ndo representar necessariamente a

concentracdo real da citocina. Sobrenadantes obtidos de células transfectadas com o vetor
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vazio também foram avaliados e em todos os periodos houve apenas uma producao basal de
NO, comparavel ao controle. Deste modo, foi-nos possivel dar inicio aos testes in vivo de

protecao utilizando a vacina génica contendo o gene da IL-12.

Figura 17 — Eletroforese em gel de agarose 1% do plasmideo pIL-12 digerido
com a enzima de restricdo Sma 1 e Spe I, respectivamente (1 e 2) e
com a enzima Sma I apds purificacdo em gradiente de césio (3). A-
Marcador molecular A DNA/Hind III (Gibco BRL).
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Figura

8 - M Transfecgdo complL-12 (48 h
de expressdo génica)

O Transfec¢ao com vetor vazio

IL-12 (ng/mL)

0 -

18 — Concentragdo de IL-12, mensurada através de ELISA, no
sobrenadante de células B16F10-Nex2 transfectadas com o
plasmideo pIL-12, ap6s 48 horas de expressao génica. Cada barra ¢
representativa de um experimento realizado em triplicata.
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Figura 19 — Concentragdao de NO (6xido nitrico), dosado por Griess, no
sobrenadante de macrofagos apds 24, 48 e 72 horas de cultivo com
os estimulos descritos. Cada barra ¢ representativa de um
experimento realizado em triplicata. Sobrenadante obtido de células
transfectadas com pIL-12 estimulou significativamente a produgao
de NO em comparagdo com o sobrenadante controle (células
transfectadas com o vetor vazio). P< 0,05 pelo teste t.
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Figura 20 — Curva padrao de nitrito de s6dio com concentracdes na ordem de
uM, dosado por Griess. Cada ponto da curva foi realizado em
duplicata. O resultado ¢ expresso como a medida de absorbancia em
comprimento de onda de 550 nm.
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5.7. Experimentos in vivo

5.7.1. Desenvolvimento tumoral

As figuras de 21 a 24 apresentam os graficos obtidos apds medida do volume tumoral.
Nos grupos tratados com apenas um plasmideo hd um modesto retardo no crescimento tumoral,
que foi mais pronunciado quando estes plasmideos foram associados individualmente com a
droga. Um resultado somatoério foi observado quando do tratamento com ambos os plasmideos
mais a droga 7A, pois estes animais desenvolveram o tumor mais tardiamente em relagdo a

todos os outros grupos avaliados (Figura 24).

5.7.2. Sobrevida dos animais

A anélise de sobrevida corroborou os resultados de desenvolvimento tumoral como pode
ser observado nas figuras de 25 a 28. Grupos experimentais individuais tratados apenas com
um dos plasmideos ou apenas com a droga 7A mostraram uma protecao parcial em relagdo aos
controles (Figuras 25, 26 e 28). Animais tratados com uma tnica dose do plasmideo da IL-12
apresentaram um aumento na sobrevida significativo em relagdo ao grupo controle tratado com
o plasmideo vazio (p=0,02), diferenca significativa que foi ainda mais pronunciada quando o
tratamento foi complementado pela quimioterapia com a droga 7A; p=0,009 (Figura 25). O
mesmo pode ser considerado para o tratamento com o pIL-13R. Neste grupo um total de 6
doses do plasmideo foram necessarias para prolongar significativamente a sobrevida, e a
diferenca significativa em relagdo ao grupo controle (p=0,02) foi maior quando da

administracdo do plasmideo em associagdo com a droga (p=0,0005), como pode ser observado
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na figura 26. O grupo tratado com ambos os plasmideos mostrou uma protecao significativa em
relagcdo aos demais, porém o melhor resultado foi obtido quando os animais foram tratados com
ambos os plasmideos em associagdo com a droga 7A, onde 30% dos animais permaneceram
livres de tumor (Figura 27 e 28). Estes animais que ndo desenvolveram o tumor foram
posteriormente sacrificados para analises ex vivo do perfil imune através de citometria de
fluxo. Conjuntamente estes resultados demonstraram que o melhor protocolo terapéutico foi a
bioquimioterapia, na qual associamos os tratamentos quimioterapicos com as vacinas génicas.
Vale ressaltar que em todos os experimentos realizados, pelo menos 4 grupos controle foram
avaliados: aqueles vacinados com ambos os plasmideos vazios, aqueles vacinados com apenas
um plasmideo vazio (pCMV ou VRI1012) e aqueles tratados apenas com PBS. Nao houve

diferenca significativa entre estes grupos controle.
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Figura 21 — Desenvolvimento tumoral de animais tratados com pIL-12 (A) e de

animais tratados com pIL-12 + droga 7A (B). Animais C57Bl/6 foram
injetados com 5 X 10* células tumorais BI6F10-NEX2 e tratados com
pIL-12, em uma tnica dose, 1 dia ap6s o desafio. Droga foi administrada

3 vezes por semana, a partir do 4° dia apds o desafio até o tumor atingir
2.000 mm?>.
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Figura 22 — Desenvolvimento tumoral de animais tratados com pIL-13R (A) e com
pIL-13R + droga 7A (B). Animais C57Bl/6 foram injetados com 5 X 10*
células tumorais B16F10-NEX2 e tratados com pIL-13R, 5 dias apds o
desafio e por mais 5 vezes, de 5 em 5 dias. A droga foi administrada 3 vezes
por semana, a partir do 4° dia apds o desafio até o tumor atingir 2.000 mm?.
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Figura 23 — Desenvolvimento tumoral de animais tratados com ambos os
plasmideos (pIL-12 e pIL-13R) e com os vetores vazios. Animais
C57Bl/6 foram injetados com 5 X 10* células tumorais B16F10-NEX2
e tratados com pIL-12, um dia apds o desafio em dose Uinica € com
pIL-13R, 5 dias ap6s o desafio e por mais 5 vezes, de 5 em 5 dias.
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Figura 24 — Desenvolvimento tumoral de animais tratados com ambos os
plasmideos (pIL-12 e pIL-13R) em associagdo com a droga 7A e
com 0s respectivos controles com os vetores vazios. Animais
C57Bl/6 foram injetados com 5 X 10* células tumorais B16F10-
NEX2 e tratados com pIL-12, um dia apds o desafio em dose unica
e com pIL-13R, 5 dias apos o desafio e por mais 5 vezes, de 5 em
5 dias. Os animais foram tratados com 10 uM da droga, 3 vezes por
semana, pela via intraperitoneal.
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Figura 25 — Curva de sobrevida mostrando o efeito terapéutico do pIL-12 contra
melanoma murino subcutaneo. Animais C57Bl/6 foram injetados com
5 X 10* células tumorais B16F10-Nex2 e tratados com pIL-12 um dia
apos o desafio. Em outro grupo, os animais foram vacinados com o
pIL-12 em associagdo com a droga 7A. A droga 7A foi administrada
por via intraperitoneal, trés vezes por semana, com 10uM/ animal.
Grupo controle foi vacinado com o plasmideo vazio. Cada grupo
continha 10 animais. P=0,02 para grupo controle x grupo vacinado com
pIL-12 e p= 0,009 para grupo controle x grupo vacinado com plIL-12 +
droga 7A (Kaplan-Meyer).
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Figura 26 — Curva de sobrevida mostrando o efeito terapéutico do pIL-13R
contra melanoma murino subcutidneo. Animais C57Bl/6 foram
injetados com 5 X 10* células tumorais B16F10-Nex2 e tratados
com pIL-13R cinco dias apds o desafio, e por mais 5 vezes de 5 em
5 dias. Em outro grupo, os animais foram vacinados com pIL-13R
em associacdo com a droga 7A. A droga 7A foi administrada por
via intraperitoneal, trés vezes por semana, com 10uM/ animal.
Grupo controle foi vacinado com o plasmideo vazio. Cada grupo
continha 10 animais. P=0,02 para grupo controle x grupo vacinado
com pIL-13R e p= 0,0005 para grupo controle x grupo vacinado
com plL-13R + droga 7A (Kaplan-Meyer).
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Figura 27 — Curva de sobrevida mostrando o efeito terapéutico de ambos os
plasmideos contra melanoma murino subcutdneo. Animais C57B1/6 foram
injetados com 5 X 10* células tumorais B16F10-Nex2 e tratados com pIL-
12 um dia apods o desafio. Tratamento com pIL-13R foi administrado nos
dias 5, 10, 15, 20, 25 e 30. Em outro grupo, os animais foram vacinados
com ambos os plasmideos, seguindo o mesmo protocolo e com a droga 7A.
Este ultimo esquema de tratamento protegeu 30% dos animais, que foram
avaliados posteriormente quanto a resposta imune. Grupo controle foi
vacinado com ambos os plasmideos vazios. Cada grupo continha 10
animais. P=0,0005 para grupo controle x grupo vacinado com p-IL-12 +
pIL-13R e p= 0,0001 para grupo controle x grupo vacinado com p-IL-12 +
pIL-13R + droga 7A (Kaplan-Meyer).
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Figura 28 — Curvas de sobrevida sobrepostas de alguns grupos experimentais,
mostrando o efeito terapéutico de ambos os plasmideos contra melanoma
murino subcutineo. Animais C57B1/6 foram injetados com 5 X 10* células
tumorais B16F10-Nex2 e tratados com pIL-12 um dia ap6s o desafio.
Tratamento com pIL-13R foi administrado nos dias 5, 10, 15, 20, 25 e 30.
Em outro grupo, os animais foram vacinados com ambos plasmideos,
seguindo o mesmo protocolo e com a droga 7A. Animais tratados somente
com a droga também foram avaliados e estdo aqui demonstrados (circulo
vazio). Os grupos controles foram aqueles que receberam apenas PBS ou
que foram tratados com ambos os plasmideos vazios.
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5.7.3. Citometria de fluxo (FACS) ex vivo

