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I. RESUMO

Devido a crescente incidéncia de cancer em todo o mundo e, ainda, as poucas intervengdes
médicas preventivas e até mesmo terapéuticas disponiveis, torna-se necessario o
desenvolvimento de novos tratamentos. Em busca deste objetivo maior, o desenvolvimento
de vacinas antitumorais torna-se uma promissora abordagem a ser aplicada na prevencgao e
no processo de cura do cancer. O presente projeto propde uma nova ferramenta vacinal em
que se alia os conhecimentos de antigenos tumorais, em especial os pertencentes a familia
dos “Cancer/testis”, juntamente aos preceitos de imunoparasitologia. Em uma breve
descricdao, foram abordados aqui a elaboracdo de uma vacina antitumoral, na qual sdo
empregados componentes derivados do parasito Trypanosoma cruzi, os quais sao agonistas
de Receptores do Tipo Toll (TLR), em formulacdo com a proteina tumoral NY-ESO-1.
Paralelamente, foi proposta uma prova de conceito, em que foram gerados parasitos T. cruzi
expressando o mesmo antigeno tumoral a ser utilizado como vetor vacinal. Como resultado
deste desafio experimental, observamos que as formulagdes soltveis contendo os agonistas
de TLR e a proteina NY-ESO-1 foram capazes de retardar o crescimento tumoral. Por outro
lado, quando avaliamos o parasito transgénico como vetor vacinal, observamos que este é
capaz de inibir, por completo, o crescimento de tumores de maneira antigeno-especifico.
Complementarmente, é mostrada aqui uma prévia do que seria uma transposicdo para o
modelo humano, onde o vetor vacinal gerado foi capaz de recrutar uma resposta de
linfocitos T CD8+ e T CD4+ também especificos para o antigeno. Diante dos dados obtidos ao
longo desta tese, acredita-se em um cendrio promissor para o emprego de tais tecnologias

na prevengao ou tratamento do cancer.
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Il. ABSTRACT

Due to the increasing incidence of cancer around the world and even fewer medical
interventions and even preventive treatments available, it becomes necessary to develop
new treatments. Toward that goal, the development of antitumor vaccines becomes a
promising approach to be applied in the prevention and cure of cancer. This project
proposes a new vaccine tool that joins the knowledge of tumor antigens, in particular those
belonging to the family of "Cancer/testis”, together with the precepts of
immunoparasitology. In a brief statement, have been addressed here the development of an
antitumor vaccine, which employ components derived from the parasite Trypanosoma cruzi,
which are agonists of Toll Like Receptors (TLR), in formulation with the tumor protein NY-
ESO-1. In parallel, it was proposal a proof of concept, which generated parasites T. cruzi
expressing the same tumor antigen to be used as a vaccine vector. As a result of this
experimental challenge, we observed that formulations containing soluble TLR agonists and
protein NY-ESO-1 were able to slow tumor growth. On the other hand, when we assess the
transgenic parasite vaccine as a vector, we observed that it is able to completely inhibit
tumor growth in an antigen-specific manner. In addition, it is shown here a preview of what
would be a transposition to the human model, where the vaccine vector was able to recruit
a CD4 + T and CD8 + T cells immune response specific to the antigen. From the data obtained
during this thesis, is believed to be a promising scenario for using these technologies in

preventing or treating cancer.
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1. INTRODUGCAO
1.1. Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi é o protozodrio causador da doenca de Chagas. Possui um ciclo
de vida complexo, no qual, além de sobreviver em dois hospedeiros, um invertebrado e o
outro vertebrado, apresenta formas variadas em cada um deles (figura 1.1). O ciclo inicia-se
no momento em que o Tryatoma infestans, vulgarmente conhecido como barbeiro, suga o
sangue de um hospedeiro vertebrado infectado com o parasito T. cruzi em sua forma
tripomastigota. Esse parasito, quando na cavidade gastrica do barbeiro, passa pelo processo
de diferenciacdo em epimastigota, forma esta que se replica por reparticao bindria. Apds o
processo de multiplicagdo, os parasitos sofrem metaciclogénese na regido posterior do
intestino do inseto, denominando-se, assim, tripomastigotas metaciclicos. Esta é a forma
infectante para o hospedeiro vertebrado, o qual serd infectado durante a picada do
barbeiro. Durante a picada, centenas de tripomastigotas metaciclicos sdo inoculados e
dentro de poucos segundos estes iniciam o processo de infecgdo nas células do hospedeiro.
Uma vez infectado a célula, o parasito diferencia-se em amastigota, forma intracelular que é
capaz de replicar e finalmente se transforma em tripomastigota para reinfec¢ao de outras

células ou reiniciar o ciclo (Chagas, 1909).

—
HOMEM
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amastigota /= \,’) )ltipomastigota,
'@ \ﬂ forma sangiinea
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¥

Mpomastigom\%‘ () epimastigotas
[ /

Figura 1.1

Representagdo esquemadtica do vciclo de vida do protozoario T. cruzi.
http://www.sbi.org.br/sbinarede/SBInarede70/images/default_clip_image004.jpg

A infeccdo por T. cruzi é caracterizada por uma fase aguda, na qual ocorre uma elevada
parasitemia e parasitismo tecidual acompanhada por vasta ativagao do sistema imune, com

aumento de citocinas circulantes e ativacdo de linfocitos B e T. A ativagdo do sistema imune
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¢é responsavel pelo controle da parasitemia e do parasitismo, podendo ocorrer a eliminacdo
total dos parasitos ou evoluir para a fase assintomatica, que é caracterizada pela dificil

deteccdo de parasitos no organismo (Junqueira et al., 2010).

O curso natural da doenca leva a ativacdo da fase cronica, podendo ser desde aquela
assintomdtica, até a caracterizada pela presenca de doencas cardiacas e digestivas severas.
Dentre os sinais patoldgicos mais comuns da fase aguda, estdo a cardiomiopatia e os

megaesofagos e megacdlon (Junqueira et al., 2010).

1.2. Ativacao da imunidade inata por T. cruzi

O controle da infeccdo por T. cruzi durante os estagios iniciais da infeccdo é
dependente tanto da imunidade inata quanto da imunidade adquirida, a qual induz a
imunidade mediada por células (Golgher e Gazzinelli, 2004). Inicialmente, células dendriticas
(DCs) e macréfagos infectados pelo parasito irdo produzir IL-12 e TNF-a, citocinas estas
responsaveis pela ativacdo de linfécitos e células “Natural Killers” (NK), respectivamente.
Dentre os mecanismos efetores, a producdo de IFN-y pelas células NK ird ativar mais
macrofagos, que produzirdo moléculas reativas de oxigénio e nitrogénio, responsaveis pela
eliminacdo dos parasitos. Adicionalmente, as DCs irdo apresentar antigenos aos linfocitos T,
fazendo a ligagdo com a imunidade adquirida. A produgao de IL-12 pelas DCs, assim como o
IFN-y pelas células NK irdo diferenciar o fendtipo dos linfécitos T CD4+ para Thi,
favorecendo desta forma, mecanismos efetores dependentes de linfécitos T CD8+

citotéxicos . A figura 1.2 ilustra os mecanismos imunolégicos acima descritos.

O envolvimento dos Receptores do tipo Toll (TLRs) na resisténcia a infeccdo com T.
cruzi é comprovado por estudos que demonstram que animais deficientes na molécula
adaptadora “gene preliminar da resposta de diferenciacdo mieléide” (MyD88), assim como
nos receptores para interleucina (IL) IL-1 e IL-18, apresentam maior susceptibilidade a
infeccdo pelo parasito (Campos et al., 2004). Além disso, animais deficientes para TLR2 e
TLR9 apresentam reducdo na producdo de IL-12 e interferon gama (IFN-y), sendo altamente

susceptiveis a infeccdo com T. cruzi (Bafica et al., 2006).
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Figura 1.2

Representagdo esquemadtica dos mecanismos imunolégicos que medeiam a resposta
imune inata com a adquirida (Junqueira et al., 2010).

Ancoras de Glicosilfosfatidilinositol (GP1) s30 moléculas abundantes na membrana de
parasitos protozodrios. Recentemente, alguns estudos tém documentado a atividade
imunoestimulatéria e reguladora de ancoras de GPl derivadas de parasitos e de suas
estruturas relacionadas, denominadas Glicoinositol-fosfolipides (GIPLs) (Ropert e Gazzinelli,
2000). Outros estudos mostram que ancoras de GPl e GIPLs de Leishmania major,
Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi, Plasmodium falciparum e Toxoplasma gondii sao
capazes de ativar linhagens de células linféides e mieléides (Camargo et al., 1997; de Veer et
al., 2003; Debierre-Grockiego et al., 2003; Magez et al., 1998; Schofield e Hackett, 1993).
Nosso grupo de pesquisa demonstrou que ancoras de GPI e GIPLs purificados do parasito T.
cruzi sdo potentes indutores de TLR2/6 e TLR4 respectivamente, (Campos et al., 2001;

Gazzinelli et al., 2004) como ilustrado na figura 1.3.
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Figura 1.3

Representagdao esquematica de glicolipideos derivados de T. cruzi, como agonistas de TLR
2/6 e TLR4 (Junqueira et al., 2010).

Oligodeoxinucleotideos (ODNs) imunoestimulatorios, contendo motivos CpG ndo
metilados sao moléculas agonistas de TLR9 capazes de induzir, via MyD88, a produgao de IL-
12 e IFN-y (Hemmi et al., 2003; Hemmi et al., 2000; Krieg, 2002). Evidéncias mostram que
motivos de CpG imunoestimulatdrios presentes no genoma do T. cruzi sdo reconhecidos
pelo TLR9 do hospedeiro (figura 1.4), induzindo a sintese de IL-12 e IFN-y, sendo, portanto,

responsaveis pela resisténcia do hospedeiro contra a infec¢do (Bartholomeu et al., 2008).
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Figura 1.4

Representagdao esquematica de ilhas de motivos CpG ODN presentes no genoma de T.
cruzi, como agonistas de TLR9 (Junqueira et al., 2010).

Uma eficiente resposta imune contra infec¢do com o parasito T. cruzi é dependente do
fendtipo Thl e, em especial, ativacdo de linfécitos T CD8+ citotdxicos. Foi demonstrado que
animais deficientes para B-2microglobulina (CD8”) sdo extremamente susceptiveis a
infeccao por T. cruzi (Tarleton et al., 1992), e que a resposta mediada por essas células é
imunodominante para epitopos cepa-especificos (Haolla et al., 2009; Tzelepis et al., 2008).
Sabe-se que cepas e clones derivados da cepa CL possuem um epitopo da transcialidase
como imunodominante. No contraste, na cepa Y o epitopo imunodominante estad presente

na proteina da superficie de amastigotas (ASP)-2.
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1.3. Cancer

O cancer é hoje uma das principais causas de 6bitos em todo o mundo, sendo
responsavel por mais de 7,6 milhGes de mortes no ano de 2007, e com uma estimativa de
progressao para 17 milhdes de falecimentos em 2030. A incidéncia de cancer para este

mesmo ano poderd chegar a 26,4 milhdes de casos (WHO, 2008).

A denominacdo “Cancer” refere-se a um conjunto de doencas caracterizadas pela
formacdao de tumores malignos ou neoplasias malignas que possuem denominacdes
especificas de acordo com sua localizacdo. Sdo conhecidos por carcinoma, quando atingem
tecidos epiteliais tais como pele e mucosas (Ex.: melanoma); sarcomas ocorrem em tecidos
conjuntivos como cartilagem, osso e musculo (Ex.: osteosarcoma); linfomas afetam as
células do sistema linfoides, como linfécitos T e B (Ex.: linfoma de Hodgkin); enquanto que
leucemias sdo caracteristicas das células precursoras hematoldgicas (Ex.: leucemia mieléide

ou linfocitica) (Weinberg, 2008).

Por se tratar de uma doenc¢a multifatorial, a preven¢ao diante de alguns fatores de
risco pode diminuir a chance de desenvolver um cancer. Os fatores de risco mais relevantes
sdo: (1) tabagismo; (2) excesso de peso e obesidade; (3) dieta pobre em frutas e vegetais; (4)
sedentarismo; (5) ingestdo de alcool; (6) infeccdo por HPV; (7) poluicdo urbana; (8) inalagdo
de fumaga proveniente da queima de lenha; (9) exposicdo a radiagdo ionizante; (10)

exposicdo ao sol na auséncia de protecdo contra os raios ultra violeta (WHO, 2004, 2008).

O cancer ocorre quando células do corpo se transformam e se tornam malignas. Essas
células ndo mais respondem como células normais, como permanecendo em seus proprios
tecidos, parando de crescer quando programadas, ndo invadindo o resto do corpo e ndo
induzindo angiogénese para suprimento préprio. A transformacdo de células normais em
células cancerosas pode ocorrer de varias maneiras, como por radiacdo, carcinogénese
quimica, infeccdo com virus oncogénicos ou mutacdo espontanea que induzem as células a
terem comportamento anormal. Um evento aleatdério, muitas vezes uma mutagdo nas
células do préprio corpo, pode levar ao cancer. Radiacdes e substdncias quimicas

cancerigenas causam cancer justamente por induzirem mutac¢ées (Weinberg, 2008).

Sabe-se que todos os tipos de células tumorais apresentam modificacbes genéticas

que podem ser desde poucas mutacdes em nucleotideos até a existéncia de anaploidias,
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tanto pela auséncia de cromossomos inteiros, pela multiplicacdo destes ou pela juncdo de
dois ou mais cromossomos. Tais modificacdes genéticas sdo responsaveis pela ativacdo da
maquinaria celular, de tal forma que essas células se multipliquem descoordenadamente.
MutacBes ou oncoproteinas sdo capazes de favorecer o crescimento tumoral por meio da
inducdo de mitose celular ou pela inibicdo dos mecanismos de apoptose, responsaveis pela
morte de células defeituosas (Weinberg, 2008). Exemplo daquele é a proteina do
retinoblastoma (pRb), responsdavel pelo controle do ciclo celular. Esse controle é dependente
do estado de fosforilacdo desta proteina. Quando fosforilada, o ciclo celular permanece em
G;, e possivelmente recua para Gy, mas quando a pRb é defosforilada permite a conclusao
do ciclo celular (Figura 1.5) (Rizzolio et al., 2010). A proteina de 53 KDa (p53) é responsavel
pela inducdo de apoptose mediante ao dano ou estresse celular. Células tumorais, em geral,
possuem uma mutacdo no gene da p53, favorecendo a formacgdo de tetrameros com a p53

selvagem e, consequentemente, bloqueando a maquinaria apoptética (Goh et al., 2011).

Mitose

G2
G1

GO

(as células deixam
de se dividir)

Figura 1.5
Representagdo esquematica do ciclo celular.

G1 - Intervalo, aumento no volume celular, enzimas e organelas; S — Sintese de DNA,
duplicacdo do patrimoénio genético; G2 — Intervalo; Mitose — separac¢do das cromatides irmas
e da célula como um todo; GO — estigio fora do ciclo celular
http://blog.ccbi.com.pt/blog/media/501/20091212-ciclo%20celular.GIF.

1.4. Imunologia do cancer

O cancer e o sistema imune tém coexistido por séculos, o que é um dos mais
intrigantes desafios da biologia. Mutag¢des ocorrem com mais frequéncia do que imaginado.
Quando as células dividem e duplicam o DNA, frequentemente cometem erros de copia,
estando sujeitas a resultarem em mutacbes. Agentes modificadores do DNA, como

reagentes quimicos e radiagdo, causam centenas alteragdes nucleotidicas, muitas das quais
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ndo causam danos permanentes, devido a maquinaria de reparo de DNA. Portanto, eventos
transformantes ndo sdo raros e podem induzir formacao de tumores muito frequentemente.
No entanto, apesar de algumas células passarem despercebidas pelo reparo de DNA, ainda

assim ndo ocorre o desenvolvimento de cancer na mesma frequéncia em que as células sdo

transformadas (Dunn et al., 2002).