A resposta imune dos animais foi analisada através da imunofenotipagem dos
esplendcitos. A expressao dos marcadores de superficie e citocinas intracelulares foi realizada
nos esplenocitos obtidos de animais tratados com o nosso melhor protocolo terapéutico e
comparativamente nas células obtidas de animais tratados apenas com PBS. Cada animal foi
avaliado individualmente e as andlises foram feitas de 15 a 70 dias apds a ultima terapia
génica. Os trés animais que permaneceram livres de tumor ao final do tratamento também
foram avaliados e o perfil imune foi semelhante ao perfil dos animais tratados, porém
desenvolvendo tumor. As citometrias referentes a apenas 1 animal de cada grupo (tratado e
controle) estdo ilustradas nas figuras 29 e 30 e esses resultados foram plotados em graficos
sumarizados nas figuras 31 a 33. As figuras mostram a porcentagem de células T (CD4" e
CDS8") e células F4/80" produtoras de citocinas. Os dados sdo representativos de pelo menos
trés experimentos independentes com resultados similares. Camundongos ndo tratados
apresentaram um desbalanc¢o no perfil de citocinas, onde a porcentagem de células produtoras
de IFN-y, IL-6, IL-2 e IL-12 foi menor do que de células produtoras de IL-10, IL-13, TGF-p3,
TNF-a. e IL-4. Nestes animais, porcentagem de células CD4" e CD8" produtoras de IFN-y foi
de 2,54%, enquanto este niumero aumenta para 17,63% quando nos avaliamos a porcentagem
de células produtoras de IL-10, sugerindo uma condi¢do imunossupressora (Figura 29). Outras
citocinas também foram produzidas por um numero significante de células, como TNF-a
(12,47%), 1L-4 (8,98%), TGF-B (8,62%) e IL-13 (7,88%). Os animais tratados apresentaram
um perfil mais homogéneo na producao de citocinas, evidenciando um equilibrio na producao
de todas as citocinas. Camundongos desafiados com as células tumorais e vacinados com nosso

melhor protocolo (ambos plasmideos + droga 7A) mostraram um aumento na freqiiéncia de
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c€lulas produtoras de citocinas pro-inflamatorias IFN-y, IL-6, IL-2, TNF-a e IL-12 (Tabela 1).
Nesta tabela, estdo reunidos os dados de um total de 7 animais avaliados, sendo 3 animais
tratados e 4 animais sem tratamento (controle). Foi observado um aumento relativo de 15 vezes
na porcentagem de células produzindo IFN-y apo6s o tratamento com a bioquimioterapia. Um
aumento mais acentuado foi observado na porcentagem de células produtoras de IFN-y, IL-6,
IL-12 e TNF-a. Comparativamente, a porcentagem de células CD4" e CD8" produtoras de
IFN-y foi de 40,96% enquanto este nimero ¢ de 33,68% para as células produtoras de IL-10
(Figura 30). Outras citocinas também foram produzidas por grande niimero de células, como
TNF-a (42,19%), IL-6 (41,05%) e IL-2 (39,59%). Conforme era esperado, o tratamento
também aumentou a porcentagem de células F4/80" produtoras de IL-12 (25,14%),
aproximadamente 8 vezes mais do que nos esplendcitos obtidos de camundongos nao tratados
(3,03%). Células F4/80" também produziram mais IL-6 apds a terapia, aproximadamente 7
vezes mais. A percentagem de células CD4" e CD8" produtoras de IL-4, TGF-B e IL-13 foi
respectivamente, 12,11%, 29,58% e 31,92%. Assim, esta terapia combinada aumentou o
numero de células produtoras tanto de citocinas pro-inflamatérias quanto anti-inflamatorias.
Nossa hipdtese € que a inflamacdo induzida pelas vacinas de DNA esta sendo controlada
devido a presenca de citocinas imunoregulatérias, em um mecanismo de feedback negativo
importante para o controle da resposta imune e prote¢do tumoral. Muito provavelmente, o fator
mais importante para o efeito protetor observado foi a produgdo de IFN-y. A razdo IFN-y/IL-10
foi sempre maior nas células de camundongos vacinados do que nas células de camundongos
ndo tratados.

Além disso, nés também avaliamos por citometria de fluxo a produgdo de citocinas por

células NKT imunoreguladoras. Esplendcitos obtidos de animais vacinados com nosso
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protocolo completo de bioquimioterapia e de animais tratados apenas com PBS foram
utilizados para obten¢do de células NKT. Células T NK1.1" (CD3'NKI1.1", CD4'NKI1.1" e
CD8'NK1.1") foram avaliadas quanto a sua habilidade de produzir IFN-y, IL-10 e IL-13.
Células T NK1.1" incluem células NKT classicas (células tipo I), células NKT nao-classicas
(células tipo II) e células NKT-like. Os resultados estdo sumarizados na Figura 34. Os dados
mostram a porcentagem de células positivas para cada citocina dentro de uma determinada
subpopulagdo, sendo que as células foram simultaneamente marcadas com trés conjugados
fluorescentes diferentes. Células CD3'NK1.1" incluem as células DN (double negative, CD4"
CDS8'NKI.1"). As células NKT podem ser efetivas no controle do crescimento tumoral,
dependendo do microambiente e de estimulos apropriados. Nossa terapia combinada levou a
producdo de IFN-y e “down regulation” da producdo de IL-10 e IL-13 por estas células.
Cé¢lulas NKT obtidas de animais vacinados foram capazes de produzir muito mais [FN-y do
que aquelas obtidas de camundongos desenvolvendo tumor, ndo tratados (Figura 34). Nestas
células, nds pudemos observar claramente uma polarizagdo da resposta imune. E possivel que
células NKT tipo I estdo predominantes em camundongos que receberam o tratamento e so as
responsaveis pela producdo de IFN-y, enquanto nos camundongos ndo tratados, as células NKT
tipo II estdo em maior numero e sdo as responsaveis pela produgdo de I1L-13 e IL-10. Entre as
subpopulagdes avaliadas, células CD4 'NK1.1" foram a principal fonte de IL-13 nos animais
desenvolvendo tumor e apds a terapia esta produgdo foi abolida (Fig.34 B). Interessantemente,
células CD4'NK1.1" também produziram muito mais IFN-y do que as outras subpopulagdes
avaliadas obtidas de animais desenvolvendo tumor e vacinados com nosso melhor protocolo

terapéutico.
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Tabela 1 — Aumento das células expressando citocinas apds a bioquimioterapia, definindo

uma resposta pro-inflamatéria com baixa produgdo de interleucinas tipo-2.

Expressao de citocinas Aumento (n vezes) da populacao por 100
células (intervalos de confianc¢a 95%) *

1. Células T CD4" + CD8"

IFN-y ° 16,67 (2,938-30,408)
IL-2 3,0 (1,468-4,576)
IL-6° 18,85 (2,418-27,297)
TNF-a 2,49 (1,485-3,498)
IL-4°¢ 1,21 (0,938-1,473)
IL-13 3,0 (1,866-4,265)
TGF-p 3,56 (1,086-6,049)
IL-10° 1,64 (1,007-2,276)

2. Células F4/80"

IL-12 5,35 (2,898-7,795)
IL-6 6,29 (3,092-9,502)
TNF-a 2,96 (1,764-4,172)

*Relagdes entre a produgdo de citocinas de células de 11 pares de animais, tratados e
controle (sem tratamento).

® Diferengas significativas entre IFN-y e IL-4, e IL-10 (p<0.001) ou IL-6 ¢ IL-4,

e IL-10 (p<0.001 and p<0.01, respectivamente)

° somente células T CD4"
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Figura 29 — Imunofenotipagem dos esplendcitos por citometria de fluxo (FACS). As células
foram obtidas de animais desenvolvendo tumor tratados apenas com PBS. As
células foram marcadas com anticorpo monoclonal (mAb) anti-CD4 conjugado com
PE ou mAbD anti-CD8 conjugado com PE ou ainda com mAb anti-F4/80 conjugado
com FITC. Apés permeabilizacao das células, deteccdo intracelular das citocinas foi
realizada com anticorpos biotinilados anti-citocina e revelada com estreptavidina-
FITC ou estreptavidina-PE, de acordo com as marcacgdes de superficie. O painel
mostra a porcentagem de células duplo-positivas e ¢é representativo de trés
experimentos independentes com resultados similares.
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Figura 30 — Imunofenotipagem dos esplenocitos por citometria de fluxo (FACS). As células
foram obtidas de animais desenvolvendo tumor vacinados com ambos o0s
plasmideos em associagdo com a droga 7A, de acordo com o protocolo de
tratamento. As células foram marcadas com anticorpo monoclonal (mAb) anti-CD4
conjugado com PE ou mAb anti-CD8 conjugado com PE ou mAb anti-F4/80
conjugado com FITC. Apds permeabilizagdo das células, detecgdo intracelular das
citocinas foi realizada com anticorpos biotinilados anti-citocina e revelada com
estreptavidina-FITC ou estreptavidina-PE, de acordo com as marcagdes de
superficie. O painel mostra a porcentagem de células duplo-positivas e ¢
representativo de trés experimentos independentes com resultados similares.
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Figura 31 — Citometria de fluxo com dupla marcacdo para
linfocitos TCD4" e citocinas intracelulares. As
células foram obtidas de bago e processadas
diretamente para a analise por FACS.
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Figura 32 — Citometria de fluxo com dupla marcacdo para
linfocitos TCD8* e citocinas intracelulares. As
células foram obtidas de baco e processadas
diretamente para a analise por FACS.
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Figura 33 — Citometria de fluxo com dupla marcagdo para
células F4/80+ e citocinas intracelulares. As
células foram obtidas de bago e processadas
diretamente para a analise por FACS.
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Figura 34 — Imunofenotipagem das células T NKI1.1" por citometria de fluxo
(FACS). Os esplenocitos foram obtidos de animais desenvolvendo
tumor vacinados com ambos os plasmideos em associacdo com a droga
7A (barras pretas) ou tratados apenas com PBS (barras brancas). As
células foram simultaneamente marcadas com anticorpo monoclonal
(mAb) anti-NK1.1 conjugado com FITC e mAb anti-CD3 conjugado
com PE (A) ou mAb anti-CD4 conjugado com PE (B) ou mAb anti-CD8
conjugado com PE (C). Apos permeabilizagdo das células, a deteccao
intracelular das citocinas foi realizada com anticorpos biotinilados anti-
citocina e revelada com estreptavidina-APC. Os dados sdo
representativos de trés experimentos independentes com resultados
similares e mostram a porcentagem de células positivas para cada
citocina dentro das subpopulagdes avaliadas.
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IV - DISCUSSAO

No presente trabalho, demonstramos o efeito anti-tumoral in vivo da bioquimioterapia no
modelo de melanoma murino B16F10-Nex2. Terapia génica com IL-12 e IL-13Ra2-Fc
associada ao tratamento com o composto ciclopaladado 7A prolongou significativamente a
sobrevida dos animais desafiados com melanoma B16F10-Nex2, sendo que 30% deles
permaneceram livres de tumor.

Atualmente, diversos protocolos clinicos imunoterapicos utilizam agentes adjuvantes para
o controle do crescimento tumoral, e dentre eles, ativadores imunoldgicos associados ou ndo a
quimioterapia melhoram a resposta anti-tumoral. A administragdo de citocinas pro-
inflamatorias (ou outros ativadores imunes), embora benéficas em varios protocolos, ndo
parece ser suficiente para completa regressdao tumoral. Na procura de mecanismos de escape da
célula tumoral e de fatores regulatorios da resposta imune, alguns elementos supressores
identificados podem ser responsaveis por uma resposta imune ineficaz com baixa atividade
CTL in vivo. A producdo desses elementos supressores ¢ um dos mecanismos de escape
tumoral, dentre os diversos existentes. Assim, a administracdo de citocinas pro-inflamatorias e
o bloqueio de componentes regulatorios ou imunosupressores pode ser essencial para o
controle do crescimento tumoral e para a eficicia de vacinas anti-tumorais (Finn, 2003). No
presente trabalho, ambas as estratégias foram empregadas através de terapia génica com
plasmideos expressando IL-12 e IL-13Ra2-Fc associados a quimioterapia. Esse protocolo foi
capaz de induzir uma resposta imune eficiente com aumento das populacdes celulares
produtoras de IFN-y, sendo superior a outros utilizando os componentes vacinais isoladamente.

A interleucina IL-12 promove mecanismos efetores tanto da resposta imune inata quanto

adaptativa para mediar a resisténcia anti-tumoral (Trinchieri et al., 2003a). IL-12 induz a
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producao de IFN-y, além de uma cascata de outras citocinas pro-inflamatérias secundarias que
por sua vez t€ém um efeito citotoxico direto nas células tumorais. Alem disso, IL-12 pode ativar
potentes mecanismos anti-angiogénicos, através do estimulo da producdo de quimiocinas
(Colombo et al., 2002, Trinchieri, 2003). Os mecanismos responsaveis pela rejeigdo tumoral
mediada pela IL-12 t€m sido investigados em varios modelos experimentais com uma
variedade de vias efetoras podendo estar envolvidas na protegdo contra tumores (Cui et al.,
1997; Cavallo et al., 1999; Park et al., 2003; Smyth et al., 2000b). Em nosso trabalho, uma
unica dose do plasmideo contendo o gene da IL-12, administrado subcutdneamente na base da
cauda, foi suficiente para prolongar significativamente a sobrevida de animais desenvolvendo
tumores em comparagdo com animais controle tratados apenas com o plasmideo vazio (sem
inserto de citocina). Outros trabalhos utilizando vacinas génicas carregando o gene da IL-12,
associados ou ndo a outras terapias, mostraram resultados positivos contra cancer de colo CT26
¢ melanoma B16 murinos (Rahkmilevich et al., 1996; Lucas et al., 2002; Goto et al., 2004;
Nagai et al., 2004; Okada et al., 2004).

Além das classicas células NK e linfocitos T, células NKT tém na tltima década sido
implicadas no mecanismo de rejeigdo tumoral mediado por IL-12 (Takeda et al., 1996, Cui et
al., 1997). Células NKT foram aparentemente essenciais para a rejei¢do tumoral, sendo o alvo
primario apdés administragdo in vivo de IL-12, em pelo menos trés modelos tumorais:
melanoma B16, carcinoma de pulmido LLC e eritroleucemia FBL3 (Cui et al., 1997).
Entretanto, Park et al. (2003) revelaram outros mecanismos responsaveis pela rejeicdo do
tumor apds tratamento com IL-12, no qual células NK foram responsaveis pela inibi¢ao da
formag¢do de metastases no figado e possivelmente células dendriticas linféides foram

responsaveis pela protecdo no modelo subcutaneo. Ainda nesse trabalho, doses terapéuticas de
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IL-12 foram efetivas tanto em camundongos normais como em camundongos deficientes para
células NKT (CD1d-knockout) em um protocolo utilizando o mesmo tipo de tumor e 0 mesmo
regime de tratamento daquele descrito por Cui et al. (1997). Embora estes resultados ndo
confirmem a exclusividade das células NKT na prote¢ao induzida por IL-12 no modelo de
melanoma B16, os autores concluem que a citocina pode estimular diversos mecanismos
envolvidos na resisténcia a tumores, dependendo do tipo de tumor, microambiente tumoral e
cepas de camundongos utilizadas no estudo. Em contrapartida, muitos estudos ja demonstraram
claramente a importancia e o papel critico das células NKT na resposta imune anti-tumoral,
onde estas células promovem potente rejeicdo do tumor em resposta a fatores exogenos, tais
como IL-12 (Smyth et al., 2000b) e a-GalCer (Toura et al., 1999, Kitamura et al., 1999, Smyth
et al., 2002) e também na auséncia de qualquer estimulo exdgeno (Smyth et al., 2000c, Crowe
et al., 2002). Smyth et al. (2000b) demonstraram que nos modelos tumorais de melanoma
B16F10 e carcinoma de prostata RM-1, em tratamentos com baixas doses ou administracao
tardia de IL-12, as células NKT possuem um importante papel na protecdo destes tumores.
Vale ressaltar que este tratamento com baixas doses de IL-12 ndo foi efetivo em animais
deficientes em células NKT (TCR Ja18—/—), demonstrando a importancia das células NKT
nestes protocolos terapéuticos. Por outro lado, em tratamentos com altas doses, a IL-12 induziu
imunidade tumoral mediada preferencialmente por células NK em um mecanismo dependente
de perforina. Os autores concluem que ambas as células, NK e NKT, podem contribuir para
imunidade anti-tumoral natural ou induzida por IL-12 e que o papel relativo de cada populagao
celular ¢ tumor e terapia dependentes.

Nem todas as células T NK1.1" sdo células NKT classicas (Godfrey et al., 2004). Células

T NKI1.1" incluem células NKT tipo I e tipo I (CD1d dependentes) ¢ outras células CD1d-
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independentes (chamadas células NKT-like). Camundongos knockout (KO) para CD1 perdem
tanto células NKT tipo I quanto tipo II, enquanto camundongos deficientes para a cadeia Jo.18
do complexo TCR perdem apenas células NKT tipo I, e esta ¢ uma das explicagdes para alguns
resultados contraditérios observados na literatura. Assim, a delecdo completa e especifica de
células NKT classicas ¢ obtida somente em camundongos homozigotos para a mutagdo em
CDI1d. Estudos adicionais com camundongos TCRJa18-deficientes e CD1d-deficientes sdo
necessarios para o melhor entendimento sobre quais subpopulacdes sdo responsaveis pela
rejeicdo ou progressao de determinado tumor. Possivelmente, camundongos CD1d KO podem
ser resistentes em um modelo tumoral e camundongos Ja18 KO podem ser sensiveis a0 mesmo
tipo de tumor. Em um modelo de metastase pulmonar de carcinoma de colon CT26, animais
CD1 KO, animais depletados de células T CD4" ou animais tratados com inibidor de IL-13
(proteina IL-13Ra2-Fc soluvel) apresentaram menor nimero de nddulos pulmonares em
comparagio aos animais controle (Park et al., 2005). Deplecio de células T CD8" em animais
CD1 KO aumentou o numero de nédulos pulmonares, sugerindo que a prote¢do tumoral foi
mediada por linfécitos T CD8" e deve ser suprimida por células NKT CD4". O primeiro estudo
comparando os dois tipos de camundongos deficientes em células NKT, ou seja, Cdld KO e
Ja18 KO, mostrou que animais CD1d KO foram resistentes ao crescimento tumoral enquanto
animais Jo18 KO comportaram-se como os animais controle. Os autores concluiram que
células NKT tipo II presentes nos animais Jal8 KO foram suficientes para supressio da
imunovigilancia tumoral (Terabe et al., 2005). Recentemente, supressdo da imunovigilancia
tumoral em animais Jal8 KO foi abolida apds o tratamento com anticorpo anti-CD4,
confirmando prévias observagdes de que células NKT tipo II CD4" sdo células supressoras

(Ambrosino et al., 2007). Neste trabalho, estimulagao direta das células tipo II com um
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sulfatideo aumentou significativamente o crescimento tumoral no modelo de metastase
pulmonar de carcinoma CT26 tanto em animais selvagens quanto em animais Ja18 KO. Por
outro lado, estimulacdo com OCH, um analogo de a-GalCer que estimula especificamente
células NKT tipo I, induziu forte resposta anti-tumoral, mesmo sendo esta resposta
relativamente direcionada para um perfil Th2. Quando ambas subpopulagdes foram
estimuladas simultaneamente, células NKT tipo II parecem suprimir a ativagdo in vitro bem
como o efeito protetor in vivo das células NKT tipo I. Além disso, quando células tipo I estdo
ausentes, o efeito supressor das células tipo II aumenta, sugerindo que as células tipo I podem
controlar pelo menos parcialmente os efeitos supressores da subpopulagdo de células NKT tipo
I1, em um novo eixo imunoregulatério recentemente proposto (Ambrosino et al., 2007, Terabe
& Berzofsky et al., 2007).

Nossa estratégia no presente trabalho foi estimular a producdo de IFN-y pelas células
NKT tipo I bem como por outros tipos de células através da administragdo de IL-12, e ao
mesmo tempo suprimir a fun¢do imunoregulatoria das células NKT tipo II. Como ja foi
mencionado, ¢ bem documentado que células NKT tipo II (restritas a CD1 mas ndo a VaJ18)
sdo responsaveis pela inibicdo da imunovigilancia tumoral e esse mecanismo foi dependente de
IL-13 (Terabe et al., 2005). IL-13 produzida por células T CD4" inibe a imunovigilancia
tumoral mediada por linfocitos T CDS8" citotoxicos (Terabe et al., 2000). Este mecanismo
supressor foi melhor esclarecido apds estudos onde foi demonstrado que a IL-13 induziu a
produgdo de TGF- por células mieldides CD11b+Gr-1+, que sdo responsaveis pela supressao
da atividade CTL (Terabe et al., 2003). Outro mecanismo proposto para imunossupressio
mediada por IL-13 ¢ que esta citocina polariza macrofagos para o fenotipo M2, inibindo a

geracdo de macrdofagos tumoricidas M1. Assim, a rejei¢do tumoral neste modelo requer a




Discussdo 108

inducdo de macrofagos M1 e linfocitos conjuntamente com a reducao de células supressoras
mieldides induzidas pelo tumor (Sinha et. al., 2005). No presente trabalho, construimos uma
quimera contendo o gene da cadeia a2 do receptor de IL-13 unido a uma porcao Fc de IgG2a
murina utilizando técnicas moleculares e obtivemos uma vacina de DNA expressando IL-
13Ra2-Fc. A expressdao de IL-13Ra2 ¢ regulada por seu proprio ligante, IL-13. Macréfagos
estimulados com IL-13 apresentaram um aumento na expressdo da cadeia IL-13Ra2 enquanto
macrofagos sem estimulo ndo expressam esta cadeia, pelo menos em nossas condi¢des
experimentais (dados ndo mostrados). Zheng et al. (2003) demonstraram um aumento na
expressdo de IL-13Ra2 quando macroéfagos da linhagem RAW ou células epiteliais humanas
(NHBEs) eram estimuladas in vitro com IL-4, [L-13 ou mesmo com IFN-y.