A teoria da imunovigilancia proposta, sugere que em individuos imunocompetentes, o
sistema imune esta em constante patrulhamento, procurando por qualquer sinal de células
transformadas e eliminando-as. S3o poucos os eventos em que o sistema imune nao
consegue reconhecer essas células e ocorrendo, assim, o desenvolvimento do cancer. Todo
este processo pode ser dividido em trés fases distintas (figura 1.6), denominadas de Trés Es:
(i) eliminagao, em que ocorre a identificagdo e posterior eliminagao das células
transformadas; (ii) equilibrio, em que o sistema imune, mesmo que nao tenha eliminado por
completo um foco de células cancerigenas, consegue manté-las em controle, evitando a
multiplicacdo e eventos de metdstase; (iii) e, por ultimo, a fase de escape, em que o sistema
imune ndo mais consegue controlar o crescimento do tumor, devido principalmente a

mecanismos imunossupressores do microambiente tumoral (Dunn et al., 2002).

Elimination b Equilibrium ¢ Escape

Genetic instability/tumor heterogeneity

Immune selection

Figura 1.6

Os Trés Es da imunoedigcao de tumores (Dunn et al., 2002).

A imunologia do cancer é caracterizada como atipica. Enquanto que na maioria das
doengas ocorre uma super ativagdo do sistema imune, no cancer ocorre exatamente o
oposto. A anergia do sistema imune induzido pelo microambiente tumoral é um fator

complicante no tratamento deste (Weinberg, 2008). Compreender como ocorre a inibicdo
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dos mecanismos imunolégicos é essencial para desenvolver tratamentos capazes de

recuperar a homeostasia no individuo afetado.

De forma geral, um reposta imunoldégica eficiente na eliminac¢dao de células tumorais é
mediada por citocinas e células caracteristicas da resposta imune do tipo 1 (Nishimura et al.,
1999), em que as principais citocinas inflamatdrias envolvidas sdo IFN-y, IL-12 e TNF-a (Xu et
al., 2010). As células “Natual Killers” e os linfécitos T CD8+ possuem um papel fundamental
na resposta efetora, enquanto que os linfécitos T CD4+ exercem o papel de mediadores e
amplificadores da resposta (figura 1.7). Novos estudos mostram, igualmente, que os
linfécitos T CD4+ também possuem propriedades liticas capazes de eliminar células tumorais

(Martorelli et al., 2010; Quezada et al., 2010).

Figura 1.7

Mecanismos imunoldgicos envolvidos na fase de eliminagdo de tumores. (a) resposta inicial
mediada por células da imunidade inata que reconhecem as células transformadas; (b) inicio
de mecanismos efetores da imunidade inata, mediados pela producdo de IFN-y; (c) super
ativacdo de células NK, enquanto as células T CD4+ e CD8+ se ploliferam no linfonodo
drenante; (d) linfocitos T CD4+ e T CD8+ ja no local do tumor (Dunn et al., 2002).

Apesar do exposto, a montagem dessa resposta imune ideal é dificultada pelos

mecanismos imunossupressores do microambiente tumoral (Nishikawa e Sakaguchi, 2010).
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Neste local, as células tumorais expressam, em sua superficie, receptores capazes de inibir a
funcdo efetora dos linfécitos T CD8+. Neste contexto, o antigeno associado ao linfécito T
citotéxico (CTLA-4) (Peggs et al.; Sutmuller et al.), agonista do receptor B7-1, expresso na
superficie das células tumorais, é um dos principais responsaveis pela inibicdo da resposta
efetora por esses linfécitos. Similarmente ao CTLA-4, um outro agonista de B7-1, o PD-1,

induz a mesma funcao inibitdria (Weber, 2010).

A indugdo de tolerancia imunoldgica é um aspecto de alta relevancia na patologia. Esta
ocorre principalmente por dois motivos: o primeiro é devido as células tumorais
apresentarem antigenos proprios, mecanismos ja bem descritos, responsaveis pela
inativacdo de linfécitos (Nishikawa e Sakaguchi, 2010); ja no segundo, o processamento dos
antigenos tumorais por estas células se da de uma forma diferente daquela que
frequentemente acontece em células apresentadoras de antigeno (APCs) profissionais. Esse
processamento diferenciado favorece tolerizacdo dos linfécitos T maduros (Bonifaz et al.,

2004; Oldenhove et al., 2003).

1.5. Antigenos “Cancer/Testis”

Sao comumente denominados como Antigenos Tumorais aqueles antigenos que estao
presentes em células tumorais, mas que frequentemente ndo sdo expressos em células
somaticas normais. Dentro deste contexto, encontra-se a familia de antigenos tumorais
“Cancer/Testis” (CT), que possuem este nome devido ao perfil de expressdo restrito as
células tumorais e as células do testiculo (Scanlan et al., 2004). Estudos mais recentes
melhor definiram o perfil de expressao de proteinas desta familia como sendo expressos por

células tumorais, germinativas e trofoblastos (Simpson et al., 2005).

As proteinas pertencentes a essa familia sdo em grande parte codificadas por genes
presentes no cromossomo X (Caballero e Chen, 2009; Simpson et al., 2005), que sdo também
expressos em células germinativas durante a fase de espermatogbnia, que é a fase de
multiplicagdo celular. Ja os genes desta familia, que se encontram em outros cromossomos,
possuem correlacdo com a fase de diferenciacdo, que é observada nos espermatdcitos

(Simpson et al., 2005).
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A correlacdo entre os processos bioldgicos encontrados em células germinativas e em
células cancerosas ha muito sdo observadas por diversos pesquisadores (figura 1.8). Devido
a essas caracteristicas comuns, foram propostas teorias como a “Teoria trofoblastica do
cancer” e a teoria de que o cancer é uma “gravidez somatica”. Ambas as teorias possuem,
como suporte, achados de que alguns tipos de tumores, além de possuirem um perfil de
expressao proteica semelhante as células germinativas, também sdo capazes de produzir
hormonios trofoblasticos e gonotrofina. De uma maneira geral, essas teorias sugerem que a
expressao ectdpica de proteinas gametogénicas em células tumorais faz parte de

mecanismos tumorigénicos (Simpson et al., 2005).

Atualmente, mais de 100 antigenos CT ja foram descritos, no entanto, nenhum deles
foi bem caracterizado quanto a sua funcdo nas células germinativas, e também, nas células

cancerigenas (Caballero e Chen, 2009).
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Figura 1.8

Comparagdo fenotipica entre a gametogénese e tumorigénese (Simpson et al., 2005).
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1.6. NY-ESO-1

Pertencente a familia de antigenos tumorais “cancer/ testis” encontra-se a proteina
NY-ESO-1 (Scanlan et al.,, 2004). Conhecida também como CTAG1B, CT6.1 ou LAGE-2 é
codificada por um gene locado na regido Xg28 do cromossoma X, a qual codifica trés
produtos diferentes. O produto majoritario, NY-ESO-1, é uma cadeia de 180 aminodcidos de
18 kDa (NCBI Reference Sequence NM_001327), que possui a regidao N-terminal rica em
glicina e a regido C-terminal extremamente hidrofébica (Chen et al., 1997). Um “splicing”
alternativo (Fig. 1.9) é responsavel pela codificacgo do CAMEL, uma proteina de 58 aa
(Aarnoudse et al., 1999). Sua funcdo nas células germinativas, assim como no
desenvolvimento de tumores, continua desconhecida, como na maioria dos antigenos

“cancer/ testis”.

NY-ESO-1 e - 752 bp

Figura 1.9

Esquema representativo do “splicing” alternativo na sequéncia do gene NY-ESO-1
(Aarnoudse et al., 1999).

A terminologia ESO é usada para cancer de es6fago, pois este foi originalmente
descrito a partir do “screening” de uma biblioteca de cDNA com o soro autélogo de um
paciente com cancer, em Nova York (NY) (Chen et al., 1997). Conhecido como uma das mais
antigénicas proteinas tumorais, o NY-ESO-1 é encontrado na maioria dos tipos tumorais, no
entanto, a sua expressdo varia de individuo para individuo. A frequéncia de expressao em
alguns tipos tumorais tais como melanoma, pulmao, es6fago, sarcomas sinoviais, pode

chegar a até 80% dos pacientes (Gnjatic et al., 2006).

Resposta imune humoral e celular espontanea pode ocorrer em pacientes com
tumores positivos para NY-ESO-1, o que possibilitou a selecdo de diversos peptideos
restritos a MHC de classe | e Il como alvos terapéuticos (Wang et al., 1998; Zarour et al.,
2002). A sua alta imunogenicidade e distribuicdo nos diversos tipos de tecido tumoral

tornam o NY-ESO-1 um forte candidato a antigeno a ser aplicado a imunoterapia do cancer.
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Muitos antigenos tumorais reconhecidos por células TCD8+ vém sendo caracterizados
e utilizados como antigenos para vacinas baseadas em peptideos (Castelli et al., 2000; Davis
et al., 2004; Novellino et al., 2005). Ultimamente, NY-ESO-1 vem sendo identificado em uma
variedade de tumores humanos. Muitos estudos mostram que NY-ESO-1 é um antigeno do
desenvolvimento restrito de precursores de espermatozdides no testiculo. Nenhum tecido
somatico expressa NY-ESO-1, mas o antigeno é encontrado com alta frequéncia em tumores
(Chen et al., 1997; Jungbluth et al., 2001; Scanlan et al., 2004). Em estudos anteriores, foi
demonstrado que pacientes com cancer frequentemente desenvolvem espontaneamente
anticorpos e células TCD8+ especificas contra NY-ESO-1 (Jager et al., 2000a; Jager et al.,
2002; Jager et al., 2000b), e que a vacina¢do usando NY-ESO-1 como antigeno alvo conduz a
resposta imune especifica contra tumores. Em experimentos com pacientes humanos, Jager
e colaboradores (2000), utilizando o virus vaccinia recombinante expressando NY-ESO-1,
seguido por reforco com poxvirus recombinante, demonstraram que a formulac¢do vacinal é
capaz de induzir resposta humoral e celular em pacientes com diferentes tipos de cancer.
Esse dado reforca o potencial deste antigeno tumoral como candidato a vacina. Noés
acreditamos que a formulacdo da vacina combinando a alta imunogenicidade de NY-ESO-1 e
a capacidade adjuvante de T. cruzi serd uma estratégia interessante para a imunizacdo

contra tumores no modelo murino.

1.7. Imunoterapia do Cancer

Ainda hoje, os principais tratamentos contra o cancer sdo a quimioterapia e a
radioterapia. Ambos geram no paciente, diversos efeitos colaterais que, em muitos casos,
ndo sao por eles tolerados, evoluindo, portanto, para a interrup¢ao do tratamento. Outra

desvantagem desses métodos convencionais é a chamada irresponsividade ao tratamento.

Diante dos diversos efeitos colaterais, quadros de intolerancia ou irresponsividade aos
tratamentos citados, torna-se necessario o desenvolvimento de novas terapia capazes de
prevenir e tratar o cancer. As denominadas terapias alternativas, como acumpultura, Yoga,
meditacdo, homeopatia e até mesmo a fitoterapia sdo capazes de aliviar sintomas do cancer,

no entanto, ndo sdo comprovadamente capazes de levar a cura.
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Diversas linhas de pesquisa vém sendo desenvolvidos com o intuito de estabelecer
tratamentos alternativos a quimioterapia e radioterapia, que sdo comumente usados no
tratamento de cancer. Além de induzirem diversos efeitos colaterais, existe uma grande

percentagem de pacientes ndo responsivos a esses protocolos (WHO, 2008).

Dentre as diversas linhas de estudo de terapias alternativas, destaca-se a
imunoterapia, a qual utiliza componentes capazes de induzir células mediadoras e efetoras
do sistema imune, tais como células dendriticas, macréfagos, células natural killers e
principalmente linfécitos B, T CD8+ e T CD4+ (O'Neill, 2010; Salagianni et al., 2011). A esse
tipo de tratamento, da-se o nome de vacina, devido a inducdo do sistema imune de forma

especifica e eficiente contra os tumores.

Na imunidade antitumoral, ha varios aspectos importantes que devem ser
considerados para o desenvolvimento de uma vacina eficaz: (i) uma ruptura ou neutralizacao
dos mecanismos de tolerancia imunoldgica a auto-antigenos (Garbi e Hammerling, 2011;
Nishikawa e Sakaguchi, 2010; Zhang et al., 2007), (ii) inducdo da resposta imune antitumoral
antigeno-especifica, em especial aquelas mediadas por linfécitos T CD4 + Th1, bem como os
linfécitos T CD8 + efetoras, (iii) e o estabelecimento de resposta imune antitumoral de longa
duracdo (memoria) (Gao et al.,, 2002; Melief et al., 2002; Zinkernagel, 2001). Assim, a
indugao de uma resposta imune protetora duradoura parece ser extremamente dependente
da forma como o antigeno é entregue as células apresentadoras de antigenos (APCs) e do
ambiente que as células T “naive” primeiro encontram o antigeno (Nakamura et al., 2007).
Os passos iniciais da ativacdo das células T, sdo determinantes para a iniciacdo e qualidade
das respostas mediadas por linfécitos T CD4+ (Gao et al., 2002), bem como a ativacdo e
expansdo dos linfécitos T CD8+. Varias abordagens tém sido projetados para atingir a
resposta imune adequada para induzir profilaxia eficaz e vacinas terapéuticas antitumorais,
que incluem: o uso de adjuvantes imunoldgicos adequados (Adams, 2009; Schneeberger et
al., 2004), a manipulagdo genética de microorganismos para expressar antigenos tumorais
(Liu, 2010), e co-administragdo de anticorpos que neutralizam os mecanismos de regulagdo
imonolégicos como CTLA-4 (Takeda et al., 2010), as células T reguladoras, bem como

citocinas moduladoras, como a IL-10.

Na atualidade, duas vacinas antitumorais ja foram aprovadas para uso humano pelo

governo americano, e dezenas de outras vacinas estdo em testes clinicos ou ainda pré-
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clinicos. Os antigenos cancer/testis compreendem o grupo de antigenos que estdo sendo

aplicados na terapia do cancer.

1.8. Vacinas

A maioria das vacinas comercialmente disponiveis induzem prote¢do mediada pela
producdo de anticorpos neutralizantes (Plotkin, 2010). No entanto, para a indugdo de uma
imunidade protetora de doencas como cancer, AIDS, maldria, Chagas, dentre outras, faz-se
necessario induzir uma imunidade dependente de células mediadas por linfocitos T, em

especial linfécitos T CD8+.

Nos ultimos anos, a tecnologia de proteinas recombinantes trouxe avangco no estudo
de candidatos antigénicos para serem usados na elaboracdo de vacinas. Porém, para uma
eficiente inducdo desta resposta é necessdria a combinacdo de tais proteinas com
adjuvantes imunoldgicos capazes de ativar e direcionar o sistema imune para uma resposta
celular. A busca pela resposta imune ideal abriu uma nova questao: o hidréxido de aluminio,
Unico adjuvante comercialmente disponivel para uso humano, é capaz de induzir apenas
uma resposta humoral. Desta forma, surge a necessidade de obter novos adjuvantes capazes

de estimular uma resposta mediada por linfocitos T.

Visando ao estabelecimento de adjuvantes imunoldgicos capazes de induzir resposta
Th1, vislumbram-se os agonistas de Receptores do Tipo Toll (TLRs). Os TLRs sdo receptores
cognatos da imunidade inata que reconhecem Padrdes Moleculares Associadas a Patdgenos
(PAMPs) derivadas de parede celular de bactérias, acidos nucléicos de virus, dentre outros
componentes derivados de microrganismos (Takeuchi e Akira, 2010). Células do sistema
imune inato quando expostas a esses componentes microbianos, produzem altos niveis de
citocinas pro-inflamatérias como IL-12 e TNF-a, que sdo responsaveis pelo inicio da sintese
de IFN-y pelas células NK e desencadeiam vdrios mecanismos efetores, incluindo a sintese de
intermediarios reativos de oxigénio e intermediarios reativos de nitrogénio (RNI), que
participam da barreira inicial contra infec¢des microbianas e mecanismos efetores contra

tumores (Coffman et al., 2010).
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Adicionalmente, DCs expostas a certos PAMPs expressam co-receptores envolvidos na
ativacdo inicial de células T naive, fazendo a ponte entre a imunidade inata e a adquirida
(Gazzinelli et al., 1993; Trinchieri, 2003). DCs, quando ativadas por agonistas de TLRs,
produzem IL-12, influenciando a diferenciacao de linfocitos T CD4+ no fenétipo Thl (Seder et
al., 1993; Trinchieri, 2003), orquestrando, desta forma, o estabelecimento de uma
imunidade mediada por células, assim como a producdo de isotipos de Ig induzidos por IFN-
¥, que estdo envolvidos na resisténcia a tumores (Mosmann e Coffman, 1989). Tal ativacado
favorece a apresentacdao cruzada de antigenos exdgenos via MHC de classe I. Atualmente,
formulagdes vacinais em experimentacdo contra tumores, vém sendo feitas, combinando
antigenos proteicos com agonistas de TLR como adjuvantes imunolégicos, aumentando a
capacidade de ativar DCs e favorecer, assim, o desenvolvimento de uma forte imunidade

mediada por células T (linfécitos Th1) (Coffman et al., 2010; Wille-Reece et al., 2005).

1.9. Vetores vacinais

Visando a busca por formas vacinais capazes de estabelecer uma resposta TH1
eficiente, uma nova geracdo de vetores recombinantes vem sendo amplamente utilizada no
meio cientifico (Liu, 2010; Rocha et al., 2004). Além de realizarem o papel de “entregadores”
do antigeno de interesse, esses microrganismos também exercem a fungao de adjuvantes
imunoldgicos capazes de induzir imunidade mediada por células, incluindo linfocitos T CD8+.
Por meio da insercao de genes exdégenos em seus genomas, os vetores vacinais irdo levar o
antigeno até a célula hospedeira, favorecendo a apresentacdo de antigenos pelo MHC de
classe | e ativacdo de linfécitos T CD8+, que sdo as células efetoras contra patdgenos

intracelulares e tumores.

Estudos recentes tém apontado para o uso de preparacdes parasiticas ndo patogénicas
como vetores vacinais (Breton et al., 2005; Breton et al., 2007). Foi demonstrado o potencial
da cepa ndo patogénica Leishmania tarentolae expressando o gene Gag do virus HIV em
induzir imunidade celular em camundongos e resposta imune protetora no cultivo ex vivo

tecidual de tonsila humana, seguida a exposicdo da infecgdo por HIV (Breton et al., 2007).
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1.10. T. cruzi e Cancer

No final da década de 40, estudos utilizando T. cruzi vivo ou o extrato lisado
demonstraram que esse protozoario possuia efeito tumoricida (Hauschka, 1947; Hauschka e
Goodwin, 1948; Roskin, 1946). Esses estudos se baseavam na ”“Malarioterapia” proposta
pelo ganhador do Prémio Nobel Julius Wagner-Jauregg. Acreditava-se que, assim, como o
parasito causador da maldria Plasmodium, o T. cruzi possuiria também uma capacidade de
curar outras doengas devido a forma tdo intensa da doenga causada por este (Krementsov,

2009).

Durante as décadas de 40 a 60, diversas linhas de pesquisa acerca do uso de T. cruzi no
tratamento de cancer foram desenvolvidas. Naquele tempo, eram de intenso estudo a
utilizagao de microrganismos e suas toxinas no tratamento de cancer, como ocorrido com a

Toxina de Coley (Coley, 1893; Nauts e McLaren, 1990), BCG (Old et al., 1959), dentre outros.

Mais recentemente, demonstrou-se, que o lisado de epimastigotas de diferentes
grupos genéticos de T. cruzi (P209-1, Gambal, Sp104-1, MASu, Y7 / 1, MN12, CL-Brener,
86/2036, Y7/2-1) inibiam o crescimento de adenocarcinoma de Erlich em ratos (Batmonkh et
al., 2006; Kallinikova et al., 2006). Enquanto a base desta atividade antitumoricida ainda é
desconhecia, nosso grupo sugere que a ativacao inicial de células do sistema imune inato por
componentes do parasito pode contribuir para o desenvolvimento de imunidade protetora

contra o parasito e outras agressées ao hospedeiro.

Uma correlacdo entre o curso da infeccdo com T. cruzi e o curso da doencga no cancer,
pode ser feita (figura 1.10). Como citado anteriormente, o cancer possui trés fases de
desenvolvimento, em que a primeira é a fase de eliminacdo, seguida pelo equilibrio e por
ultimo a fase de escape. Similarmente, a infec¢do pelo T. cruzi possui fases homdlogas, em
gue a primeira, também denominada de fase aguda, é caracterizada por uma intensa
resposta imunoldgica, capaz de controlar a parasitemia e o parasitismo. A fase assintomatica
correlaciona-se com a fase de equilibrio, no qual o sistema imune controla o crescimento

parasitario. Ocorrendo por ultimo, tem-se a fase da patologia (Junqueira et al., 2010).
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Figura 1.10

Comparagao esquematica entre o curso de desenvolvimento da infecgdo por T. cruzi com o
curso do cancer (Junqueira et al., 2010).

No presente trabalho, sugerimos, que a correlagao entre curso de desenvolvimento do
cancer e da infeccdo pelo T. cruzi, assim como a capacidade do parasito em persistir no
hospedeiro por muitas décadas, sem que haja a ativacdo da fase cronica, sejam

caracteristicas positivas para o possivel uso deste parasito como um vetor vacinal.

1.11. CL-14

A idéia de utilizar o parasito T. cruzi no tratamento do cancer abre uma nova
perspectiva no desenvolvimento de vetores vacinais. Combinando a tecnologia de
transformacdo de Tripanossomatideos com antigenos exdgenos (DaRocha et al., 2004b) e a
utilizacao de clones atenuados como o clone CL-14, torna-se possivel o desenvolvimento de

parasitos transgénicos vidveis de serem utilizados em estratégias vacinais.

A base da atenuacdo e do fendétipo menos infectivo do clone de T. cruzi CL-14 devida a
menor expressdo da glicoproteina 82 (gp82), a qual é responsavel pela interacdo e invasdo a

célula do hospedeiro (Ruiz et al.,, 1998), tornando o clone citado quatro vezes menos
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infectivo que a cepa parental CL (Atayde et al.,, 2004). Estudos anteriores mostram que
inoculacdo com tripomastigotas de CL-14 em camundongos, ao invés de induzirem doenca,
sdo capazes de induzir protecdao contra um subsequente desafio com a cepa virulenta CL,
prevenindo parasitemia, mortalidade e o desenvolvimento de sintomas relacionados a
doenca de Chagas (Lima et al., 1991; Lima et al., 1995). Complementarmente, foi observado
gue camundongos imunizados com CL-14 e, posteriormente, desafiados com a cepa CL
Brener, ndo apresentam parasitemia e parasitismo tecidual, nem mesmo em animais
neonatos (Paiva et al.,, 1999). Os animais imunizados sdo ainda capazes de induzirem
producdo de IFN-y, IgG1, 1gG2a e IgG2b (Pyrrho et al., 1998; Soares et al., 2003). Portanto,
considerando a baixa viruléncia desta clone e sua alta imunogenicidade, tem-se um
candidato em potencial para utilizagdo como vetor vacinal, expressando antigenos

exogenos.

1.12. Transformacgdo de Tripanossomatideos

Experimentos de transfeccdo em Tripanossomatideos vém sendo utilizados para o
estudo do controle da expressdao génica nestes parasitos e tem aumentado desde 1989
guando o primeiro experimento de transfeccdao foi reportado. Utilizando Trypanosoma
brucei como um modelo, comegaram a elucidar os mecanismos de controle e definir os
fatores celulares envolvidos na transcricdo do RNAm, processamento e traducdo nestes
parasitos (LaCount et al., 2000). Em 1998, foi mostrada a transfeccdo estavel de
epimastigotas de T. cruzi com a proteina regulatéria do complemento (CRP), que tornava
esta forma do parasito resistente a lise pelo Sistema Complemento (Norris, 1998). Vdarios
estudos vém sendo conduzidos no sentido de melhorar as estratégias de transfec¢ao usando
diferentes vetores e marcadores fluorescentes (DaRocha et al., 2004a; Guevara et al., 2005).
DaRocha e colaboradores (2004), desenvolveram um novo protocolo de eletroporagdo e
vetores de expressao utilizando luciferase e proteinas verde ou vermelho fluorescente como
genes reporter mostrando um maior nivel de expressao destes genes quando comparado
com protocolos descritos anteriormente (DaRocha et al., 2004b), protocolo este, utilizado

neste trabalho.
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De maneira geral, o trabalho aqui apresentado resgata conceitos cientificos do inicio
do século XX utilizados no tratamento de cancer, assim como conhecimentos a cerca da
imunidade induzida por parasitos protozoarios T. cruzi para serem aplicados na formulacao
de vacinas anti-tumorais capazes de induzir protecdo e tratamento contra o cancer.
Adicionalmente, propdes-se a utilizacdo de um clone de T. cruzi ndo patogénico, o qual ao
ser submetido as técnicas de transfeccdo de Tripanossomatideos, se tornam candidatos a

utilizacdo como vetores vacinais expressando antigenos exdgenos.



Justificativa | 21

2. JUSTIFICATIVA

Diante da crescente incidéncia de cancer mundial e das ainda poucas intervencdes
médicas preventivas e até mesmo terapéuticas disponiveis, torna-se necessario o
desenvolvimento de terapias alternativas capazes de prevenir e curar o cancer. Além do
cancer, dezenas de doencas encontram nas mesmas condi¢cOes de caréncia de vacinas e

tratamentos.

Desenvolver novas vacinas e vetores vacinais capazes de estimular o sistema imune de
forma que ele consiga induzir uma resposta protetora de longa dura¢do é um grande desafio
para a ciéncia contemporanea, principalmente tratando-se de doengas para as quais, ainda

hoje, ndo existe nenhuma forma eficaz de profilaxia.

Estabelecer novos tratamentos ou vacinas terapéuticas que consigam romper a
anergia do sistema imune no caso de doencas ja estabelecidas é outro campo de intensa
pesquisa, uma vez que tratamentos convencionais para diversas doengas, como o cancer,

podem induzem irresponsividade a quaisquer outros métodos de cura conhecidos.
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3. OBIETIVOS

3.1. Geral

Formular uma vacina antitumoral capaz de induzir uma forte resposta imune anti-NY-

ESO-1 e uma resisténcia do hospedeiro contra tumores singénicos expressando tal antigeno.

3.2. Especificos

*  Formular vacina antitumoral contendo agonistas de TLRs derivados de T. cruzi, em

combinagao com o antigeno tumoral NY-ESO-1.

@)

Caracterizar moléculas agonistas de TLRs derivadas de T. cruzi como adjuvantes

imunoldgicos capazes de induzir uma resposta celular tipo Thi.

Avaliar resposta anti-NY-ESO-1 induzida por formula¢des vacinais empregando os
melhores agonistas de TLRs derivados de T. cruzi com a proteina NY-ESO-1

recombinante.

*  Formular vacina antitumoral por meio da construcdo de T. cruzi ndo patogénico

expressando o antigeno tumoral NY-ESO-1 como vetor vacinal.

@)

Caracterizar o clone de T. cruzi CL-14 quanto a sua patogenicidade.

Construir T. cruzi transgénicos capazes de expressar a proteina tumoral NY-ESO-1.

Avaliar a capacidade dos parasitos transgénicos de induzir resposta imune

anti-NY-ESO-1 especifica.

Avaliar a capacidade dos vetores vacinais desenvolvidos para prevenir o

crescimento de modelos tumorais murinos expressando o antigeno NY-ESO-1.

Avaliar o potencial imunoterapéutico dos parasitos transgénicos, quando

empregados no tratamento de tumores ja estabelecidos.
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4. METODOLOGIA
4.1. Obtencdo e manuteng¢do de camundongos para experimenta¢ao animal

A execucdo dos experimentos in vivo do presente trabalho foi aprovado pelo Comité
de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal de Minas Gerais pelo

numero de protocolo 19/2008 (anexo 1).

Os animais selvagens C57BL/6 e Balb/c foram adquiridos no biotério de producdo
animal da UFMG (CEBIO). Os animais imunodeficientes MyD887, Rag”, TLR9”", TLR4",
TLR2/47 foram provenientes do biotério de producdo do Laboratério de Imunoparasitologia,
UFMG. E os demais animais IL-127", B2m” (CD87"), NOS2”" (iNOS”) e Trif”" foram obtidos no
biotério de produgdo da FIOCRUZ.

Todos os experimentos in vivo foram realizados no biotério de experimentacdo do
Centro de Pesquisas René Rachou/ FIOCRUZ, o qual é credenciado como NB2. Os animais
eram acondicionados em micro-isoladores, com ocupacdo maxima de 5 animais, maravalha,
racdo e agua autoclavadas e manuseados de acordo com o manual de ética em

experimentagao animal da instituigcdo.

4.2. Avaliacao da atividade adjuvante de agonistas de TLRs derivados de T. cruzi
4.2.1. Sintese de CpG ODNs

CpG ODNs derivados do genoma de T. cruzi, assim como os controles positivos foram
sintetizados pela Alpha DNA (Montreal, Quebec, Canada) como ODNs fosforilados e
purificados em colunas para purificagdo de oligonucleotideos. A tabela 4.1 mostra as
sequéncias de CpG ODNs da classe B para camundongos, para humanos e hibridos

camundongo-humano.
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Tabela 1 — Sequéncia de CpG oligonucleotideos sintetizados

Classe Nome Sequéncia
CpG classe B Camundongo B344 TCGACGTTTGGATCGGT
CpG classe B hibrido Camundongo-
B297 TCCTCGTTTTGACGTG
Humano

CpG classe B Humano B128 TCGTCGTTGTAGTCGTA

CpG classe B Camundongo CPG79090U | 4 1 CGTTTTGTCGTTTTGTCGTT
Controle Positivo CpG(+)

4.2.2. Extracao de endotoxina de amostras proteicas

A proteina Ovalbumina (OVA) grade IV (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) foi
submetida a extracdo de endotoxina pelo método de extracdo com Triton X-114 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA). Para tanto, a proteina foi diluida em solucdo salina livre de
pirégeno a concentracdo final de 10 mg/ml. A solucdo foi adicionado 1% de Triton X-114,
incubado em gelo por 30 min, vortexando a cada 5 min. Em seguida, os tubos foram
aquecidos a 37°C por 5 min para a formacdo de duas fases e centrifugados por 5 min a
13.000 rpm em temperatura ambiente. A fase aquosa (superior) foi transferida para um
novo tubo livre de pirégeno. Esse protocolo de extracdo foi repetido por seis vezes para a
remocao total da endotoxina. Todo o procedimento foi realizado com materiais livres de

pirégeno e manuseado em capela de fluxo laminar.

4.2.3. Teste Limulus Amebocyte Lysate (LAL)

Para avaliar a dosagem de endotoxina na amostra de Ovalbumina previamente
purificada e de NY-ESO-1 recombinante (Producdo GMP — LICR/ Cornel University) foi
realizado o ensaio de LAL pelo método de Gelclot, com sensibilidade de 0,03 EU/mI
(Charles River Endosafe, Wilmington, MA, EUA). O procedimento foi realizado seguindo

protocolo do fabricante.