Estudos recentes mostraram que a terapia com a proteina solivel IL-13Ra2-Fc
efetivamente estimula a resposta anti-tumoral, aumenta a eficicia de vacinas e previne algumas
doengas cronicas (Ahlers et al., 2002, Chiaramonte et al., 1999; Terabe et al., 2000). Em nosso
trabalho, o tratamento com IL-13Ro2-Fc igualmente estimulou uma resposta anti-tumoral in
vivo. Terapia génica utilizando a quimera aumentou significativamente a sobrevida dos animais
desafiados com melanoma B16F10-Nex2 no modelo subcutdneo. A hipotese ¢ a de que IL-
13Ra2 atua como um inibidor dominante negativo, suprimindo a acdo da interleucina 13 no
microambiente tumoral e assim ajudando na manuten¢do da imunovigildncia em tumores
(Terabe et al., 2000). Entretanto, o papel da IL-13 na imunidade tumoral também ¢
contraditério. Tumores humanos superexpressando a cadeia IL-13Ra2 na superficie perdem
sua tumorigenicidade em camundongos imunodeficientes (Kawakami et al., 2001b). Ma et. al.

(2004) observaram que nem células tumorais BI16F1 expressando IL-13Ra2Fc nem o

tratamento in Vivo com a proteina soltvel IL-13Ra2Fc tiveram um efeito estatisticamente
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significante no crescimento tumoral de células B16F1. Esses autores observaram protecao
tumoral quando as células tumorais foram transfectadas para expressar IL-13, em oposicao ao
que foi observado em nosso trabalho.

Em nosso modelo, tratamento de animais C57Bl/6 com o plasmideo expressando a
quimera IL-13Ra2-Fc ou plasmideo contendo o gene da IL-12 prolongaram significativamente
a sobrevida em ambos os protocolos individuais ¢ quando associamos as duas terapias génicas
com tratamento quimioterapico uma prote¢do ainda maior foi observada, acompanhada pelo
aumento de células produzindo IFN-y. Esta terapia combinada levou a um aumento na
producdo de citocinas pro-inflamatérias por linfocitos T CD4" e CDS8”, sugerindo a indugdo de
uma resposta Th-1 in vivo. A porcentagem de células produzindo citocinas anti-inflamatorias
também aumentou apds o tratamento, possivelmente indicando um necessario balanco na
resposta imune responsavel pela protecio tumoral. Entretanto, a analise das células T NK1.1"
mostrou uma inversdo nas respostas Th-1/Th-2 quando comparamos animais tratados e nao
tratados, provavelmente porque essas células sdo consideradas imunoregulatorias (Terabe &
Bersozfsky, 2007) e sdo capazes de produzir tanto citocinas Thl quanto Th2, dependendo do
estimulo. Alguns estudos ja demonstraram que as células NKT podem produzir IFN-y , IL-4,
IL-10 e IL-13 (Akbari et al., 2003, Lee et al., 2002, Zlotnik et al., 1992). Em nosso trabalho,
células T CD4'NKI1.1" provenientes de animais vacinados produziram trés vezes mais IFN-y
do que células provenientes de animais ndo vacinados, provavelmente através de um
mecanismo mediado pela administragdo de IL-12, confirmando estudos prévios (Cui et al.,
1997). Além disso, células T CD4'NK1.1" provenientes de animais desenvolvendo tumor nio
vacinados e sem qualquer estimulo exd6geno produziram predominantemente IL-13 mas nao

produziram niveis detectaveis de IFN-y, sendo que esta producdo de IL-13 foi abolida apos a
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terapia combinada. Terabe et al. (2000) mostraram uma produgéo de IL-13 e IL-4 por células T
CD4'NK1.1" provenientes de animais selvagens apos estimulo com anti-CD3 e anti-CD28 e
este mecanismo era potencializado em animais desenvolvendo tumor, ou seja, células T CD4"
provenientes de animais desenvolvendo tumor e estimuladas in vitro com fibroblastos
transfectados para expressar CD1 produziram mais IL-13 e IL-4 do que células provenientes de
animais sem tumor, submetidas ao mesmo estimulo. Porém quando estas células eram
provenientes de animais com tumor, porém deficientes para CD1, a produ¢do de IL-13 e IL-4
foi desprezivel. Embora ndo avaliemos somente as células NKT classicas e estas
subpopulagdes estdo em baixa porcentagem no bago, a importancia deste trabalho foi a
mudanga no perfil de citocinas quando avaliamos células T NK1.1". Essas sub-populagdes de
células NKT produziram mais IL-10 e IL-13 em camundongos com tumor, ndo vacinados, do
que aquelas provenientes de animais vacinados. Apos terapia génica com IL-12 e IL-13Ra2-Fc
associada com a droga 7A, essas sub-populagdes passaram a produzir mais [FN-y do que IL-10
e IL-13. Recentemente, foi descrita a existéncia de sub-populagdes de células NKT
funcionalmente distintas (Crowe et al., 2005). Os autores demonstraram que células NKT tipo
I que apresentaram atividade anti-tumoral mediada por a-GalCer estavam presentes apenas na
sub-populacdao T CD4°CD8" (duplo negativa) derivada do figado, mas ndo na sub-populagao T
CD4". Além disso, células NKT derivadas do timo e do bago ndo eram protetoras. Desta
maneira, alguns resultados indicam que células NKT CD4" podem ser exclusivamente
produtoras de IL-4 e IL-13 apds estimulagdo primaria, enquanto células NKT DN (duplo
negativas) possuem um perfil Th1 (Lee et al., 2002). Em contraste, células NKT CD4" restritas
a CD1d potencialmente produzem tanto citocinas do perfil Thl quanto Th2 enquanto a sub-

populacdo NKT CD4" seletivamente produz IFN-y e TNF-o (Gumperz et al., 2002). Nossos
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resultados estdo em maior concordancia com esse ultimo estudo. Maiores estudos sdo
necessarios para elucidar esta questdo e esclarecer se células NKT tipo [ sdo
predominantemente DN (CD4 CDS8) e células NKT tipo II sio predominantemente CD4",
como ja foi sugerido pelo menos para as células tipo II em um modelo tumoral onde linfocitos
Treg CD4'CD25" nio sdo importantes para imunossupressio tumoral (Ambrosino et al., 2007).

Em conclusdo, observamos um retardo na evolucdo tumoral que resultou em um aumento
significativo na sobrevida dos animais apods terapia génica com uma Unica dose de pIL-12
seguida de cinco tratamentos com pIL-13R e continuos tratamentos com a droga 7A, sendo que
30% dos animais foram completamente protegidos ao final do experimento. Para entender os
mecanismos envolvidos na resposta anti-tumoral, avaliamos subpopulagdes de linfocitos T
produzindo citocinas em animais desenvolvendo tumor e que foram vacinados com o protocolo
completo. Indugdo in vivo de citocinas pro-inflamatérias foi detectada em camundongos
tratados com terapia génica e quimioterapia, demonstrando que esse esquema de tratamento foi
suficiente para estimular uma forte resposta imune mediada por IFN-y. Nossa hipdtese é que o
aumento na porcentagem de células produzindo IFN-y foi mediado pela administragao de IL-12
e a regulacdo da producgdo de IL-13, TGF-f e indiretamente IL-10, foi mediada pelo menos em
parte pela administragdo da vacina IL-13Ra2-Fc enquanto a droga 7A mata diretamente as
células tumorais B16F10-Nex2. Além disso, os resultados presentes podem ser explicados
baseando-se na nova via imunoegulatdria envolvendo células NKT, onde células tipo I e tipo II
podem modular cruzadamente suas fun¢des ap6s administracdo de apropriados estimulos e
inibidores. O presente trabalho reforca ainda a possibilidade de utilizagdo de bioquimioterapia

constituida de terapia génica e um quimioterapico no tratamento de uma neoplasia invasiva.
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VIl - CONCLUSOES

\ O tratamento com plasmideo contendo o gene da interleucina 12 ou com plasmideo contendo
a quimera IL-13Ra2-Fc protegeu parcialmente os animais, prolongando a sobrevida no modelo

de melanoma murino B16F10-Nex2.

\ O tratamento com ambos plasmideos em associagio com a droga 7A (bioquimioterapia) foi o

melhor protocolo terapéutico, protegendo completamente 30% dos animais.

\ O tratamento aumentou a porcentagem de células produtoras de interleucinas pro-
inflamatorias, linfocitos T e células monociticas, bem como em menor propor¢do as anti-

inflamatorias em um mecanismo de feeback para controle da resposta imune.

\ A relagdo IFN-y/IL-10 foi sempre maior que 1 nos animais tratados enquanto nos animais
desenvolvendo tumor e que ndo receberam nenhum tratamento o inverso ocorreu, ou seja, a

relacdo IFN-y/IL-10 foi menor que 1.

\ O tratamento aumentou a propor¢io de linfocitos T NK1.1" produzindo IFN-y a0 mesmo

tempo que diminuiu a de células NKT tipo II produzindo IL-10 e IL-13.

\ O trabalho traz uma evidéncia experimental de que a terapia génica associada a

quimioterapia pode se constituir em protocolo de sucesso no tratamento do cancer.
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Abstract

Interleukin 13 (IL-13) is immunoregulatory in many diseases, including cancer. The protective or suppressive role of
CD1-restricted natural killer T cells (NKT cells) in tumor immunosurveillance and immunity is well documented.
Interleukin 12 (IL-12) can activate type | NKT cells to produce interferon-gamma (IFN-y), whereas type Il NKT cells
may produce IL-13. The high-affinity chain of IL-13Ra2 may act as negative inhibitor, suppressing the action of
IL-13 and helping to maintain tumor immunosurveillance. We constructed an mIL-13Ra2-Fc chimera in a eukaryotic
expression vector and confirmed the identity of the recombinant protein by immunoblot analysis and binding to
IL-13 in chemiluminescent ELISA. Such DNA vaccine was tested against syngeneic B16F10-Nex2 murine mela-
noma. /n vivo experiments showed a protective effect mediated by high production of IFN-y and down-regulation
of anti-inflammatory interleukins mainly by NKT 1.1 T cells. Biochemoterapy in vivo with plasmid encoding mlL-
13Ra2-Fc in association with plasmid encoding IL-12 and the 7A cyclopalladated drug led to a significant reduction
in the tumor evolution with 30% tumor-free mice. We conclude that IL-12 gene therapy, followed by continuous
administration of /L-13Ra2-Fc gene along with 7A-drug has antitumor activity involving the high production of
proinflammatory cytokines and low immune suppression, specifically by NK1.1%T cells producing IL-13 and IL-10.

Translational Oncology (2008) 1, 1710-120

Introduction

The challenge in the development of anticancer vaccines has been
to elicit cellular immune responses that may effectively control tumor
growth despite the negative regulatory mechanisms that are simulta-
neously induced. To increase the antitumor response, diverse modal-
ities of gene therapy have been used, such as administration of genes
encoding proinflammatory cytokines or inhibitors of immune sup-
pressor components. Cells inducing immunosuppressive responses
include CD4"CD25" T-regulatory (T-reg) cells, conventional T2
cells, CD1d-restricted natural killer T cells (NKT cells), myeloid sup-
pressor cells, and M2 macrophages [1-5].

CD1d-restricted NKT cells have a dual role in tumor immunity,
depending on different cell subsets [6]. They have been implicated
in the down-regulation of immunosurveillance in tumor models
[3,4,7] and in the promotion of antitumor immunity [8-10]. These
opposing activities are explained by the recruitment of selected NKT
subpopulations producing different cytokine profiles, depending on

the stimulus or microenvironment. Dendritic cells (DCs) pulsed with
a-galactosylceramide (oi-Gal-Cer) inhibited metastasis in experimental
melanoma [11]. The Va14-Ja18 NKT cells were the first to be ac-
tivated after administration of IL-12, displaying in vitro cytotoxicity in
B16 tumor cells and iz vivo protection against the subcutaneous
growth and pulmonary colonization by B16 murine melanoma [12].
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In contrast, Ahlers et al. [13] found that the suppression of a
cytotoxic T lymphocytes-inducing vaccine apparently was due at
least in part to NKT cells, because they were able to enhance vaccine
efficacy by blockade of IL-13 or by using CD1-deficient mice that
lack NKT cells. Terabe et al. [14] showed that, in the absence of both
type I NKT cells and T-reg cells, type II (non-Va14Ja18+) NKT
cells were responsible for suppression of immunosurveillance. There-
fore, NKT cells can regulate positively or negatively the immune re-
sponse, and a strategy that would involve stimulation of NKT type I
subpopulation (e.g., by administering IL-12) and suppression or con-
trol of NKT type II cells might render a more efficient antitumor
immune response.

NKT type II cells regulate negatively the immune response prob-
ably through the production of IL-13. First described in 1993 [15],
IL-13 is secreted preferentially by activated T2 lymphocytes and
NKT cells, but macrophages, DCs, NK cells, mast cells, and baso-
phils can also produce it. This interleukin inhibits inflammatory
cytokine and chemokine production, up-regulates MHC class 11
expression and CD23 on monocytes [15,16], increases the expression
of VCAM-1 on endothelial cells [17], and promotes B-cell prolif-
eration and IgE class switching [18,19]. It plays crucial roles in the
pathophysiology of allergic asthma, helminthiasis, autoimmune dis-
orders, and chronic diseases [20]. IL-13 signaling requires binding to
the IL-13Ral receptor, which then forms heterodimers with the
IL-4 receptor (IL-4Ra) [21-23]. IL-13, however, shows higher af-
finity binding to the a2 chain of the IL-13 receptor (IL-13Ra2),
which may function as a decoy receptor and is important to down-
regulate a Ty2-mediated immune response [24]. This chain is unable
of signaling because it has a short cytoplasmic tail and does not ac-
tivate the STATG6 pathway [25]. However, Fichtner-Feigl et al. [26]
found that IL-13 binding to IL-13Ra2 may activate AP-1 transcrip-
tional factor to induce secretion of transforming growth factor beta
(TGF-B).

The role of IL-13 on tumor immunity seems to be complex and
may depend on both the tumor type and the genetic background of
the host. Previous studies have shown that IL-13 enhanced antitumor
responses in some model systems [27] or did not affect tumor growth
[28,29]. Conversely, mIL-13Ra2-Fc prevented IL-13-mediated sup-
pression of tumor immunosurveillance [3,14]. In a 15-12RM fibro-
sarcoma model of tumor recurrence, the authors showed that CD8"
CTL-mediated tumor elimination was suppressed by IL-13 produced
by CD1d-restricted T cells and activated IL-4Ra—STAT6 signaling
pathway. IL-4aR knockout (KO) and STAT6 KO mice but not
IL-4 KO mice were resistant to tumor recurrence. When these IL-4
KO mice were treated with soluble inhibitor of IL-13, they became
resistant to tumor recurrence indicating that IL-13 was responsible
for the suppression of tumor immunosurveillance in this model. More-
over, CD1d-KO mice were also resistant to tumor growth because
they lack NKT cells hence did not produce IL-13. In a metastasis
model of colon carcinoma, the same mechanism was observed where
treatment with soluble protein IL-13Ra2-Fc diminished the number
of metastasis [7]. An effector mechanism in this suppressive path-
way was proposed by Terabe et al. [4], who showed that CD11b"
Gr-1" myeloid cells produced TGF-B by a mechanism dependent on
the presence iz vivo of both IL-13 and CD1d-restricted T cells. Because
T cells do not respond to IL-13 [16], other cells are stimulated to pro-
duce TGEF-P that can be the cytokine responsible for the inhibition
of CTL activity. Now, this hypothesis can be examined by studying
IL-13Ra2 chain function in macrophages responding to IL-13 [26,30].
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Therapy with soluble mIL-13Ra2-Fc leads to antitumor response
in models where type II NKT cells inhibit natural tumor immuno-
surveillance by a mechanism involving IL-13, whereas IL-12 stimu-
lates several antitumor pathways, including type I NKT activation.
Here, we associated gene therapy with chemotherapy by using a
cyclopalladated drug (7A) that has been shown to be protective in
mice challenged subcutaneously with B16F10-NEX2 melanoma cells
[31]. The combination of gene therapy and chemotherapy conferred
increased protection against melanoma with 30% mice free of tumor
at the end of experiment.

Materials and Methods

Cell Lines and Reagents

B16F10-Nex2 is a subline from B16F10 murine melanoma [32],
isolated at the Experimental Oncology Unit (UNONEX). It is char-
acterized by low immunogenicity and moderate virulence. The mela-
noma cells were maintained in culture in RPMI 1640 medium
pH 7.2, supplemented with 10% heat-inactivated fetal calf serum,
10 mM HEPES (V-2-hydroxyethylpiperazine-/N -2-ethanesulphonic
acid), 24 mM NaHCOj, all from GIBCO (Minneapolis, MN), and
40 mg/ml gentamycin sulfate (Hipolabor Farmacéutica, Sabard, MG,
Brazil). Monoclonal antibodies (mAbs) conjugated with phycoery-
thrin (PE) against mouse CD3, CD4, and CD8, mAbs conjugated
with flourescein isothiocyanate (FITC) against mouse NK1.1 and
F4/80, and mAbs biotinylated against cytokines were all purchased
from PharMingen (San Diego, CA).

Mice

Inbred male 6- to 8-week-old C57BL/6 mice were purchased
from Centro de Desenvolvimento de Modelos Experimentais at Fed-
eral University of Sao Paulo (UNIFESP). All animal experiments
were approved by the Animal Experimental Ethics Committee of
UNIFESP, protocol number 1340/2003. In all experiments, 10 mice
were used per group.

Construction of the mIL-13Ra2-Fc DNA Vaccine

To construct the mIL-13Ra2-Fc (murine IL-13 receptor alpha-2/
IgG2a Fc fusion protein) chimera, the sequence corresponding to
the extracellular domain of the receptor (amino acids 1-332) was ob-
tained from macrophage total RNA, whereas those from Fc regions
(CH2-CH3) were amplified from hybridoma 17C [33], both using
reverse transcription—polymerase chain reaction (RT-PCR). RNA ex-
tractions from mouse peritoneal macrophages pretreated with IL-13
and from hybridoma 17C were carried out using Trizol reagent
(Invitrogen Brasil, Sao Paulo, Brazil), following the manufacturer’s in-
structions with minor modifications. Reverse transcription—polymerase
chain reaction was performed using “Thermo Script RT-PCR Sys-
tem” (Invitrogen) and oligo dT, according to the manufacturer’s instruc-
tions. DNA was eliminated after treatment with DNase I (Rnase-free;
Amersham GE Healthcare, Piscataway, NJ), and controls without
reverse transcription were included in all reactions. The PCR mixture
consisted of 1/10 of the RT reaction, 7zg buffer (20 mM Tris-HCI
pH 8.4, 50 mM KCI), 200 uM deoxynucleoside triphosphates (ANTP),
1.5 mM MgCl,, 2.5 U 7ag DNA polymerase (Invitrogen), and 1 pM of
each primer. The oligonucleotide primers used to amplify mIL-13Ra2
and Fc region were as follows: 5’ -d GTC GACATG GCT TTT GTG
CAT ATC AGA TGC- 3’ (forward, P1); 5’ -d TCC GGA GCC CTT
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TGA GTC TGG CCC TGT GTA- 3’ (reverse, P2) and 5’ -d GGC
TCC GGAM GCA CCT AAC CTC TTG GGT G- 3’ (forward,
P3); 5" -d TCTAGATCATTT ACC CGG AGT CCG GGA- 3’ (re-
verse, P4). The mIL-13Ra2 and Fc coding sequences were amplified
after 35 cycles at 94°C for 1 minute, 59°C (or 60°C for Fc) for 2 min-
utes, and 72°C for 1 minute. Each fragments was cloned into a pGEM-
T easy vector (Promega, Madison, W1), the inserts were automatically
sequenced, and the sequences compared with those available in the
GenBank (IL-13Ra2, gi = 6680404; CH2-CH3 IgG2a, gi =
51767065 and gi = 406252). Nucleotide sequencing was carried
out in the facilities of the Center of Human Genome at Sio Paulo
University (USP). To generate the final construct (1656 bp) encod-
ing IL-13Ra2 fused in frame with the Fc region through the spacer
Gly-Ser-Gly, we followed a modified PCR overlap technique [34]
using both plasmids as template (10 ng in 25 pl of reaction mixture).
The first round of PCR (35 cycles at 95°C for 30 seconds, 55°C for
30 seconds, and 72°C for 2 minutes) was run in the presence of
0.4 pM of each internal primer (P2, P3), 1 uM of each external primer
(P1, P4), Tag bufter, 1.5 mM MgCl,, 200 uM of each dNTP, and
2.5 U of platinum 7aq polymerase (Invitrogen). Reamplification of
the product, used as template at 1:100, took only external primers,
at an annealing temperature of 58°C. Polymerase chain reaction prod-
ucts were purified using “Bioclean for Purification of DNA Bands”
(Biotools, Brazil) and cloned into a pGEM-T vector. The sequence
of the final construct was confirmed by automatically sequencing
the insert in both directions using sense T7 and antisense SP6 vector
primers. The insert was then subcloned into a Sa/ I restriction site
of a VR1012 vector (Vical Co., San Diego, CA), which was used to
transform DH5a bacteria by heat shock. Plasmids from a selected
clone were purified in CsCl gradient with ethidium bromide after
ultracentrifugation at 500,000¢ for 16 hours (VTi 90 rotor; Beckman,
Fullerton, CA), followed by washing with saturated butanol (to re-
move bromide). Plasmids were precipitated with ethanol 100% for
3 days, washed twice with ethanol 70%, and then resuspended in
sterile phosphate-buffered saline (PBS).