Metodologia | 25

4.2.4. Imunizacdes com OVA

Animais C57BL/6 foram submetidos a um protocolo de trés imunizacdes, com
intervalos de 15 dias. Essas imunizagcdes se deram pela administracdo de 100 pl de
formulacdo vacinal, via subcutanea, na base da cauda. Cada solucdo imunizante continha
30% (v/v) de alimem Rehydragel L.V. (Reheis, Berkeley Heights, NJ, USA), 10 ug de OVA livre
de endotoxina na presenca ou auséncia de agonistas de Receptores do tipo Toll (TLR), para a
avaliagdo da atividade destes, como adjuvantes imunoldgicos. Todas as solugdes foram
preparadas com materiais livres de pirdgeno e manuseadas em capela de fluxo laminar. Os
seguintes agonistas de TLRs foram utilizados com suas respectivas concentragdes por
imunizacdo: Monofosforil-lipidio A (MPL) — 10 pg/ml; CpG ODN controle (+) — 180 pg/ml;
Pam3Cys — 100 pug/ml; CpG B344, CpG B297, CpG B128 — 180 ug/ml; GIPL GY, GIPL TH — 500
ug/ml.

4.2.5. Imuniza¢6es com NY-ESO-1

Animais C57BL/6 e animais imunodeficientes foram submetidos a um protocolo de
duas imunizagdes com intervalos de 21 dias. Essas imunizagdes se deram pela administragao
de 100 ul de formulagdo vacinal, via subcutanea, na base da cauda. Cada solu¢do imunizante
continha 30% (v/v) de alimem Rehydragel L.V. (Reheis, Berkeley Heights, NJ, EUA), 5 ug de
NY-ESO-1 recombinante (Cornel University-LICR, Ithaca, NY, USA) livre de endotoxina na
presenga ou auséncia de agonistas de TLRs para a avaliagdo da atividade adjuvantes, nas
concentragdes acima citadas. Todas as solu¢cdes foram preparadas com materiais livres de

pirégeno e manuseadas em capela de fluxo laminar.

4.2.6. Predicao in silico de epitopos de linfocitos T especificos para NY-ESO-1

Visando ao estabelecimento de epitopos para linfécitos T, foram utilizados trés
programas de predicdo de epitopos disponiveis na Internet. Os programas escolhidos foram:
BIMAS (www-bimas.cit.nih.gov/molbio/hla_bind); Immune Epitope Database — I|EDB
(www.immuneepitope.org); SYFPEITHI (www.syfpeithi.de). Cada um dos programas citados

utiliza diferentes algoritmos, portanto, foram selecionados aqueles peptideos que foram
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caracterizados como bons ligantes para os MHC de classe | ou classe Il nos trés programas.

Os melhores ligantes foram selecionados para sintese e posterior “screening” in vitro.

4.2.7. Sintese de peptideos

Os peptideos sintéticos utilizados para re-estimulagdo in vitro de esplendcitos foram
sintetizados em sintetizador automatico por meio da técnica de Fmoc sintese. Apds a
sintese, os peptideos foram purificados em sistema de HPLC (Shimadzu, Kyoto, Japdo, EUA)
em coluna carboximetil-18 e a massa monoisotdopica dos mesmos foi confirmada por
espectrometria de massa em aparelho MALDI-TOF/TOF. A tabela 2 mostra as sequéncias

sintetizadas.

Tabela 2 — Sequéncia de peptideos sintetizados

Peptideo Sequéncia MHC
OVA CD4 ILTIRLTAADHRQLQ H2-1Ab
OVA CD8 SIINFEKL H2-Kb

NY-ESO-1 CD4-1 | QAEGAGTGGSTGNAN H2-1Ab

NY-ESO-1 CD4-2 | AGGPGEAGATGGAGP H2-1Ab

NY-ESO-1 CD4-3 | FYLAMPFATPMEAEL H2-IA
NY-ESO-1 CD8-1 TVSGNILTI H2-kb
NY-ESO-1 CD8-2 SCLQQLSLL H2-Db
NY-ESO-1 CD8-3 LLEFYLAM H2-Kb

TSKB18 VNHRFTLV H2-Kb

4.2.8. “Screnning” ex vivo dos peptideos sintetizados para NY-ESO-1

Para selecdo dos melhores peptideos para re-estimulacdo in vitro, foi realizado
protocolo semelhante ao acima descrito para imunizacdo com NY-ESO-1 recombinante, em
que foram comparados os grupos alimen, alimen + NY-ESO-1 e alimen + NY-ESO-1 + CpG

(+). As células do baco dos animais foram submetidas a cultivo de esplendcitos para avaliar a
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producdo de INF-y apds re-estimulacdo com os peptideos. O protocolo detalhado deste

procedimento encontra-se no item 4.2.10.

4.2.9. ELISA

Os soros dos animais submetidos as imuniza¢cdes foram coletados nove dias apds a
ultima imunizagao. Esse soro foi submetido ao método de “Enzyme Linked Immunosorbent
Assay” (ELISA) para avaliacdo da producdo de anticorpos anti-OVA, anti-NY-ESO-1 ou anti-CL-
14 especificos. As placas de 96 pogos foram sensibilizadas com 10 pug/ml de antigeno (OVA,
NY-ESO-1 ou antigeno total de CL-14), bloqueadas com leite em pd (Molico, Nestlé) diluido
em PBS 1X (tampdo fosfato 0,15M pH 7,2). As amostras de soro foram diluidas 1:50 em
tampdo de bloqueio e incubadas por 2 h a 37°C. As placas foram, entdo, lavadas com PBS 1X
contendo 0,5% Tween 20 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e com PBS 1X puro. Em
seguida, foram adicionados os anticorpos secundarios anti-lgG total, anti-IlgG 1 ou anti-IgG
2c (SouthernBiothec, Birmingham, AL, USA) marcados com peroxidase e incubados por 1 h a
37°C. O experimento foi revelado com substrato 3,3',5,5"-Tetrametilbenzidina (TMB) (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA) diluido em tampdo citrato-fosfato pH 5,0, na presenca de
peroxido de hidrogénio (H,0;). A reacdo cromogénica foi paralisada com a adi¢cdo de H,SO4
1:20 e, em seguida, determinada a densidade dptica (O.D.) através da absorbancia a 450 nm,
lidas em espectrofotdmetro de microplacas. Os dados obtidos foram plotados em valores de

O.D.

4.2.10. Cultivo de esplendcitos

Os bagos dos animais submetidos as imunizacdes foram coletados 21 dias apds a
ultima imunizagdo. Para a obtencdo de esplendcitos, os bacos dos animais foram macerados,
lavados em meio de cultura celular RPMI 1640 contendo 5% soro fetal bovino (SFB) e 40
ug/ml antibiético gentamicina (Schering-Plough, Cotia, SP). As células foram centrifugadas a
1200 rpm, 4°C por 10 min e, em seguida, submetidas a lise das hemacias em tampao ACK,
composto de 150mM de NH4Cl, 1mM de KHCO3 e 100uM de Na2-EDTA. Os esplendcitos

remanescentes foram lavados mais 2 vezes em RPMI + 5% SFB, e finalmente, ressuspendidos
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em 1 ml de RPMI 1640 + 10% SFB + 0,2% de sobrenadante de células EL-4 expressando IL-2.
Os esplendcitos foram diluidos em Azul de Tripan 0,4% (Gibco, Grand Island, NY, USA) para

contagem em camara de Neubauer.

Para a cultura, 5x10° esplendcitos foram plaqueados em placas de cultura de 24 pocos
na presenca ou auséncia de peptideos especificos para linfécitos T CD4+, T CD8+ na
concentracdo de 10 uM ou Concanavalina A (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) na
concentragdo de 5 pug/ml. As placas foram mantidas em estufa com 5% CO, a 37°C por 72 h,

para posterior coleta dos sobrenadantes da cultura células e dosagem de citocinas por ELISA.

4.2.11. ELISA de citocinas

Os sobrenadantes das culturas de esplendcitos foram submetidos ao ELISA Sanduiche
para dosagem de IFN-y. O procedimento foi realizado de acordo com manual do kit DuoSet

(R&D Systems, Minneapolis, MN, USA).

4.2.12. Cultivo de linhagens tumorais de melanoma B16 WT e B16 NY-ESO-1

Células da linhagem celular de melanoma B16 foram cultivadas em RPMI 1640
suplementado com 100 IU/ml penicilina, 10 pg/ml estreptomicina, 10% soro fetal bovino
(SFB) inativado, 1 pg/ml tilosina e mantidas em estufa a 37°C e 5% CO,. A linhagem
transgénica, a qual expressa NY-ESO-1, foram adicionados 250 pug/ml de geneticina (Gibco,

Grand Island, NY, USA) para manutencdo do plasmideo de expressao.

4.2.13. Desafio com melanoma B16

Camundongos imunizados foram desafiados com melanoma B16 expressando ou ndao o
antigeno tumoral NY-ESO-1. Cada animal recebeu 5x10* células pela via subcutinea na
regido dorso posterior. O crescimento tumoral foi acompanhado duas vezes por semana, por
um periodo de 40 dias, através da medida dos diametros do tumor. As medidas foram

plotadas com o valor da drea em mm?®. Todos os animais quando apresentaram tumores



Metodologia | 29

medindo 600 mm? foram eutanasiados em camera de CO,. Os animais desafiados foram

acompanhados pelo mesmo periodo, para estabelecimento da curva de sobrevivéncia.

4.3. Caracterizacdao do clone de T. cruzi CL-14
4.3.1. Cultivode T. cruzi

O clone de T. cruzi CL-14 foi mantido em cultivo em meio de cultura LIT (Liver Infusion
Tryptose) suplementado com 10% SFB, penicilina a 100 U/ml e estreptomicina a 100 pg/ml
em estufa de demanda bioquimica de oxigénio (B.0.D.) a 28°C. Os parasitos transgénicos

foram mantidos assim como a clone selvagem, mas na presenca de geneticina a 250 pg/ml.

Para a obtencdo de formas tripomastigotas de cultura e amastigotas extracelulares,
células LLCMK2 mantidas em RPMI suplemento com 5% SFB, penicilina e estreptomicina
foram infectadas com tripomastigotas metaciclicos na proporc¢édo de 5 parasitos/ célula. As
células foram, entdo, mantidas em estufa a 34°C e 5% CO,. No dia seguinte, as culturas foram
tratadas por 24 horas com soro de cavalo para a eliminacdo de possiveis formas
epimatigotas da cultura. Posteriormente, foi restabelecida a cultura com 5% SFB até o
aparecimento de formas tripomastigotas ou amastigotas extracelulares, em torno de 7 a 8

dias apds a infecgdo.

4.3.2. Infecgdo in vivo com T. cruzi em camundongos selvagens e

imunodeficientes

Camundongos C57BL/6 e diversos camundongos deficientes foram infectados com o
clone CL-14 ou com a cepa CL Brener para avaliacdo de parasitemia e mortalidade. Animais
infectados com o clone CL-14 receberam 10 parasitos na forma tripomastigota metaciclica e
animais infectados com a cepa CL Brener receberam 5x10° parasitos na forma
tripomastigota metaciclica. Todos os parasitos foram diluidos em tampdo PBS 1X, e as

infeccOes foram realizadas pela via intraperitoneal.
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4.3.3. Parasitemia e mortalidade em camundongos infectados

Animais infectados com T. cruzi clone CL-14 e cepa CL Brener foram monitorados
quanto a presenga de parasitos na forma de tripomastigota sanguineo. Para tanto, foram
retirados 5 pl de sangue da cauda dos animais e aplicados em lamina de microscopia
cobertas com laminula de 20 x 20 cm. Foram analisados 50 campos com o aumento de 40 X.
O valor da parasitemia foi dado pelo método de Brener (Brener, 1961), no qual se multiplica

o numero de parasitos pelo fator de corre¢ao do microscépio.

4.3.4. Desafio de animais imunizados com o clone CL-14

Animais C57BL/6 infectados com o clone CL-14 foram desafiados com 5x10° parasitos
da cepa CL Brener, na forma tripomastigota sanguinea aos 30 dias apds a infeccdo. Esses
animais foram acompanhados quanto a parasitemia e mortalidade por 30 dias com o intuito

de avaliar protecao.

4.4. Construcao de T. cruzi expressando NY-ESO-1
4.4.1. Clonagens (estratégia)

Com o intuito de gerar T. cruzi do clone CL-14 capazes de expressar o antigeno tumoral
NY-ESO-1, foram realizadas sub-clonagens, em que o gene do NY-ESO-1 foi retirado do
plasmideo pQEINY-ESO-1 (anexo 2) e subclonado em pBluescript para obtencdo dos sitios
de restricao Xbal e Xhol, para posterior inser¢ao no plasmideo pRockNeo utilizado para
transfeccdao dos parasitos. O gene NY-ESO-1 foi retirado do vetor pQE9 e clonado em
pBluescript. Clones de bactérias contendo as construgdes génicas foram selecionados e os
plasmideos resultantes foram purificados, utilizando-se kit Mini-prep ou Maxi-prep (Qiagen,

Hilden, Germany).

Trés construcdes foram desenvolvidas: (a) pRockNY-ESO-1 sem cauda de histidina;
(b) pRockNY-ESO-1 com calda de histidina; (c) pRockNY-ESO-1 com peptideo de sinal da

glicoproteina 63 (gp63).
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Figura 3.1

Representa¢do esquematica do vetor pPROCKNY-ESO-1Neo. Este vetor permite a integracdo
do gene exdégeno no locus do gene da B-tulubina, tem o promotor ribossomal de T. cruzi
seguido pela regido intergénica da proteina ribossomal TcP2b 50 (HX1), que fornece o sitio
de adicdo da sequéncia splice leader para o mRNA do gene NY-ESO-1. Este também contém
a sequéncia intergénica 3’UTR derivada do gene gGAPDH /11, os quais fornecem o sinal para
a poliadenilagdo do gene NY-ESO-1 como também para os sinais de trans-splicing para o
gene de resisténcia a neomicina (NeoR), usado como marcador de selec¢do. Sitios de enzimas
de restricdao: Notl, Xhol, Xbal em vermelho.
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Figura 3.2

Cassete de inser¢dao no genoma do parasito, apos digestdao com Noti.

(A) NY-ESO-1 soluvel sem a cauda de Histidina [NY-ESO-1His(-)], (B) NY-ESO-1 soltdvel com a
cauda de Histidina [NY-ESO-1His(+)], (C) gp63-NY-ESO-1 forma secretada no citoplasma. (D)
pROCKNeo circular contendo NY-ESO-1His(-), NY-ESO-1His(+) ou gp63-NY-ESO-1.

4.4.2. Eletroforese em agarose

O perfil de amostras de DNA foi analisado por eletroforese em gel de agarose 1%
adicionado com SYBR Safe (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) submerso em tampao TAE 1X, com
corrente elétrica constante de 80 V. Apds a corrida, o gel foi fotografado em transiluminador

de luz UV.

4.4.3. Transfeccdo de T. cruzi

Parasitos do clone CL-14 foram transfectados por eletroporagdo, na qual 108 parasitos
na fase de crescimento exponencial foram lavados com PBS 1X, centrifugados e
ressuspendidos em tampao de eletroporacao eletroporagao [tampdo CITOMIX (120 mM KCl;

0,15 mM CaCl2; 10 mM K2HPO4; 2 mM EDTA; 5 mM MgCI2; 25 mM Hepes; pH 7,6) e tampao
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Sacarose (277 mM sacarose; 7 mM KH2PO4; 1 mM MgCl2; pH 7,4). A curveta de
eletroporacdo de 0,2 cm foram adicionados 50 pg do plasmideo previamente digerido com
Notl, ou agua como “mock” e, em seguida, foram adicionados os parasitos. Os parasitos
foram eletroporados a 0.3 KV e 500uF, com dois pulsos com intervalos de 10 segundos,
usando um Bio-Rad gene pulser (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA). O produto da eletroporacao
foi transferido para meio de cultura LIT suplementado com 10% SFB. 24 horas apds a
eletroporacdo, foram adicionados a cultura 250 pg/ml de geneticina para selecdo dos

parasitos transgénicos. O periodo de selecdo durou de 3 a 6 semanas.

4.4.4. Clonagem de parasitos em placas de agar sangue

Parasitos transfectados foram sub-clonados em placas de agar-sangue preparadas
usando 0,75% (p/v) de agarose low melting (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e 2% de
sangue humano desfibrinado misturado com meio LIT contendo 200 pg/ml do antibidtico
G418. O sangue desfibrinado foi obtido pela coleta em tubo estéril, contendo esferas de
vidro que foram manualmente homogeneizadas. Apds solidificacdo do meio em placas de
Petri, estas foram invertidas e incubadas a 37° C por 48h (Gomes et al., 1991). Parasitos nas
concentragdes de 10%, 10® e 10* diluidos em 0,1 ml de meio LIT foram plaqueados e
incubados a 28 °C. Apés cerca de 30 dias, coldnias isoladas foram selecionadas e transferidas

para 1 ml de meio LIT suplementado com G418 em placas de cultura de 24 pogos.

4.4.5. Extracdo de DNA de T. cruzi

Culturas de parasitos, em fase exponencial de crescimento, totalizando 10% células,
foram utilizadas para a extracdo do DNA gendmico. O procedimento foi dividido em trés
etapas: lise celular, desproteinizacdo e precipitacdo do DNA. Na primeira etapa, a cultura foi
transferida para tubos de 15 ml e centrifugada a 2000 x g, a 4° C, por 10 min. Os parasitos
foram lavados duas vezes com tampdo PBS 1x, ressuspensos em solucdo de lise (10mM Tris-
HCI pH 8,0; 100uM EDTA pH 8,0; 20 ug/ml RNAse A, 0,5% SDS) e incubados por 1h a 37° C.
Em seguida, adicionou-se proteinase K para uma concentragdo final de 100 pg/ml e o lisado

foi homogeneizado e incubado a 50° C por 3h. Na segunda etapa, foram adicionados, ao
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lisado, 200uL de fenol e a mistura homogeneizada e centrifugada a 2000 xg por 10 min a 4
°C. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo, onde foram adicionados 200 pL de
fenol:cloroférmio:alcool isoamilico na propor¢cdao 25:24:1. A mistura foi novamente
homogeneizada e centrifugada a 2000xg por 10min por 10min a 4° C. A fase aquosa foi
transferida para outro tubo, onde foram adicionados 200uL de cloroférmio:alcool isoamilico
na proporcao 24:1. A mistura foi homogeneizada mais uma vez, centrifugada a 2000xg por
10min a 4° C, e a fase aquosa foi transferida para outro tubo. Na terceira etapa, foram
adicionados dois volumes de etanol absoluto e NaCl na concentracdo de 0,25M. A mistura
foi homogeneizada, incubada por no minimo 3h a -20° C e centrifugada a 10.000 xg por
15min a 4° C. O sedimento foi lavado por duas vezes em etanol 70% e ressuspenso em 100uL

de H,0 livre de nuclease.

4.4.6. Southern Blot

Aproximadamente 10mg de DNA genémico foram digeridos com enzimas de restricao
BamH| e Sacl. Os fragmentos foram separados em gel de agarose a 0,7%, contendo 0,5
mg/ml de brometo de etidio. Apds a corrida eletroforética, o gel foi desnaturado em tampao
0,25M HCI por 10min, tratado com 0,5N NaOH, 1M NaCl por 30min, neutralizado com
tampao 0,5M Tris-HCl, pH 7,4, 3M NaCl por 30min a temperatura ambiente. Posteriormente,
o gel foi transferido para um sistema de transferéncia por capilaridade onde foi colocado
uma membrana de nylon sobre o gel, varias camadas de papel absorvente, sendo utilizado o
tampdo SSC 10X pH 7,0 (1,5M NacCl, 0,15M C6H5Na307) para possibilitar a transferéncia dos
fragmentos de DNA para a membrana. Apds 12 — 16h de transferéncia, a membrana foi
colocada em um equipamento de crosslinking (Stratagene, Santa Clara, CA, EUA)) para

fixacdao do DNA na mesma.

4.4.7. Preparacao e hibridizagdo das sondas radioativas

A sonda utilizada no ensaio de Southern blot foi preparada a partir da digestdao do
vetor pROCKNY-ESO-1His(-) com a enzima de restricdo Xbal e Xhol para a retirada do

fragmento NY-ESO-1 e de amostras de cDNA amplificadas de plasmideos, contendo genes
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com multiplas cépias de Amastina de T. cruzi. Os fragmento resultantes foram extraidos do
gel, purificados e marcados com [32P] dCTP, conforme protocolo do kit Megaprime DNA
Labelling System (GE, Pittsburgh, PA, USA). A pré-hibridizacdo da membrana foi realizada em
15mL do tampdo Church [1% BSA, 500mM NaH2P0O4, 1mM EDTA e 7% de SDS (Church e
Gilbert, 1984) durante 2h a 50° C. Posteriormente, a sonda desnaturada (5min a 95° C e logo
apds 5min no gelo) foi adicionada a solucdo de hibridizac3o e incubada durante 14h a 65° C.
Ap0s a hibridizacdo, a membrana foi lavada quatro vezes com SSC 2x (300mM NaCl, 30mM
CsHsNas07) e 0,1% de SDS, a temperatura ambiente. Apds a lavagem, a membrana foi
exposta em sistema “Storage Phosphor Autoradiography” de revelagao para leitura no

Scaner Typhoon (GE, Pittsburgh, PA, USA).

4.4.8. Western Blot

Para a realizacdo de Western Blot, 10’ parasitos na forma epimastigota foram lavados
em PBS 1X e ressuspendidos em tampao de amostra 1 X para Gel SDS PAGE. As amostras
foram aquecidas a 96°C por 5 minutos e aplicadas em gel SDS PAGE 15%. Apds a corrida, as
amostras foram transferidas para membrana de nitrocelulose e bloqueadas de um dia para o
outro em tampdo de bloqueio, contendo 5% de leite em pd, 0,01% de Teween 20 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, EUA), diluidos em PBS 1X. No dia seguinte, as membranas foram
incubadas com anticorpos primarios (anti-NY-ESO-1 1:3000, anti-His tag 1:4000 ou soro de
animais imunizados 1:50) por 2 horas a temperatura ambiente, sob agitacdo. Em seguida,
foram lavadas 3 vezes com PBS 1X, contendo 0,05% Tween 20 e incubadas por 1 hora com
anticorpo secundario anti-mouse IgG total — HRP diluido 1:3000. Apds a incubacdo, as
membranas foram lavadas 3 vezes com tampao de bloqueio, 3 vezes com PBS Tween e,
finalmente, 3 vezes com PBS 1X. A revelacdo foi realizada apds a aplicacdo de ECL Plus na
membrana, de acordo com as instru¢des do fabricante e, posteriormente, escaneada em

Scaner Storm (GE, Pittsburgh, PA, USA).
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4.4.9. Microscopia confocal

Os parasitos transgénicos assim como a forma selvagem, foram submetidos a
microscopia confocal para detectar a expressdao da proteina NY-ESO-1 pelo parasito. Para
tanto, formas epimastigotas, tripomastigotas metaciclicas, amastigotas extracelulares e
tripomastigotas de cultura celular foram fixadas com paraformaldeido 2%, lavadas com PBS
1X e aplicadas em laminas de poli-L-lisina para aderéncia celular. No dia seguinte as
amostras foram reidratadas, permeabilizadas com 0,1% Triton X-100 (Sigma-Aldrich, St.
Louis, MO, EUA) e bloqueadas por 1 hora com PBS 1X com 5% SFB. Em seguida, foram
incubadas com anticorpos primarios (anti-NY-ESO-1 1:1000 ou anti-His tag 1:1000) por 1
hora. Antes e apds a incubacdo com o anticorpo secundario Alexa 488 anti-mouse 1gG total,
as laminas foram lavadas 5 vezes com tampdo de bloqueio. Como Uultima etapa, foi
adicionado Vectashield (Vector Laboratories, Burlingame, CA, USA), antes da colocagdo da

lamilula.

As laminas foram analisadas em microscopio laser confocal LSM Zeiss com laser de
358 nm para o nucleo corado por DAPI e 488 nm para deteccdo da proteina NY-ESO-1 e da
imagem transmitida (DIC). As imagens foram adquiridas ao aumento de 63X com “crop” e

formatadas pelo software Zeiss LSM Image Browser.

4.5. Avaliacao da capacidade das formulagdes vacinais desenvolvidas, em induzir

resposta celular em células de humanos

4.5.1. Imunohistoquimica de linhagens de melanomas humanos infectados com

T. cruzi

Linhagens de melanomas derivadas de pacientes humanos, SK-MEL-149 e SK-MEL-19
foram plaqueadas em laminas de microscopia, contendo quatro cdmeras de contencao e,
posteriormente, infectadas com os parasitos transgénicos, assim como o clone selvagem.
Dois dias apds a infecgdo, as células foram lavadas com PBS 1X, fixadas com 10% formalina e
permeabilizadas com 0,1% de Triton X-100 para realizacdo do protocolo de

imunohistiquimica. Para tanto, foi utilizado o kit PowerVision Poly-HRP (Leica Biosystems
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Newcastle, Inglaterra) e como anticorpo primario foi utilizado anti-NY-ESO-1 na

concentrag¢do de 1,5 pg/ ml. As laminas foram documentadas no aumento de 40X.

4.5.2. Separacao de PBMC de amostras de sangue humano

Amostras de sangue de doadores saudaveis obtidas sob consentimento dos mesmos
no “New York Blood Center” foram utilizadas para obtencdo de células mononucleadas do
sangue periférico (PBMC). Para tanto, foi realizada extragdo com Ficoll-Paque sob
centrifugacdo a 1800 rpm, por 30 min. Apds a centrifugacdo, foi retirado o anel de linfdcitos
e transferido para novo tubo, onde foi lavado por trés vezes com RPMI. Ao término do
procedimento, as células foram contadas e submetidas a separacdo de linfécitos T CD8+ e T
CD4+ por meio de esferas magnéticas Dynalbeads (Invitrogen). O protocolo foi seguido como
manual do fabricante. Os linfécitos foram plaqueados em placas de 96 pogos com fundo
conico em meio de cultura RPMI suplementado com 10% soro humano-AB inativado
(Mediatech, Manassas, VA, EUA) e mantidos de um dia para o outro em estufa a 37° Ce 5%

CO..

Paralelamente, células totais PBMC foram infectadas com Epstein-Barr rvirus (EBV)
para obtencdo de linfécitos B imortalizados para serem utilizados como células
apresentadoras de antigenos (APC) nos ensaios de ELISPOT. A cada 10’ células foram-se
adiconados 500 pl de sobrenadante de células infectadas com EBV e 2 pug/ml de ciclosporina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA). A cultura foi repicada a cada 5 dias para manutencdo da

cultura.

4.5.3. Sensitizagdo in vitro de linfécitos T CD4+ e T CD8+

Células CD4-/CD8- provenientes da separacdo com as esferas magnéticas foram
infectadas com os parasitos transgénicos ou com o clone selvagem, na proporc¢ao de 30
parasitos/ célula. Estas foram mantidas de um dia para o outro em tubos de criopreservacao
a 37° C. No dia seguinte, as células foram irradiadas com 30 Gy e, posteriormente, lavadas
trés vezes com meio de cultura Ex-vivo 15 (Lonza, Rockland, ME, EUA). 10° células de cada

infeccdo, separadamente, foram plaqueadas com 5 x 10° linfécitos T CD4+ e T CD8+, também
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separadamente, em um volume final de 250 pl, em meio Ex-vivo 15. 6 horas apds o
plagueamento da co-cultura, foram-se retirados 125 ul do sobrenadante e adicionado 125ul
de meio Ex-vivo 15 suplementado com 10 IU/ml de IL-2 (Roche Applied Science, Penzberg,
Alemanha) e 20 ng/ml de IL-7 (R&D Systems, Minneapolis, MN, USA). A cada 4 dias, a

metade do meio de cultura foi trocado, como descrito.

4.5.4. ELISPOT

Para a realizacdo do ensaio de “Enzyme-linked immunosorbent spot” (ELISPOT), no
primeiro dia, placas de cultura celular MultiScreen - HA (Millipore) de 96 pocos foram
sensibilizadas com anticorpos de captura anti-IFN-y de um dia para o outro a 4°C.
Paralelamente, 10° linfécitos B-EBV modificados como APCs foram pulsados com um “pool”
de peptideos que percorrem toda a sequéncia da proteina NY-ESO-1 ou com Folwpox virus

selvagem ou FolwpoxNY-ESO-1.

No dia seguinte, as placas foram lavadas com PBS 1X, bloqueadas com RPMI + 10% SAB
por 2 h e lavadas trés vezes com meio de cultura RPMI. Em seguida, 5 x 10* de cada linfécitos
T (CD4+ ou CD8+) e 5 x 10" de cada APCs, previamente lavadas com RPMI, foram plaqueados
por poco. As placas foram mantidas em estufa por 24 h, com 5% CO, a 37°C. Este
procedimento foi realizado nos dias 8 e 13, apds a co-cultura de linfocitos e APCs infectadas

para os linfécitos T CD8+ e nos dias 20 e 24 para linfécitos T CD4+.

Ap06s o periodo de cultivo, as células foram descartadas, as placas lavadas com PBS
tween 20 e incubadas por 2 h com anticorpo biotinilado anti-IFN-y. Em seguida, foram
novamente lavadas e incubadas com streptavidina-ALP (Roche Applied Science, Penzberg,
Alemanha) por 1 h. O ensaio foi revelado com substrato BCIP/NTB diluido em agua. A reagdo
cromogénica foi paralisada com agua corrente. Os spots foram quantificados em leitor de

ELISPOT ImmunoSpot (CTL).
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4.5.5. Citometria de fluxo para avaliacdo de linfocitos CD8+/ tetramero+

Linfécitos T CD8+ anteriormente e 13 dias apds a pressensitizacdo foram avaliados
quanto a capacidade de se ligarem ao HLA-0201, apresentando o peptideo SLLMWITQC -
ESO 157165, derivado da sequéncia de NY-ESO-1. Para tanto, as células foram marcadas com
mAb anti-CD8+ PerCPe 1:100 (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) e com 0,25 ug do
tetramero (LICR Facility — Suica). 20.000 eventos foram coletados em FACScalibur e

analisados por meio do software FlowlJo.

4.6. Avaliar a capacidade dos parasitos transgénicos de induzir resposta imune anti-

NY-ESO-1
4.6.1. Imunizac¢ao de animais com T. cruzi transgénicos

Infeccbes com a clone CL-14 ou seus transgénicos foram realizadas com o indculo de
10’ parasitos por animal na forma tripomastigota metaciclica via intraperitonial. Na ocasido
das infec¢des com o intuito de imunizagcao, foram realizadas duas infecgdes equivalentes,
sendo a segunda 30 dias apds a primeira. Ao 15° dia apds a segunda imunizac¢3o, os animais
foram sangrados pelo plexo orbital para realizagdao de ELISA anti-IgG presente no soro. Ao
21° dia, também apds o reforco, os animais foram sacrificados para retirada do baco para se

avaliar a resposta celular.

4.6.2. Avaliagao da resposta celular

Com intuito de avaliar a resposta celular foram realizados cultivos de esplendcito para
guantificacdo de citocinas do sobrenadante das culturas, assim como descrito no tépico

4.2.13, além de citometria de fluxo, como se segue.