Production and Analysis of the Recombinant
Protein IL-13Ra2-Fc

B16F10-Nex2 tumor cells were transiently transfected with 5 ng
of the expression plasmid with lipofectin (Invitrogen). Culture su-
pernatants that contained secreted mIL-13Ra2-Fc were filtered
through Millipore Millidisk (0.22 pm) and purified through protein
G Sepharose affinity chromatography (Pharmacia, Uppsala, Sweden).
The solid phase was equilibrated with PBS pH 7.4, washed with
PBS, and eluted with 0.1 M glycine, pH 2.8. The eluate was neu-
tralized by 1:5 volume of Tris-HCl 1 M, pH 9.0. The final product
was examined by reducing SDS-PAGE stained with silver nitrate
and its identity confirmed by immunoblot analysis. Briefly, the sam-
ple was reduced with DTT, separated in 8% SDS-PAGE, and then
transferred onto a nitrocellulose membrane (0.2 pm; Amersham
Bioscience, England) by electroblot analysis. The blot was blocked
with PBS containing 5% dry skim milk and then incubated over-
night at 4°C with biotinylated polyclonal goat antibody to murine
IL-13Ra2 (0.2 pg/ml; R&D Systems, Sdo Paulo, Brazil) diluted in
PBS—1% BSA (bovine serum albumin). After three washes with
0.05% Tween 20 in PBS (PBST) and once with PBS, horseradish
peroxidase—conjugated streptavidin (1:1000; Jackson Immuno-
Research Laboratories, West Grove, PA) was added (1 hour at 37°C).
The blot was developed with 5 mg of DAB (Sigma, Sao Paulo, Brazil)
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and 100 pl of H,O, in PBS and blocked with distilled water. The
biologic activity (high and specific interaction with IL-13) was assessed
in a chemiluminescent enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA).
Briefly, white immulon-2 plates (Nunc, Roskilde, Denmark) were coated
with recombinant murine IL-13 (2 pg/ml; Peprotech, Ribeirao, Brazil)
in PBS overnight. Plates were washed with PBST and blocked with
PBS- 1% BSA (3 hours at 37°C). Purified supernatant from trans-
fected cells diluted in PBS—1% BSA was added and incubated for 3 hours
at 37°C. Biotinylated goat antimouse IL-13Ra2 (1 pg/ml; R&D Sys-
tems) was added and incubated overnight at 4°C. Peroxidase-labeled
streptavidin (1:1000; 1 hour at 37°C) was used to detect biotinylated
Ab. Finally, 1:50 ECL (Enhanced Chemiluminescent detection kit;
Amersham Pharmacia Biotech) was added, diluted in 0.5 M carbonate-
bicarbonate buffer pH 9.6. Readings (relative luminescent units) were re-
corded in a luminometer (Cambridge Technology, Auburn, CA). The
concentration of mIL-13Ra2-Fc in the sample was determined from a
serial-fold diluted standard mIL-13Ra2-hIgG1 (R&D Systems). Con-

trols with empty vector were used in all experiments.

IL-12 Plasmid

The expression vector encoding IL-12 was provided by Alexander
Rakhmilevich [35] from the University of Wisconsin and tested for
in vitro activity before gene therapy. The plasmid (pWRG3169) con-
tains sequences encoding the p35 and p40 subunits of murine IL-12,
localized in opposite direction and each driven by its own cyto-
megalovirus (CMV) i/e promoter/enhancer, simian virus 40 sd/sa
intron sequence, bovine growth hormone polyadenylation sequence,
and ampicillin-resistant gene. A control vector containing luciferase
cDNA under the CMV promoter was constructed as described by
Cheng et al. [36].

To confirm the production of IL-12, this plasmid was used to
transfect B16F10-Nex2 tumor cells as described above, followed
by ELISA of the supernatant. The biologic activity of the recombi-
nant IL-12 was tested by production of nitric oxide (NO) in a mac-
rophage activation assay. Nitric oxide was quantified as nitrite by
Griess reagent.

Cyclopalladated Drug

The cyclopalladated drug 7A was synthesized from V,N-dimethyl-
1-phenethylamine, complexed to 1,2 ethanebis(diphenylphosphine)
ligand, and was active in vitro and in vivo against BIGF10-Nex2 mu-
rine melanoma cells as previously described [31].

In Vivo Experiments

C57Bl/6 male mice were injected subcutaneously in the right
flank with 5 x 10% B16F10-Nex2 viable tumor cells, and on day
2, the animals were vaccinated with pIL-12 (100 pug per animal)
or with the empty plasmid, intradermally at the tail base. The treat-
ment with 10 pM of the 7A drug started 4 days later, three times
a week by intraperitoneal route, until the tumor volume reached
2 cm’. On day 5 and subsequently at 5-day intervals, the animals
received the pIL-13R vaccine (VR1012 vector + mlIL-13Ra2-Fc)
or the respective empty plasmid (100 pg/animal), i.d. at the tail base,
until day 30. The therapeutic efficacy was evaluated by tumor growth
and survival index. The tumor volume was measured every 3 days
using a caliper according to the formula: V' = 0.52 x D, x D3, where
D and Dj are the short and long diameters, respectively. All experi-
ments included 10 mice per group, and the animals with maximum
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Figure 1. Scheme of DNA construction to produce the mlL-13Ra2-
Fc chimera using overlap PCR. The complete sequences that en-
code the extracellular domain of the IL-13Ra2 receptor (1002 bp)
and the Fc region (654 bp) were joined by a fragment encoding
Gly-Ser-Gly. PCR overlap was done with primers P1 to P4, fol-
lowed by a final PCR with external primers to increase the amount
of the 1665-bp chimera.

3 cm® tumor size were killed. Survivals of mice were scored and sta-
tistically compared (Kaplan-Meier log rank test).

Flow Cytometry

A possible correlation between the immune protection of treated
animals and the leukocyte populations producing cytokines (IFN-vy,
IL-12, IL-10, IL-6, IL-4, IL-13, IL-2, TNF-a, and TGF-B) was as-
sessed by using fluorescence-activated cell sorting (FACS). All mice
(control or vaccinated) were evaluated individually, and when the
tumor diameter reached a maximum of 3 cm’, splenocytes were col-
lected. T CD4", T CD8*, F4/80%, and NK1.1*T cells (CD3"NK1.1%,
CD4"NK1.1" or CD8*NKI1.1"%) and their intracellular cytokine pro-
duction were immediately analyzed ex vivo without restimulation.
Briefly, splenocytes were harvested and erythrocytes were lysed by
osmotic shock (0.1 M NH,CI, pH 7.2). Cells were incubated with
PBS-1% BSA for 10 minutes on ice, washed twice in 1% PBS, and the
Fc receptors were blocked with inactivated mouse serum for 1 hour on
ice. Monoclonal antibodies anti-CD3, CD4, CD8, F4/80 and NK1.1
were added, and the samples were incubated for 1 hour on ice in the
dark. Cells were then washed and permeabilized with saponin buffer
(0.5% saponin, 1% paraformaldehyde in PBS). After incubation with
inactivated mouse serum for 1 hour on ice, the cells were incubated
with biotinylated antibodies against cytokines, followed by incubation
with FITC-conjugated streptavidin, PE-conjugated streptavidin or al-
lophycocyanin (APC)—conjugated streptavidin (all from PharMingen).
Controls with these reagents alone were run in all assays. Cells were
then fixed with 2% paraformaldehyde in PBS (wt/vol) and surface
and intracellular fluorescence was measured using a FACS Calibur flow
cytometer (BD Biosciences, Sao Paulo, Brazil). Data were collected for
10,000 viable cells and analyzed using CellQuestPro software (Becton
Dickinson, San Jose, CA).

Statistical Analysis

Significant differences were assessed using Student’s ¢ test. All ex-
periments were conducted two or more times. Reproducible results
were obtained, and representative data are shown. The survival plots
were analyzed by Kaplan-Meier log rank test. In both tests, the dif-
ferences were considered statistically significant when P < .05. Cyto-
kine production relating treated and untreated animals was evaluated
by ANOVA, nonparametric Dunn test.
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Results

Construction of the mIL-13Ra2-Fc DNA Vaccine

The coding sequence to the extracellular domain of the IL-13 re-
ceptor was cloned from total RNA of macrophages pretreated with
IL-13 for 48 hours [37] and RT-PCR generated a fragment of 1002 bp,
whereas the coding sequences to the Fc regions (CH2-CH3) were
cloned from total RNA of hybridoma 17C [33]. Our PCR conditions
could not detect the expression of the IL-13Ra2 chain in nonstimu-
lated macrophages. A modified PCR overlap technique was used to
generate the final construct, IL-13Ra2 fused in frame with Fc region
and with a Gly-Ser-Gly spacer, as shown in Figure 1. The final con-
struct was confirmed by sequencing, subcloned into the Sa/1 restric-
tion site of a VR1012 expression vector, and was called pIL-13R.
BamH 1 restriction showed the correct direction of the insert (not
shown). Plasmids were purified through CsCl gradient with ethidium
bromide and used for in vitro transfection and in vivo experiments.

Recombinant Protein IL-13Ra2-Fc Is Efficiently
Secreted and Preserves Its Biologic Function After
Transfection of Tumor Cells

B16F10-Nex2 tumor cells were transiently transfected with pIL-13R,
and culture supernatants that contained secreted mIL-13Ra2-Fc were
filtered and purified through protein G Sepharose chromatography.

0.8 -

0.6

0.4

Chimera (ug/mL)

0.2 7

control

sample

Figure 2. Production and analysis of recombinant mIL-13Ra2-Fc
chimera. (A) SDS-PAGE in reducing conditions of recombinant pro-
tein of approximately 85 kDa (arrow). The protein was analyzed after
purification in protein G Sepharose of the supernatant obtained
from transfected B16F10-Nex2 tumor cells after 48 hours of gene
expression. M, protein ladder from Invitrogen; the 80- and 90-kDa
bands are indicated. (B) Immunoblot analysis showing recombinant
protein (chimera IL-13Ra2-Fc) in lane 1 reacting with anti-IL-13Ra2
after staining with DAB reagent. Negative control in lane 2 (super-
natant from transfected cells with empty plasmid). (C) Bioactivity
(binding to IL-13) of the chimera obtained as described in (A) in
chemiluminescent ELISA. The sample (black bar) had 0.92 ug/ml,
according to standardization with commercial chimera (R&D Sys-
tems). The control is the supernatant obtained from transfected
B16F10-Nex2 tumor cells with empty plasmid. *P < .0005, Stu-
dent's t test.
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The eluate was examined by reduced SDS-PAGE developed with silver
nitrate, showing a recombinant protein of approximately 85 kDa
(Figure 2A4). Immunoblot analysis was carried out to confirm its identity
(Figure 2B). The biologic activity (binding to IL-13) was evaluated
by chemiluminescent ELISA test. The sensitivity of this assay was
250 ng/ml, and the concentration of IL-13Ra2-Fc in the sample
was determined from serial dilution of a standard commercial mIL-
13Ra2-hIgG1 (R&D Systems). The sample had 0.92 pg/ml of
mlL-13Ra2-Fc (Figure 2C). Controls with supernatants obtained
after transfection with the empty vector were used in all experiments.

IL-12 Plasmid

The expression vector encoding IL-12 (pIL-12) was initially tested
in vitro in transfected B16F10-Nex2 tumor cells, followed by ELISA
of the supernatant to evaluate IL-12 production. A high production
of IL-12, ca. 7 ng/ml protein, was obtained. The secreted IL-12 was
biologically active, as judged by its ability to induce NO production
in macrophages from C57Bl/6 mice. Positive controls with lipopoly-
saccharide and IFN-y were used in all experiments, and negative
controls consisted of macrophages stimulated with supernatant from
cells transfected with the empty vector or untreated. Macrophages
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stimulated with 30% of the supernatant obtained after transfection
with pIL-12 showed a production of 57 uM NO, after 72 hours in
culture (data not shown).

Gene Therapy and Association with Drug 7A Effectively
Protected Mice Challenged with BI6F10-Nex2 Cells Resulting
in Delayed Tumor Growth and 30% Tumor-Free Animals
C57Bl/6 male mice were injected subcutaneously with 5 x 10%
B16F10-Nex2 tumor cells and were vaccinated with pIL-12 alone,
pIL-13R alone, together, and in association with the cyclopalladated
drug 7A. Treatment in vivo with pIL-13R or pIL-12 alone protected
mice significantly prolonging their survival (Figures 3 and 4). DNA
vaccine with pIL-12 prolonged survival to day 39, and the associa-
tion with drug 7A to day 43. DNA vaccine with pIL-13R was also
protective, resulting in increased survival compared to the untreated
control animals until day 41 when administered alone or associated
with drug 7A. The combined therapy with pIL-12 or pIL-13R and
drug 7A significantly delayed tumor growth and was more efficacious
(P < .05) than the therapy with plasmid alone, controlled by vacci-
nation with the empty plasmid. Mice injected with drug 7A alone
were also partially protected and survived until day 42. By adminis-
tering both DNA vaccines associated with drug 7A, the best results
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Figure 3. Therapeutic effect of plL-12 against subcutaneous murine melanoma. (A) Tumor development in animals vaccinated with plL-
12. (B) Combined treatment with plL-12 and drug 7A. (C) Increased survival of IL-12 and IL-12 + drug 7A-treated mice. C57BI/6 mice
were injected with 5 x 10% B16F10-Nex2 tumor cells, and on day 2, the animals were vaccinated with plL-12 or plasmid with drug 7A.
Drug 7A was administered i.p. three times a week, 10 uM per animal. Control groups were vaccinated with empty plasmid. For each
group, n = 10; Kaplan-Meier test for the control and vaccinated groups with plL-12 (P = .023) or plL-12 + drug 7A (P = .009).
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Figure 4. Therapeutic effect of plL-13R against subcutaneous murine melanoma. (A) Tumor development in animals vaccinated with plL-
13R. (B) Combined treatment with plL-13R and drug 7A. (C) Increased survival of plL-13R and plL-13R plus drug 7A-treated mice. C57BI/
6 mice were injected with 5 x 10% B16F10-Nex2 tumor cells, and on days 5, 10, 15, 20, 25 and 30, the animals were vaccinated with plL-
13R (plasmid VR1012 containing the insert IL-13Ra2-Fc; (A). The same protocol was used in association with drug 7A (B). Drug 7A was
administered i.p. three times a week, 10 uM per animal. Control groups were vaccinated with empty plasmid. For each group, n = 10.
Kaplan-Meier test for the control and the vaccinated groups with plL-13R (P = .0298) or with pIL-13R + drug 7A (P = .0005).

were obtained with protection of 30% of mice that remained tumor-
free until the end of the experiment (Figure 5). In the group vac-
cinated with both plasmids, animals survived until the 47th day.
In all experiments, mice of the control groups died before day 34.
Four control groups were always used, which were vaccinated with
both empty plasmids, with only one empty plasmid (pCMV or
VR1012) and PBS. No significant differences were observed among
these control groups.

Gene Therapy Associated with Drug 7A Induced CD4" and
CD8 T Cel[vy as well as F4/80" Cells Producing Mainly Type I
Proinflammatory Cytokines

The immune response of mice to gene therapy was assessed by
FACS of splenocytes to measure the expression of surface markers
and intracellular interleukins. The results for T lymphocytes are
shown in Figure 6. Untreated, tumor-bearing animals had 2.5%
CD4" and CD8" T cells producing IFN-y compared to 17.6% cells

producing IL-10. Data are representative of three independent ex-
periments with similar results.

Nonvaccinated tumor-bearing mice showed a mixed cytokine pro-
file, with cells producing IFN-v, IL-6, IL-2, and TNF-a fewer than
cells producing 1L-10, IL-13, TGF-f, and IL-4 showing a tendency
toward immunosuppression. Mice challenged with tumor cells and
submitted to biochemotherapy (gene therapy + drug 7A) showed
an increased frequency of cells producing proinflammatory IFN-vy,
IL-6, IL-2, TNF-a, and IL-12 (Table 1). Cells producing IFN-y
had a relative increase per 100 cells by 15.8-fold. Comparatively,
the CD4" and CD8" T cells producing IFN-y represented 40.9%
compared to 33.6% of IL-10—producing cells (Figure 6). Other cyto-
kines were also produced such as TNF-a (42.1%), IL-6 (41.0%),
and IL-2 (39.5%) with a balance toward a proinflammatory type I re-
sponse. As expected, treatment also increased the number of F4/80"
cells producing IL-12 (25.1%), more than eightfold compared to
cells from untreated mice (3.0%) and sevenfold more IL-6 as well.
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Cells producing IL-4, TGF-B, and IL-13 were also represented with
12.1%, 29.5%, and 31.9%, respectively. Therefore, the combined
gene therapy and drug treatment, although showing a marked proin-
flammatory immune response, also produced type II cytokines. The
inflammation induced by DNA vaccines is then controlled by immu-
noregulatory cytokines. It seems that IFN-y production is the most
important cytokine for a protective effect against melanoma cells [38]
and that the IFN-y/IL-10 ratio must be >1 as in the vaccinated mice.

NKI1.1" T Cells Increase IEN-7y Production in Mice Given the
Combined Therapy

Among splenocytes, populations of NK1.1" T cells (CD3"NK1.1%,
CD4"NK1.1%, and CD8"NK1.1" cells) were also evaluated for their
ability to produce IFN-vy, IL-10, and IL-13. NK1.1" T cells include
classic NKT cells (type I cells), nonclassic NKT cells (type II cells),
and NKT-like cells. CD3"NK1.1" cells included CD4/CD8 double-
negative cells (CD4 CD8 NK1.1%). Cells were labeled simultaneously
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with three fluorescent conjugates, and the results are summarized
in Figure 7. The combined therapy used in the present work in-
duced IFN-vy production and down-regulated IL-10 and IL-13. Ac-
cordingly, NKT cells from vaccinated mice produced much more
IFN-y than those from untreated tumor-bearing mice (Figure 7).
Seemingly, a polarized immune response was induced. Type I NKT
cells predominated in mice given biochemotherapy and were responsi-
ble for IFN-vy production, whereas untreated mice had more type 1I
NKT cells that were responsible for IL-13 and IL-10 production.
In these subpopulations, CD4"NKI1.1" cells were the main source of
IL-13 in tumor-bearing mice, and after therapy, this production was
abolished (Figure 7B). Cells with both markers (CD4"NK1.1") also pro-

duced more IFN-v than other subpopulations in vaccinated mice.

Discussion
In the present work, we report on the protective effect in vivo of

gene therapy with plasmids expressing IL-12 and IL-13Ra2-Fc in a
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Figure 5. Therapeutic effects of gene therapy with and without cyclopalladated drug 7A against subcutaneous murine melanoma. (A)
Tumor development in animals vaccinated with plL-12 plus pIL-13R or (B) both plasmids in association with drug 7A. (C) Survival curves
with 30% tumor-free animals in the biochemotherapy protocol. C57BI/6 mice were injected with 5 x 10% B16F10-Nex2 tumor cells; on
day 2, the animals were vaccinated with plL-12; and on days 5, 10, 15, 20, 25, and 30 with plL-13R. Drug 7A was administered i.p., three
times a week, 10 uM per animal. Control groups were vaccinated with the empty plasmid. For each group, n = 10. Kaplan-Meier test for
the control group (empty vectors) and the vaccinated group with both plasmids (P = .0005) or the vaccinated group with both plasmids +

drug 7A (P = .0001).
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Figure 6. Analysis of T lymphocyte population using FACS from
tumor-bearing animals untreated (control group) and vaccinated with
both plasmids in association with drug 7A. Cells were labeled with
PE-conjugated anti-CD4 mAb or PE-conjugated anti-CD8 mAb. After
permeabilization, intracellular detection of the cytokines was carried
out with anti—cytokine biotinylated antibody and labeling with FITC-
conjugated streptavidin. Data are shown as percentages of double-
positive cells (CD4/CD8 and IFN-y/IL-10) and are representative of
three independent experiments with similar results.

murine melanoma model. A protocol of biochemotherapy was then
introduced combining immunization with both plasmids and che-
motherapy with a cyclopalladated drug (7A). Biochemotherapy is a
term generally used for combined treatment of biologic agents such
as cytokines, antigen-pulsed DCs or lymphocytes, and chemothera-
peutic drugs.