4.6.2.1. Citometria de fluxo para avaliagdo de linfocitos CD8+/ tetramero+

Células derivadas do baco de animais imunizados com T. cruzi foram submetidas a

citometria de fluxo para avaliagao da populagdao CD8+, responsiva aos tetrameros, contendo
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peptideos TSKB18 ou NY-ESO-1 CD8. Para tanto, 10° células do baco foram marcadas com
0,25 pg de tetramero PE (LICR facility — Suica), anti- CD3 Cy5 1:200 e anti- CD8 FITC 1:100 (BD
Biosciences Pharmingen, San Diego, CA) . 200.000 eventos foram coletados em FACScalibur e

analisados por meio do software FlowlJo.

4.7. Avaliar a capacidade protetora induzida pela imunizagdo com parasitos

transgénicos

Animais vacinados com os parasitos transgénicos e seus controles negativos foram
desafiados ao 21° dia apds a segunda imunizagdo. Cada animal recebeu 5 x 10 células do
melanoma B16 ou da linhagem transgénica B16-NY-ESO-1. O crescimento tumoral foi
acompanhado por 40 dias, por meio da medida do diametro dos tumores. Os dados foram
plotados em valores de mm?. Todos os animais, guando apresentaram tumores medindo

2 . A
600 mm°*, foram eutanasiados em camera de CO,.

4.8. Avaliar a capacidade imunoterapéutica dos parasitos transgénicos
4.8.1. Cultivo de linhagens tumorais CMS5a e CT26

Células das linhagem tumorais CMS5a e CT26 foram cultivadas em RPMI 1640
suplementado com 100 IU/ml penicilina, 10 pg/ml estreptomicina, 10% soro fetal bovino
(SFB) inativado, 1 pg/ml tilosina e mantidas em estufa a 37°C e 5% CO,. A linhagem
transgénica CMS5a-NY-ESO-1 foram adicionados 7,5 pg/ml do antibidtico puromicina
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) e a linhagens CT26-NY-ESO-1 foram adicionados 250 pg/

ml de geneticina.

4.8.2. Tratamento de animais previamente desafiados com linhagens tumorais

Camundongos fémeas de Balb/c com idade de 6 semanas foram desafiados com 1 x
10° células de CT26, CT26NY-ESO-1, CMS5a ou CMS5aNY-ESO-1. No dia seguinte ao desafio,

0s mesmos animais receberam como tratamento 200yl pela via intraperitoneal de PBS, 10’
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parasitos CL-14WT, CL-14NY-ESO-1His+ ou CL-14NY-ESO-1gp63. Outros dois tratamentos
equivalentes foram administrados com intervalos de 5 dias. O crescimento tumoral foi
acompanhado por 40 dias, por meio da medida do didametro do tumor. Os dados foram
plotados em valores de mm?. Todos os animais, quando apresentaram tumores medindo
600 mmz, foram eutanasiados em camera de CO,. Paralelamente, foi feito acompanhamento

da sobrevivéncia dos animais desafiados.

4.9. Plotagem de dados e estatistica

Todos os graficos gerados foram plotados utilizando o software GraphPad Prism 5
(GraphPad, La Jolla, CA, EUA), por meio do qual também foram feitas as estatisticas dos

dados, utilizando os métodos adequados para cada situacao.
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5. RESULTADOS
5.1. Caracterizagdo de moléculas agonistas de TLRs derivadas de T. cruzi como

adjuvantes imunoldgicos

Com o intuito de caracterizar agonistas de TLRs derivados de T. cruzi, foram realizadas
imunizacbes em animais C57BL/6, os quais receberam trés doses de solugBes contendo
alimen, OVA e agonistas de TLRs. Inicialmente, GIPLs derivados de T. cruzi (GY — derivado da
cepa Y e GTH — derivado da cepa Taluhen) foram comparados com GIPL de Cryptococcus
neoforms (CN3501), MPL A e Pam3Cys. A producdo de anticorpos OVA especificos e
producdo de IFN-y especificos foram avaliadas e demonstradas na figura 5.1. Os dados da
figura A mostram que todas as formulacdes contendo agonistas de TLRs foram capazes de
induzir a producdo de IgG2c, isotipo caracteristico de resposta imunolégica tipo 1. Quanto a
IgG toatal e IgG1, todos os grupos contendo OVA foram capazes de produzir anticorpos OVA-
especificos, o que normalmente é propiciado pela adicdo do alimen ao antigeno. Na figura
B, observa-se que os controles MPL e Pam3Cys sao capazes de induzir produgao de INF-y por
linfocitos T CD4+ e T CD8+ OVA-especificos. No entanto, os trés GILPs testados sdo capazes
de induzir produgdo de IFN-y OVA-especificos, apenas pelas células T CD4+. Observa-se,
também, que dentre os GIPLs testados, sugere-se uma tendéncia do GY como melhor

imunoestimulador do que os demais.
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Figura 5.1

Avaliagdo de reposta imune induzida por imunizagdo com agonistas de TLR2 e TLR4.
Animais C57BL/6 foram imunizados em duas doses com formulagdes contendo alimen, OVA
e agonistas de TLR2 e TLR4. (A) Producdo de anticorpos IgG total, 1gG1 e I1gG2c anti-OVA
presente no soro dos animais foi avaliada por ELISA. (B) Esplendcitos de camundongos
imunizados foram re-estimulados com peptideos T CD4+ e T CD8+ OVA-especificos e a
producdo de IFN-y apds 72h de cultivo foi quantificada por ELISA anti IFN-y.

Comparativamente com CpG ODN tido como controle positivo, CpGs derivados do
genoma de T. cruzi (CpG B344, B297 e B128) foram utilizados em protocolos de imunizacado
para avaliar a capacidade imunoestimulatdria dessas moléculas. Assim como no dado
anterior, foi avaliada a producdo de anticorpos OVA-especificos e a producdo de IFN-y OVA-
especificos (Figura 5.2). No dado mostrado na figura A, observamos que as formulacgdes
contendo agonistas foram novamente capazes de induzir IgG2c, o que ndo ocorre quando
misturado OVA somente com alimen. IgG toatal e IgG1 foi produzido por animais de todos
os grupos que receberam o antigeno. A figura B mostra que todos os CpGs testados

induziram producdo de IFN-y OVA-especifica, tanto por linfocitos T CD4+ quanto T CD8+.
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Figura 5.2.

Avaliagdo de reposta imune induzida por imunizacdo com agonistas de TLR 9. Animais
C57BL/6 foram imunizados em duas doses com formula¢des contendo alimen, OVA e
agonistas de TLR9. (A) Producdo de anticorpos IgG total, IgG1 e 1gG2c anti-OVA presente no
soro dos animais foi avaliada por ELISA. (B) Esplendcitos de camundongos imunizados foram
re-estimulados com peptideos T CD4+ e T CD8+ OVA-especificos e a producdo de IFN-y apds
72h de cultivo foi quantificada por ELISA anti IFN-y.
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Sele¢ao de peptideos como fungao de epitopos para linfocitos T. Peptideos preditos por
meio de programas de predicdo in silico foram sintetizados para serem avaliados in vitro. (A)
Animais C57BL/6 imunizados com formula¢des contendo NY-ESO-1 tiveram seus bagos
retirados para cultivo das células do mesmo sob re-estimulacdio com os peptideos
sintetizados e posteriormente foi feito ELISA anti-INF-y com o sobrenadante das culturas. (B)
O esquema ilustra os peptideos selecionados para experimentos futuros.

Apdbs a caracterizacdo de protocolos de imunizacao utilizando OVA como antigeno
abundante, foram entdo iniciados protocolos de imuniza¢do, utilizando o antigeno tumoral
NY-ESO-1. No entanto, foi preciso selecionar os epitopos para linfocitos T CD4+ e T CD8+
para uma avaliacdo mais precisa da resposta imunoldgica. Para tanto, células do baco de
animais imunizados com formulagdes contando NY-ESO-1 foram re-estimuladas com os
peptideos para selecdo in vitro dos mesmos. Os dados de quantificacdo de IFN-y do
sobrenadante das culturas indicaram que os peptideos CD4-3, CD8-1 e CD8-3 foram capazes

de induzir produgdo de citocina.

Uma vez caracterizados os agonistas de TLRs derivados do parasito T. cruzi, foram
selecionados com base nos dados acima mostrados o GIPL da cepa Y (GY) e o CpG B344 para
exprimentos de imunizagdo com o antigeno tumoral NY-ESO-1. Para tanto, foram realizadas

imunizagBes utilizando agonistas controle como o CpG (+) e o MPL comparativamente com
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GY, CpG B344, ou combinacbes desses, em formulagcdo com o NY-ESO-1. A figura 5.4 ilustra
resposta humoral e celular anti-NY-ESO-1. Os dados de resposta humoral (A) sdo coerentes
com aqueles encontrados quando utilizado o antigeno OVA. Ja nos dados de produgdo de
IFN-y, observa-se, que os controles e as formula¢cdes contendo CpG B344 foram bons
indutores de IFN-y, no entanto, os grupos contendo somente o GIPL ou a combinagdo GY e

MPL ndo foram capazes de induzir IFN-y em niveis satisfatorios.
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Figura 5.4

Avaliagdo da resposta imune induzida por imuniza¢dao com o antigeno tumoral NY-ESO-1.
Animais C57BL/6 foram imunizados em duas doses com formulacdes contendo alimen, NY-
ESO-1 e agonistas de TLRs. (A) Producdo de anticorpos IgG total, 1gG1 e IgG2c anti-NY-ESO-1
presente no soro dos animais foi avaliada por ELISA. (B) Esplendcitos de camundongos
imunizados foram re-estimulados com peptideos T CD4+ e T CD8+ NY-ESO-1-especificos e a
producdo de IFN-y apds 72h de cultivo foi quantificada por ELISA anti IFN-y.

Uma vez avaliada a capacidade de induzir resposta imune NY-ESO-1 especifica,
camundongos C57BL/6 foram submetidos ao mesmo protocolo de imunizagdo e,
posteriormente, desafiados com 5 x 10* células de melanoma B16 expressando ou ndo NY-
ESO-1. O crescimento tumoral foi avaliado duas vezes na semana por um periodo de 40 dias
(Figura. 5.5). Neste dado, observa-se que as formula¢des contendo o CpG de T. cruzi B344

foram mais eficientes em retardar o crescimento tumoral, do que os controles positivos.



Resultados| 47

B16-WT

B16-NY-ESO-1
500-
5001 @ Alimen
-@- Alimen + NY-ESO-1
M Alimen + NY-ESO-1 + CpG (+)
—A- Alimen + NY-ESO-1 + MPL
W= Alumen+ NY-ESO-1 + CpG B344
©- Alimen + NY-ESO-1 + GIPL GY
B Alimen + NY-ESO-1+GY+CpG B344
= <A Alimen+ NY-ESO-1+ MPL+CpG B344
& Alimen + NY-ESO-1 + MPL + GY

400+ 4004

300 300

2004 i
2009 P<0.001

Medida do tumor (mm?)

100 1001

0 . meams2
0 13 15 18 22 25 29 33 37 40 0 8 10 13 15 18 22
Dias apés o desafio

Figura 5.5

Acompanhamento do crescimento tumoral apds vacinagdo com formulagées contendo o
antigeno NY-ESO-1. Animais vacinados com as formula¢Ges contendo alimen, NY-ESO-1 e
agonistas TLRs foram desafiados com 5x10* células de melanoma B16, expressando ou n3o o
antigeno tumoral NY-ESO-1. (A) O crescimento tumoral foi medido por 90 dias. (B) Os
animais que receberam melanoma B16-NY-ESO-1 foram monitorados também quanto a
porcentagem de sobrevivéncia apds o desafio.

5.2. Caracterizacdo do clone de T. cruzi CL-14 quanto a sua nao patogenicidade

Visando a utilizacdo do clone CL-14 como vetor vacinal, animais selvagens e deficientes para
diversas moléculas fundamentais para o perfeito funcionamento do sistema imune (INOs'/',
Rag"/", CD8'/", TRIF'/', MyD88'/', IL-127" e IFN—y'/') foram infectados com o clone CL-14 para
verificar-se a parasitemia e mortalidade. Os dados mostram que somente os animais Rag’/' e
IFN”" ndo foram capazes de controlar a parasitemia e impedir mortalidade (Figura 5.6). No
restante dos animais ndo foram encontrados parasitos em circulacido e nenhum deles

apresentou mortalidade, o que confirma a baixa viruléncia do clone.
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Figura 5.6

Monitoramento da parasitemia e mortalidade de animais infectados com o clone CL-14.
(A) Camundongos C57BL/6 e imunodeficientes infectados com formas tripomastigotas
metaciclicas do clone CL-14 foram monitorados por 30 dias quanto a parasitemia (A) e
mortalidade (B).

Complementarmente, animais selvagens vacinados ou nao com o clone CL-14 foram
desafiados ao 30° dia apds a imunizacdo com o clone. Para o desafio, cada animal recebeu
5x10° tripomastigotas sanguineos da cepa CL Brener pela via intraperitoneal. Durante 30
dias foi feito o acompanhamento da parasitemia e da mortalidade. Os dados mostraram que
animais vacinados com o clone ndo patogénico sdo capazes de proteger animais contra um

seguinte desafio (figura 5.7).
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Figura 5.7

Monitoramento da parasitemia e mortalidade de animais vacinados com o clone CL-14 e
posteriormente desafiados com a cepa CL Brener. Camundongos C57BL/6 vacinados com o
clone CL-14 foram desafiados com a forma tripomastigota sanguinea da cepa CL Brener.
Estes foram acompanhados por 30 dias quanto a parasitemia e mortalidade.
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5.3. Obtencdo de parasitos do clone CL-14 expressando o antigenos tumoral NY-

ESO-1

Uma vez estabelecida a baixa viruléncia do clone CL-14 foram entdo iniciadas as
construcdes dos plasmideos pRockneo com a inser¢cdo do gene codificante para NY-ESO-1
para transfeccdo em T. cruzi. Foram realizadas trés construcdo génicas como proposto na
metodologia (item 4.4.1), sendo duas em que o antigeno tumoral ficara soluvel, contendo ou
nao a cauda com seis residuos de histidina [pROCKNY-ESO-1His(+); pPROCKNY-ESO-1His(-)] e a
outra que contém o peptideo sinal da glicoproteina de 63 kDa (gp63) para direcionar a
secrecao de NY-ESO-1 no citoplasma do parasito. Todas as construcdes génicas elaboradas
foram inseridas no vetor pPROCKNeo. Este vetor foi desenhado para permitir a integracao de
um gene exégeno por recombinacdo homodloga no locus da tubulina, o qual contem um
grande arranjo de cdpias alternativas dos genes a- e B-tubulina. Além disso, esse vetor
também contém sequéncias derivadas das regides flanqueadoras da gliceraldeido 3-fosfato
dehidrogenase glicosomal (gGAPDH), permitindo a expressdo constitutiva do gene exdégeno
em todas as formas do parasito (DaRocha et al., 2004b). O gel que comprova a presenca do
inserto, contendo a regido codificante para NY-ESO-1 nas trés diferentes construgdes,

encontra-se na figura 5.8.
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Figura 5.8

Perfil de restricdo das construgdes génicas. Cerca de 100ng do vetor pROCKNY-ESO-1His(-)
ou His(+) e pROCKgp63NY-ESO-1 foram digeridos com as enzimas de restricdo Xbal e Xhol,
Notl, a 37° C por 2h. Os produtos das reacdes de digestdo foram analisados em gel
de agarose a 1% corados com SYBR Safe. M: marcador de DNA de 1kb; (-): pROCKNY-ESO-
1His(-); (+): pPROCKNY-ESO-1His(+); s: pPROCK-gp63-NY-ESO-1.
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Apbs confirmacdo da presenca do inserto e checagem da sequéncia por
sequenciamento de nucleotideos, os plasmideos foram linearizados com a enzima de
restricdo Notl para eletroporacdo dos parasitos. Apds a transfeccdo e posterior periodo de
selecdo com o antibidtico geneticina, foram realizados experimentos para caracterizacdo dos
T. cruzi trasgénicos. A figura 5.9 mostra a integracdo dos cassetes de expressdo no genoma
do parasito, por meio do ensaio de Southern blot. Na figura 5.10 observa-se a expressdo da
proteina NY-ESO-1 pelos parasitos transgénicos por Western blot do lisado de parasitos para
as construcGes sem e com cauda de histidina e da analise do sobrenadante da construcdo
contendo o peptideo de sinal da gp63. Finalmente, observa-se na figura 5.11 a expressao da
proteina por meio da técnica de microscopia confocal para cada um dos parasitos

transgénicos e do selvagem.
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CL-14-NY-ESO-1gp63

Figura 5.9

Integracdo do gene hibrido no genoma de epimastigota de CL-14: Cerca de 10ug do DNA
gendmico de epimastigotas de CL-14 selvagem ou transfectado foram digeridos com as
enzimas BamH | e Sac | a 370C por 12h. Os produtos da reacdo foram analisados em gel de
agarose a 0,7%, corado com brometo de etidio. Membrana de ndilon hibridizada, por meio
da técnica de Southern Blot, com uma sonda de 543pb do NY-ESO-1 digerido com Xbal e
Xhol marcada com 32P. Canaletas B: digestdo dos DNAs com BamH]; S: digestdo com Sacl.
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Figura 5.10

Andlise da expressao de NY-ESO-1 por Western Blot: Apds a selecdo em meio LIT contendo
G418, 10° parasitos transfectados, estes foram submetidos a eletroforese em condicdes
desnaturantes SDS PAGE a 15%. As proteinas resultantes foram transferidas para
membranas de nitrocelulose incubadas com anticorpos monoclonais anti-NY-ESO-1 e anti-
His tag. (0): E. coli expressando NY-ESO-1; (1) cultura de CL-14 selvagem; (2) CL-14-NY-ESO-
1His(+); (3) CL-14-NY-ESO-1His(-); sobrenadante da cultura de CL-14NY-ESO-1gp63SP; (5)
lisado da cultura de CL-14NY-ESO-1gp63SP.
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Figura 5.11

Expressao da proteina NY-ESO-1 nos trés clones transgénicos. Microscopia confocal dos
parasitos transgénicos CL-14-NY-ESO-1His(-), CL-14-NY-ESO-1His(+), CL-14NY-ESO-1gp63,
comparados com o clone CL-14 WT na forma infectante tripomastigota metaciclico.
PreparacOes utilizando anticorpos anti-NY-ESO-1 e anti-His tag foram realizadas para
distincdo das construcdes com ou sem cauda de histidina. Em verde observa-se a proteina
NY-ESO-1, em azul o nucleo corado com Dapi, em cinza a imagem transmitida (Dic).
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Além de identificar a expressdo da proteina na forma infectante tripomastigota
metaciclica, também foi realizada microscopia confocal nos quatro estagios de diferenciacdo
do parasito, nos quais foi possivel comprovar a expressao persistente da proteina durante o

ciclo celular do parasito (figura 5.12)
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Expressao da proteina NY-ESO-1 nas quatro fases do ciclo celular do parasito. Microscopia
confocal do parasito transgénico CL-14-NY-ESO-1His(+) nas formas epimastigota,
tripomastigota metaciclico, amastigota extracelular e tripomastigota de cultura. Em verde,
observa-se a proteina NY-ESO-1, em azul, o nucleo corado com Dapi, em cinza, a imagem
transmitida (Dic).

Figura 5.12

5.4. Avaliacdo da capacidade dos parasitos expressando NY-ESO-1 em induzir
resposta imune em modelo humano in vitro

Células humanas de melanoma SK-MEL-52, as quais possuem expressao constitutiva de
NY-ESO-1, foram usadas, como controle positivo, ao serem comparadas com células SK-MEL-
149, que ndao expressam esse antigeno tumoral, apds infec¢do com os parasitos
transgéncicos. Afim de avaliar a expressdao do antigeno por amastigotas intracelulares, foi
realizado imunohistoquimica anti-NY-ESO-1. Observa-se na figura 5.13, que os parasitos CL-
14-NY-ESO-1His(+) concentram a proteina dentro de si, enquanto que os parasitos CL-14-NY-
ESO-1gp63 liberam a proteina para o citoplasma da célula hospedeira, gerando uma

coloragdo dispersa no mesmo.
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Figura 5.13

Expressao de NY-ESO-1 por parasitos transgénicos, apds infeccao em células de melanoma
humanos. SK-MEL-52 — célula que expressa NY-ESO-1 constitutivamente. SK-MEL-149 —
célula que nao possui expressdao de NY-ESO-1. Esta foi infectada com CL-14, CL-14-NY-ESO-
1His(+) e CL-14-NY-ESO-1gp63. Imunohistoquimica anti-NY-ESO-1 foi desenvolvida para
avaliacdo da expressdo de NY-ESO-1.

Uma vez bem caracteriza a expressao de NY-ESO-1 por meio de métodos de biologia
molecular e biologia celular, foi avaliada a resposta imune induzida por protocolos de
pressensitizacdo, onde células APCs foram infectadas com parasitos CL-14 selvagem, CL-14-
NY-ESO-1His(+) e CL-14-NY-ESO-1gp63. No dia seguinte, essas células foram irradiadas e
colocadas em co-cultura com linfocitos T CD4+ ou T CD8+, visando a apresentacdo de
antigeno, para posterior avaliacdo da resposta imune. Nas semanas que se seguiram, foram
realizados experimentos de ELISPOT para verificar a inducdo de producao de IFN-y mediada
pelos parasitos. Foram avaliados dois doadores separadamente (NC235 e NC236). Na figura
5.14, observa-se que os parasitos que expressam NY-ESO-1 foram capazes de induzir
producdo de IFN-y pelas células CD4+, quando re-estimuladas com APCs infectadas com o

|II

virus Fowlpox expressando NY-ESO-1 ou pulsadas com um “pool” de peptideos sobrepondo

toda a sequéncia de NY-ESO-1.
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Figura 5.14

Produgdo de IFN-y por linfocitos T CD4+, apds protocolos de pressensitizagao. Células T
CD4+ dos doadores NC235 e NC236 foram submetidas a ELISPOT para quantificacdao de
células produtoras de IFN-y apds protocolos de pressensitizagdo com APCs infectados com T.
cruzi expressando NY-ESO-1.

Linfécitos T CD8+ empregados no mesmo protocolo de ELISPOT foram capazes de
produzir IFN-y quando re-estimulados com APCs infectadas com o virus Fowlpox
expressando NY-ESO-1, pulsadas com “pool” de peptideos ou com peptideo NY-ESO-1
especifico para o HLA-A*0201, como mostrado na figura 5.15.
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Figura 5.15

Producao de IFN-y por linfécitos T CD8+, apds protocolos de pressensitizagdo. Células T
CD8+ dos doadores NC235 e NC236 foram submetidas a ELISPOT para quantificacdo de
células produtoras de IFN-y apds protocolos de pressensitizacdo com APCs infectados com T.
cruzi expressando NY-ESO-1.
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Paralelamente, aliquotas de linfécitos T CD8+, antes da co-cultura com APCs (Ex-Vivo)
e apos 13 dias de cultura, foram avaliadas quanto a frequéncia de células CD8+/tetramero+
para o epitopo de HLA-A*0201 de NY-ESO-1. A figura 5.16, mostra que ambos os doadores
apresentaram aumento da frequéncia de células duplo-positivas apds 13 dias de

pressensitizacao.
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Figura 5.16

Avaliagao da frequéncia de células T CD8+/ NY-ESO-1+. Linfocitos T CD8+ foram marcados
com anticorpo anti-CD8 e tetramero, contendo epitopo para NY-ESO-1. Amostras antes (Ex-
vivo) e apds protocolo de pressensitizagdo (Dia 13) foram avaliadas quanto a frequéncia de
células duplo positivas.
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5.5. Avaliacdo da capacidade dos parasitos expressando NY-ESO-1 em induzir
resposta imune em modelo murino

Imunizagdes com parasitos expressando NY-ESO-1 foram realizadas a fim de avaliar a
capacidade dos mesmos de induzir resposta imune antigeno-especifica. O soro dos animais
imunizados foi utilizado para verificar a producao de anticorpos especificos anti-NY-ESO-1
(Figura 5.17). Observa-se, nesta figura, que foi possivel detectar a proteina NY-ESO-1
recombinante pelo soro dos animais, quando verificados por Western Blot, e para os trés
isotipos de IgG testados. Neste ultimo, verifica-se uma tendéncia a resposta imunoldgica do

tipo 1, devido a alta producao de isotipo IgG2c.
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Figura 5.17

Resposta humoral anti-NY-ESO-1 induzida por vacinagdo com parasitos transgénicos.
Animais C57BL/6 imunizados com duas doses de 10’ parasitos foram analizados quando a
inducdo de resposta NY-Eso-1 especifica. Com o intuito de avaliar a producao de anticopos
anti-NY-ESO-1, (A) foi realizado Western Blot e (B) ELISA anti-IgG total, 1gG1 e IgG2c contra a
proteina recombinante.

A resposta celular induzida por esses protocolos de imuniza¢des foi medida 21 dias
apds a segunda imunizac¢do (figura 5.18). No mesmo dia, animais foram desafiados com
5x10* células de melanoma B16, expressando ou n3o o antigeno tumoral. O crescimento
tumoral foi acompanhado por 90 dias (figura 5.19), assim como a porcentagem de
sobrevivéncia. Os dados aqui apresentados mostram que os parasitos transgénicos foram
capazes de induzir resposta imune e inibicdo tumoral especificas para o antigeno NY-ESO-1,

assim como o aumento da sobrevida.
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Figura 5.18

Resposta celular anti-NY-ESO-1 induzida por vacinagdo com parasitos transgénicos.
Animais C57BL/6 foram imunizados em duas doses com parasitos transgénicos e seus
controles. Esplendcitos de camundongos imunizados foram re-estimulados com peptideos T
CD4+ e T CD8+ NY-ESO-1-especificos e TSKB-18 como controle da resposta anti-CL-14. A
producdo de IFN-y apds 72h de cultivo foi quantificada por ELISA anti IFN-y.
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Figura 5.19

Acompanhamento do crescimento tumoral apds vacinagdo com parasitos transgénicos.
Animais imunizados com os parasitos transgénicos e seus controles foram desafiados com
5x10* células de melanoma B16, expressando ou n3o o antigeno tumoral NY-ESO-1. (A) O
crescimento tumoral foi medido por 90 dias. (B) Os animais que receberam melanoma B16-
NY-ESO-1 foram monitorados também quanto a porcentagem de sobrevivéncia apds o
desafio.
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5.6. Comparacao entre protocolos de imunizagdo empregando formulagoes
contendo a proteina recombinante NY-ESO-1, com os vetores vacinais
expressando tal antigeno

Com o intuito de comparar a capacidade indutora de resposta imune gerada pelo
parasito transgénico vivo, pelo parasito transgénico morto por choque térmico e pelas
formulagées contendo alumen, NY-ESO-1 e agonistas de TLRs, foram realizados
experimentos administrando duas imuniza¢des, com intervalos de 21 dias, para todos os
grupos. Assim como nos experimentos anteriores, foram avaliadas a resposta humoral, a
resposta celular (figura 5.20) e a capacidade de inibir o crescimento de melanoma B16

(figura 5.21).
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Figura 5.20

Avaliacdo da resposta imune apds vacinagdo comparativa entre protocolos vacinais.
Animais C57BL/6 foram imunizados em duas doses com parasitos transgénicos ou com
formulacGes contendo alimen, NY-ESO-1 e agonistas de TLRs. (A) A presenca de anticorpos
IlgG total, IgG1l e IgG2c anti-NY-ESO-1 foi avaliada por ELISA do soro dos animais. (B)
Esplendcitos de camundongos imunizados foram re-estimulados com peptideos T CD4+ e T
CD8+ NY-ESO-1-especificos e a producdo de IFN-y, apds 72h de cultivo, foi quantificada por
ELISA anti IFN-y.
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Acompanhamento do crescimento tumoral apds vacinagdo comparativa entre protocolos
vacinais. Animais imunizados com os parasitos transgénicos parasitos transgénicos ou com
formulacdes contendo alumen, NY-ESO-1 e agonistas de TLRs foram desafiados com 5 x 10*
células de melanoma B16, expressando ou ndo o antigeno tumoral NY-ESO-1. (A) O
crescimento tumoral foi medido por 90 dias.

5.7. Avaliagdao imunoterapéutica de parasitos T. cruzi expressando NY-ESO-1

Uma vez estabelecido que o parasito transgénico vivo é mais eficaz tanto na inducdo
da resposta imune especifica, quanto na inibicdo do crescimento tumoral de forma
profildtica, surge a questdo em torno da capacidade desses parasitos em apresentarem
potencial imunoterapéutico no tratamento de tumores ja estabelecidos. Com o intuito de
responder a esta pergunta, foram utilizados trés modelos de tumores murinos, expressando
ou ndo o antigeno NY-ESO-1, sendo o B16 singénico para camundongos C57BL/6 e CMS5a e
CT26 singénicos para Balb/c. Antes do desafio, todos animais foram imunizados com PBS, CL-
14, CL-14-NY-ESO-1His(+) ou CL-14-NY-ESO-1gp63. Ao 21° dia apds a segunda imunizacio,
todos os animais foram desafiados com as células tumorais e o crescimento dos tumores,

assim como sobrevida foram monitorados (figuras 5. 22; 5.23; 5.24).
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Figura 5.22

Acompanhamento do crescimento de melanoma B16 em animais tratados com parasitos
transgénicos. Animais C57BL/6 foram desafiados com 5x10* células de B16, expressando ou
ndo NY-ESO-1. Aos 52, 102 e 152 dias apds o desafio, os animais receberam 10’ parasitos ou
PBS pela via intraperitonial. (A) O crescimento tumoral foi medido por 40 dias. (B) Os

animais que receberam melanoma B16-NY-ESO-1 foram monitorados também quanto a
porcentagem de sobrevivéncia por 90 dias.
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Figura 5.23

Acompanhamento do crescimento de fibrosarcoma CMS5a em animais tratados com
parasitos transgénicos. Animais Balb/c foram desafiados com 1x10° células de CMS5a,
expressando ou ndo NY-ESO-1. Aos 52, 102 e 152 dias apds o desafio, os animais receberam
10 parasitos ou PBS pela via intraperitonial. (A) O crescimento tumoral foi medido por 40
dias. (B) Os animais que receberam CMS5a-NY-ESO-1 foram monitorados também quanto a
porcentagem de sobrevivéncia por 90 dias.
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Figura 5.24

Acompanhamento do crescimento de adenoma de célon CT26 em animais tratados com
parasitos transgénicos. Animais Balb/c foram desafiados com 1x10° células de CT26,
expressando ou ndo NY-ESO-1. Aos 52, 1092 e 152 dias apds o desafio, os animais receberam
10 parasitos ou PBS pela via intraperitonial. (A) O crescimento tumoral foi medido por 40
dias. (B) Os animais que receberam CT26-NY-ESO-1 foram monitorados também quanto a
porcentagem de sobrevivéncia por 90 dias.