Clinical trials focusing on malignant melanoma have tested 1L-2,
IFN-a, and lymphokine-activated killer cells stimulated with IL-2
[39,40]. These agents showed reproducible antitumor effects but
with low efficacy. Perhaps, administration of inflammatory cytokines
alone (and other immune activators) is not sufficient to cause tumor
regression in the presence of suppressor elements that regulate the
immune response leading to a poor 7 vive CTL activity. The admin-
istration of proinflammatory cytokines and blockade of immuno-
suppressive components could be essential to the control of tumor
development thus increasing the efficacy of antitumor vaccines
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[41]. Here, we used gene therapy with genes encoding IL-12 and
IL-13-receptor associated with chemotherapy. This combined strat-
egy induced a protective immune response and was successful in
prolonging animal survival in the B16F10-Nex2 melanoma model.
Cytokine IL-12 included in the gene therapy protocol mediates
effector mechanisms of both innate and adaptive immunity to render
antitumor resistance. IFN-y and many other secondary proinflam-
matory cytokines induced by IL-12 have a direct toxic effect on
the tumor cells and may act as antiangiogenic elements [42,43].
Mechanisms responsible for IL-12—-mediated tumor rejection in sev-
eral experimental models have been investigated showing that IL-12
uses a variety of effector pathways involving NK, NKT, CD4", and
CD8" T cells. IL-12 pretreatment enhanced immunotherapy with
low doses of IFN-a, and this effect was dependent on endogenous
IFN-vy production [44]. Gene gun therapy with plasmid encoding
IL-12 resulted in complete tumor regression or suppression of tumor
growth in six tumor models, including murine B16 melanoma [35].
The involvement of CD8" T cells was confirmed after in vivo deple-
tion of these cells. Moreover, IL-12 therapy led to the generation of
tumor-specific immunologic memory in at least three tumor models.
These data are in agreement with the findings of Brunda et al. [45]
who reported that tumor regression caused by IL-12 is mediated by
CD8" T cells, whereas NK cells seemed less important for antitu-
mor effects. Another study showed that plasmid delivery of IL-12
by in vivo electroporation was an efficacious strategy against BIGF10
murine melanoma. Intratumor but not intramuscular treatment re-
sulted in the cure of 47% of tumor-bearing mice, and tumor rejection
was mediated by IFN-y, tumor-infiltrating lymphocytes, and anti-
angiogenic effects [46]. Natural killer T cells have also been implicated
in IL-12-mediated tumor rejection [12,47]. After administration of
IL-12, NKT cells were a primary functional target in vivo, and they
were important for tumor rejection in at least three tumor models:
B16 melanoma, Lewis lung carcinoma, and FBL3 erythroleukemia
[12]. Park et al. [48] revealed other mechanisms leading to tumor
rejection under IL-12 treatment, by which NK cells mediated the re-
jection of liver metastases, and lymphoid DCs were possibly responsi-
ble for rejection of skin tumors. Therapeutic doses of IL-12 were as
effective in normal mice as in NKT-deficient mice (CD1-deficient),
using one of the tumor types and the same IL-12 treatment regimen

Table 1. Increase with Biochemotherapy for Cytokine Expressing Cells Defining a Proinflamma-
tory Response with Low Type II Interleukins.

Population Fold-Increase Relative to
100 Cells (95% Confidence Intervals)*

Cytokine Expression

—_

. CD4" plus CD8" cells
IFN-y" 16.67 (2.938-30.408)

1L-2
IL-6"
TNF-a
IL-4*
1L-13
TGE-B
IL-10

. F4/80" cells
1L-12
IL-6
TNF-«a

S5

3.0 (1.468-4.576)
18.85 (2.418-27.297)
2.49 (1.485-3.498)
1.21 (0.938-1.473)
3.0 (1.866-4.265)
3.56 (1.086-6.049)
1.64 (1.007-2.276)

5.35 (2.898-7.795)
6.29 (3.092-9.502)
2.96 (1.764-4.172)

*Cytokine rates from cells of 11 pairs of treated and control (untreated) animals.

tSigniﬁcant differences between IFN-vy and IL-4 and IL-10 (P < .001) or IL-6 and IL-4 and IL-10
(P < .001 and P < .01, respectively).

*Only CD4" cells.
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Figure 7. Cytokine expression in NK1.1" T cells by using FACS.
The splenocytes were obtained from tumor-bearing animals vac-
cinated with both plasmids in association with drug 7A (black
bars) or injected with PBS (white bars). (A) Cells were labeled with
FITC-conjugated anti-NK1.1 monoclonal antibody (mAb) and PE-
conjugated anti-CD3 mAb or (B) PE-conjugated anti-CD4 mAb or
(C) PE-conjugated anti-CD8 mAb. Intracellular detection of cyto-
kines in permeabilized cells was carried out with anti—cytokine bio-
tinylated antibody and labeled with APC-conjugated streptavidin.
Data are representative of three independent experiments with
similar results and show the percentage of the positive labeled
cells for each cytokine within a defined subpopulation.

as Cui et al. [12]. Although their results failed to confirm an essential
role of NKT cells in B16 melanoma, Park et al. [48] agreed that IL-12
can stimulate diverse mechanisms of resistance to tumors, depending
on tumor cell type, tumor microenvironment, and mouse strain. In
our B16F10-Nex2 system, it is clear that CD1d-dependent NKT cells
are critical for antitumor response in untreated tumor-bearing mice
(Dias et al., unpublished data). Type I NKT cells predominated in vac-
cinated mice and were responsible for IFN-y production which is the
key factor in antimelanoma immune response. Some other studies
confirmed the critical role of NKT cells in antitumor response, in
which NKT cells promote potent tumor rejection in response to
exogenous factors such as IL-12 [49] and a-GalCer [11,50,51] as
well as in the absence of exogenous stimuli [8,52]. Smyth et al.
[49] demonstrated that, at high dose, IL-12 induced tumor immu-
nity mediated preferentially by NK cells in a perforin-dependent
mechanism. In B16F10 melanoma and RM-1 prostate carcinoma
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tumor models, a lower IL-12 dose or delayed administration of
IL-12 revealed the role of NKT cells in tumor protection. Both
NK and NKT cells thus seem to contribute to natural and IL-12—
induced immunity against tumors, and the relative role of each popu-
lation is tumor- and therapy-dependent.

Not all NK1.1% T cells are classic NKT cells [53]. NK1.1" T cells
include type I and type II NKT cells (CD1d-dependent) and other
NKT-like cells (CD1d-independent). When type I and type II NKT
cells were stimulated simultaneously, type II NKT cells seemed to
suppress the activation in vitro and the protective effect in vivo of
type I NKT cells. Furthermore, when type I cells were absent, the
suppressive effect of type II cells increased, suggesting that type I cells
can control the suppressive effects of type II NKT cells in a new im-
munoregulatory axis [6,54].

Odur strategy for antitumor immune protection through gene ther-
apy aimed at stimulating IFN-vy production by type I NKT cells
among other cells stimulated by IL-12 while suppressing the immu-
noregulatory properties of type II NKT cells. In fact, type II NKT
cells were responsible for IL-13—-mediated inhibition of tumor im-
munosurveillance [14]. Interleukin 13 has emerged as an important
mediator of T2 immune response with immunoregulatory activities
in many experimental models such as allergic asthma [55,56], schis-
tosomiasis [57,58], leishmaniasis [59], nematode parasitism [60], fi-
brosis [26], and cancer [3-5,7,61]. IL-13 produced by CD4" T cells
inhibited CD8" CTL [3] by inducing the production of TGE-$ by
CD11b"Gr-1" myeloid—derived cells [4]. Another mechanism pro-
posed for IL-13-mediated immunosuppression is macrophage polar-
ization toward the M2 phenotype, inhibiting the generation of
tumoricidal M1 macrophages [5]. We, therefore, engineered a con-
struct containing the cDNA encoding IL-13 receptor chain-2 fused
to the Fc region of mIgG2a and obtained the IL-13Ra2-Fc chimera
DNA vaccine. As also described by Zheng et al. [37], we observed
that IL-13Ra2 is regulated by its own ligand, IL-13. Macrophages
stimulated with IL-13 expressed the IL-13a2 receptor unlike the un-
stimulated macrophages. Recent studies showed that therapy with
soluble IL-13Ra2-Fc protein effectively stimulated antitumor immu-
nity, enhanced vaccine efficacy, and prevented some chronic diseases
[3,13,57,61]. Therefore, IL-13Ra2 may act as a “decoy receptor,”
suppressing the action of the IL-13, thus helping to maintain tumor
immunosurveillance [3]. Presently, we show that treatment of
C57Bl/6 mice with plasmid containing IL-13Ra2-Fc vaccine and/
or plasmid encoding IL-12 significantly prolonged survival of mice
challenged with tumor cells and that the combined gene therapy
and chemotherapy conferred a significant level of protection against
B16F10-Nex2. Such therapy led to a high production of proinflam-
matory cytokines by CD4" and CD8" cells, particularly IFN-+y. Anti-
inflammatory cytokines were produced in greater amounts in cells
from unvaccinated tumor-bearing mice. Analysis of the NKT subsets
showed a type I/type II balance, as in an immunoregulatory axis [6]
with cytokines being produced depending on the stimulus. It has
been shown that NKT cells can produce IFN-v, IL-4, IL-10, and
IL-13 [62-64]. Presently, we show that CD4"NK1.1" cells from vac-
cinated mice produced threefold more IFN-+y than cells from unvac-
cinated mice, probably by a mechanism mediated by IL-12 DNA
vaccine. In addition, CD4"NK1.1" cells from tumor-bearing mice
without any vaccine treatment or exogenous stimulus produced pre-
dominantly IL-13 but did not produce detectable IFN-vy, and this
IL-13 production was abolished after combined therapy. After ther-
apy with IL-12 and IL-13 receptor DNA vaccines associated with
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drug 7A, cells produced IFN-v instead of IL-10 and IL-13. Recently,
the existence of functionally distinct NKT cell subsets has been rec-
ognized [65]. The authors demonstrated that murine type I NKT
cells that responded to a-GalCer—mediated antitumor activity are
found only in the liver-derived CD4"CD8" subset but not in the
CD4" subset. Spleen- and thymus-derived NKT cells did not confer
similar protective responses. CD4" NKT cells could be the exclusive
producers of interleukins IL-4 and IL-13 on primary stimulation,
whereas double-negative NKT cells had a strict Ty1 profile [63]. Ac-
cording to our results, CD4" NKT cells can produce both Ty1 and
Tw2 cytokines as also found by Gumperz et al. [66]. In conclusion,
we observed a significant delay in tumor evolution and prolonged
survival using a protocol of one dose of pIL-12 followed by six doses
of pIL-13R and continuous treatment with cyclopalladated drug 7A,
obtaining 30% of tumor-free mice. To elucidate the mechanisms that
mediated the antitumor effects, we assessed the T cells producing
cytokines in the tumor-bearing mice that had been vaccinated with
the complete protocol. /n vive induction of proinflammatory cyto-
kines was detected in mice given gene therapy plus chemotherapy, sug-
gesting that it was sufficient to stimulate a strong immune response
mediated by IFN-vy production. Likely IFN-y increase was IL-12—
mediated and IL-13 decreased on administration of IL-13Ra2-Fc
vaccine, whereas drug 7A directly killed BI6F10-Nex2 tumor cells.
These results can also be explained by immunoregulatory NKT cells
of different subsets producing functionally distinct cytokines.
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Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC
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Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