Nos dados acima, observa-se que o parasito CL-14-NY-ESO-1gp63 foi capaz de retardar
o crescimento tumoral e aumentar a expectativa de vida dos animais nos trés modelos
testados expressando NY-ESO-1. Jd4 o parasito CL-14-NY-ESO-1His(+) obteve resultado
semelhante somente nos modelos singénicos para Balb/c. Como observado nos
experimentos de profilaxia, os controles PBS e CL-14 ndo foram hdbeis em retardar o

crescimento tumoral.
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5.8. Avaliagdo dos mecanismos imunoldgicos envolvidos na indug¢do da resposta
antigeno-especifica apos imunizagdes com T. cruzi transgénicos

Visando avaliar qual o mecanismo envolvido na indu¢cdo da resposta antigeno-

especifico pelos parasitos transgénicos foram realizadas imunizacdes em animais deficientes

para IL-12, MyD88, CD8 e iNos, todas paralelamente ao controle selvagem.

Os dados de resposta celular (figura 5.25) e citometria (figura 5.26) mostram que os
animais deficientes em IL-12 e MyD88 tém uma diminui¢ao na produgao de IFN-y, porém
estes ndo apresentam diminuicdo na populacdo de células CD8+/ tetramero+, tanto para NY-

ESO-1, quanto para TSKB-20.
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Figura 5.25

Resposta celular anti-NY-ESO-1 e anti-TSKB20 em animais deficientes. Animais C57BL/6 e
imunodeficientes para IL-12, MyD88 e iNOS, foram imunizados em duas doses com parasitos
transgénicos e seus controles. Esplendcitos de camundongos imunizados foram re-
estimulados com a proteina recombinate NY-ESO-1, peptideos T CD4+ e T CD8+ NY-ESO-1-
especificos e TSKB-18 como controle da resposta anti-CL-14. A producao de IFN-y apds 72h
de cultivo foi quantificada por ELISA anti IFN-y.
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Avaliagdo da porcentagem de células CD8+ e tetramero+ para NY-ESO-1 e TSKB20 em
animais selvagens e deficientes. Esplendcitos provenientes dos mesmos animais C57BL/6 e
imunodeficientes imunizados com parasitos transgénicos foram avaliados quanto a
frequéncia de células especificas para o epitopo de NY-ESO-1 ou para TSKB20.

Os mesmos animais deficientes foram desafiados com melanoma B16, expressando o
cancer/testis NY-ESO-1. Na figura 5.27, é possivel observar que animais iNos” foram capazes
de inibir o crescimento tumoral, quando imunizados com o parasito expressando NY-ESO-1,
uma vez que apresentava um perfil de produgdo de INF-y semelhante ao animal selvagem. Ja
0s animais IL-12'/', MyD88’/’ e CD8” n3o foram capazes de induzir protecdo contra o desafio

com tumores.
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Figura 5.27

Acompanhamento do crescimento tumoral em animais imunodeficintes apds vacinagao
com parasitos transgénicos. Animais imunodeficientes imunizados com os parasitos
parasitos transgénicos foram desafiados com 5x10* células de melanoma B16, expressando
ou ndo o antigeno tumoral NY-ESO-1. O crescimento tumoral foi medido por 40 dias para
cada um dos animais C57BL/6, IL-127, MyD88”", iNOS” e CD8™".
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6. DISCUSSAO

A maioria das vacinas comercialmente disponiveis que sdo consideradas altamente
eficazes em induzir uma forte e duradoura imunidade protetora s3ao mediadas por
anticorpos neutralizantes, como é o caso do tétano, poliomielite, variola e sarampo (Plotkin,
2010). Em contraste, o desenvolvimento de vacinas capazes de gerar uma resposta
dependente de linfécitos, em grande parte responsavel por mediar a imunidade protetora
de infeccdes como a tuberculose e a leishmaniose, bem como o cancer, é uma dificil tarefa
(Kaufmann, 2010). Diante disso, um grande desafio para o desenvolvimento de vacinas é o
estabelecimento de condi¢cGes ideais para induzir uma forte e duradoura imunidade
protetora mediada por linfécitos T CD8+ (Coffman et al., 2010). Avancos recentes foram
obtidos com a identificacdo de antigenos, mapeamento de epitopos, manipulacdo genética e
expressao de proteinas recombinantes. No entanto, a falha continua na geracdao de novas
vacinas sugere que o caminho para a indugdao de uma imunidade celular eficaz e duradoura

deve ser por meio da utilizacdo de novas ferramentas vacinais.

Observacdes a cerca da acdo de microorganismos na inducdo de resposta antitumoral,
data desde o século XVIIl. No entanto, foi Dr. William Coley, no final do século XIX, que
demonstrou pela primeira vez, de forma sistematicamente cientifica, que uma mistura
bacteriana contendo Streptococcus pyogenes e Serratia marcescens era capaz de regredir
tumores humanos. Hoje, com a evolugdo da imunologia, sabemos que esse efeito é devido a
presenca de Padrdes Moleculares Associados a Patdogenos (PAMPs), que sdo capazes de
ativar o sistema imune inato, induzindo a producdo de citocinas pré-inflamatdrias e
consequentemente ativando células NK e linfécitos T, que eliminardo os tumores

estabelecidos (Hobohm, 2001).

Adjuvantes imunolégicos capazes de induzir uma forte resposta imune mediada por
linfécito T e de longa duracdo sdo extremamente necessdrios para o desenvolvimento de
vacinas humanas. A constatacdo de que a ativacdo de receptores da imune inata promovem
o desenvolvimento de linfdcitos Thl estimulou a busca por novos agonistas de TLRs, como
potenciais adjuvantes imunoldgicos (Coffman et al., 2010; Takeuchi e Akira, 2010). Estudos
anteriores do nosso grupo de pesquisa demonstraram que as ancoras GPl e GIPLs de T. cruzi
sdo capazes de induzir a sintese de citocinas pré-inflamatdrias via TLR2 e TLR4,

respectivamente (Campos et al.,, 2001; Oliveira et al., 2004). Além disso, varias sequéncias
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CpG ODN derivadas do genoma de T. cruzi também se demonstraram capazes de estimular a
sintese de citocinas, incluindo IL-12, tanto por macréfagos quanto por células dendriticas via

TLR9 (Bartholomeu et al., 2008).

No presente estudo, foram testados in vivo PAMPs derivados de T. cruzi como
adjuvantes imunoldgicos. Nossos experimentos demonstraram, que GIPLs, em especial o GY
derivado da cepa de T. cruzi Y, foram eficientes na inducdo de linfdcitos Th1 e producdo de
IgG2c, isotipo de anticorpo induzido por IFN-y. Corroborando com esses dados, estudos
utilizando GIPLs derivados de T. cruzi, mostram que esses sdo capazes de induzir citocinas
pro-inflamdrias (Almeida et al.,, 2000; Almeida e Gazzinelli, 2001; Camargo et al., 1997;
Coelho et al., 2002; Medeiros et al., 2007; Oliveira et al., 2004). Em 2008, Bartholomeu e
colaboradores descreveram o CpG B344, derivado do genoma de T. cruzi, como um potente
imunomodulatério, sendo superior ao CpG derivado de bactéria [CpG(+)], que é comumente

utilizado como controle positivo.

Os agonistas derivados de T. cruzi que apresentaram melhor inducao da resposta
imune do tipo Thl, quando formulados com o antigeno OVA, foram usados para formular
vacinas antitumorais. Os agonistas GIPL GY e o CpG B344 foram associados ao antigeno
tumoral NY-ESO-1 e avaliados in vivo quanto a sua capacidade de induzir resposta imune
antigeno-specifica, assim como antitumoral. Nossos dados demonstraram que o CpG B344 é
capaz de induzir forte resposta imunoldgica mediada por linfécitos T CD8+. Além disso,
observamos um atraso no desenvolvimento de melanomos B16 de forma antigeno-
especifica. J& o agonista GY, apesar de induzir uma restosta antigeno-especifica, nao
apresentou resposta antitumoral semelhante ao CpG B344. Os dados apresentados abrem a
perspectiva de utilizar agonistas derivados de T. cruzi como adjuvantes alternativos para
induzir respostas imunes mediadas por linfécitos Thl a serem empregadas em vacinas

contra o cancer e doengas infecciosas.

Inspirado pela "malarioterapia”, que usou a infec¢do pelo Plasmodium para tratar sifilis
cerebral, assim como nos trabalhos de William Coley, o pesquisador russo Roskin pensou
gue as infeccOes parasitarias e bacterianas, que causam doencas graves produziam uma
"toxina", que também poderia agir e matar as células tumorais (Krementsov, 2009).

Impulsionado por essa idéia, Roskin mostrou que camundongos infectados por T. cruzi sdo
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capazes de regredir tumores e, posteriormente, demonstrou os mesmos resultados em

pacientes humanos com cancer (Roskin, 1946).

Baseado nesses estudos e subsequentes (Hauschka, 1947; Hauschka e Goodwin, 1948;
Malisoff, 1947), abordando a mesma estratégia terapéutica e aliado a conhecimentos
modernos da ativacdo de TLRs por moléculas do parasito (Gazzinelli e Denkers, 2006), foi
proposta a utilizacdo de ferramentas moleculares de transformacdo de Triponossomatideos,
como descrito por DaRocha (2004), para construgdo de vetores vacinais capazes de

expressar antigenos exdgenos de forma eficiente.

O uso de T. cruzi como vetor vacinal abrange a caracteristica do parasito de induzir
uma resposta imune altamente polarizada para Th1, a qual inclui uma resposta proeminente
de linfécitos T CD8 + efetores, devido a localizacdo intracitoplasmdtica do parasito,
favorecendo a apresentacdo de antigeno via MHC de classe | (Padilla et al., 2009; Rodrigues
et al., 2008; Tzelepis et al., 2008; Tzelepis et al., 2006). A presenca de agonistas de TLRs no
parasito funciona como adjuvante imunoldégico capaz de induzir a produgado de citocinas proé-
inflamatdrias, atraindo as células do sistema imune para o local da infeccdo. Outra
caracteristica importante para a escolha do T. cruzi, como vetor vacinal contra o cancer, é a
capacidade desse em permanecer no organismo por periodos de tempo mais prolongados,
devido a ativacdo da fase cronica da infeccdo, (Junqueira et al.,, 2010; Martin e Tarleton,
2005) propiciando uma melhor imunizacdo e aumentando a possibilidade de induzir células

de memoria.

Diferentemente dos trabalhos de Roskin e demais pesquisadores, nés utilizamos um
clone ndo patogénico de T. cruzi de tal forma que possamos infectar o hospedeiro sem |lhe
causar patologias associadas ao parasito. Como descrito na literatura, repetimos
experimentos de infecgdo com o clone CL-14 para verificar a parasitemia e sobrevivéncia. Da
mesma forma que Lima e colaboradores (1991) e (1995), mostramos que o clone ndo é
capaz de induzir parasitemia nem parasitismo tecidual em camundongos selvagens. No
entanto, em desacordo com Lima (1991), demonstramos que o clone é capaz de infectar
células, demonstrado pela presenca de parasitemia em animais Rag’/’ e IFN”". Esses dados
sdo coerentes com a capacidade do clone em induzir imunidade protetora, dado este

também corroborado por nossos resultados.
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A escolha do antigeno tumoral a ser empregado nas construgdes dos vetores vacinais
deu-se por trés fatores principais: (i) o NY-ESO-1 é atualmente um dos mais promissores
antigenos tumorais a serem utilizados na elaborag¢do de vacinas contra o cancer, devido a
sua alta imunogenicidade e amplo espectro de expressdo (Gnjatic et al., 2006); (ii) é
vastamente estudado e ja empregado em varias formulages vacinais pré-clinicas (Davis et
al., 2004; Nishikawa et al., 2006), possibilitando a comparacdo de modelos, assim como a
disponibilidade um numero maior de ferramentas de avaliagao, como anticorpos, linhagens
celulares, tetrameros, dentre outros; (iii) € empregado em diversos testes clinicos em

humanos (Old, 2008), favorecendo uma possivel transposicdo de modelos.

Desenvolvemos, portanto, trés construcbes distintas de T. cruzi do clone CL-14
expressando o antigeno tumoral NY-ESO-1. Cada uma das construgdes foi caracterizada por
ferramentas moleculares e celulares comumente utilizadas na avaliacdo da

Tripanossomatideos (DaRocha et al., 2004a; Pires et al., 2008).

Como o objetivo principal ao gerar os parasitos transgénicos era a utilizacgdo como
vetores vacinais, nds testamos, inicialmente, a capacidade desses em induzir resposta imune
celular em modelos humano in vitro como proposto nos trabalhos de Nishikawa et al., 2006
e Nishikawa et al., 2008. Para isso, APCs infectadas com os parasitos transgénicos foram co-
cultivadas com linfécitos T CD4+ ou T CD8+. Os resultados obtidos demonstraram a
producdo de IFN-y de forma NY-ESO-1-especifica e, complementarmente, os linfocitos T
CD8+ apresentaram um aumento na frequéncia de células antigeno-especificas, apds
apresentacdo do antigeno pelas APCs. Ao comparar os dados obtidos com os dados da
literatura, onde vetores vacinais expressando NY-ESO-1 também foram utilizados em
modelos semelhantes (Nishikawa et al., 2006; Palmowski et al., 2004), observamos que o
vetor apresentado se destaca dos demais, pelo fato de aumentar a frequéncia de células T
CD8+ antigeno-especificas em doadores sauddveis, que sabidamente ndo possuem nenhuma

resposta anti-NY-ESO-1 pré-existente.

Quando submetidos a protocolos de imunizagao in vivo em modelo murino, o vetor
parasitario apresentado foi capaz de gerar resposta antigeno-especifica mediada pela
producdo de altos niveis de IFN-y por linfécitos T CD4+ e TCD8+, dados também obtidos com
outros vetores vacinais expressando NY-ESO-1 (Meng et al., 2010; Nishikawa et al., 2006). Os

grupos de animais que receberam T. cruzi expressando NY-ESO-1 ao serem desafiados com
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tumores singénicos expressando ou ndo esse antigeno foram capazes de inibir
completamente o crescimento dos tumores de maneira antigeno-especifico. Portanto, foi
demonstrado que a habilidade imunoestimulatéria observada nos modelos animais foi
coerente com os dados obtidos ao se avaliar a resposta de linfdcitos T derivados de PBMC de
humanos. A inducdo de resposta imune especifica demonstra que uma ativacdo exagerada e
inespecifica do sistema imune ndo estd sendo induzida pelo clone CL-14 transgénico, fato
que difere dos dados obtido por Roskin, que induzira imunidade contra tumores de forma

inespecifica (Roskin, 1946).

Previamente, os T. cruzi transgénicos foram submetidos a protocolos profilaticos, no
entanto, um dos maiores alvos clinicos das vacinas antitumorais sdo os tumores ja
instalados. Com intuito de verificar a capacidade imunoterapéutica dos nossos vetores, os
parasitos expressando NY-ESO-1 foram usados em doses consecutivas e verificamos,
conforme esperado, a capacidade de retardar o crescimento tumoral. No entanto, a

inoculacdo desses somente, ndo foi capaz de regredir completamente o tumor implantado.

A regressdo parcial dos tumores estabelecidos deve-se a mecanismos de regulacdo dos
linfocitos T presentes no microambiente tumoral. A superexpressao de CTLA-4, CD25, PD-1
ou FoxP3, frequentemente presentes neste microambiente (Peggs et al., 2009a; Weber,
2010), podem ser as principais razdes para o fendtipo observado. Os dados obtidos,
portanto, nos inspira a utilizar o parasito em protocolos imunoterapéuticos em combinacdo
com imunomoduladores como o anti-CTLA-4 (Yuan et al., 2008), para que consigamos
alcancar o objetivo de eliminar completamente o tumor. Dados da literatura, mostram que a
adminstracdo de vacinas antitumorais, combinadas a anticorpos capazes de inibir os
mecanismos regulatdrios dos linfécitos T, tais como o anti-CTLA-4, anti-CD25, anti-PD1
apresentam uma significativa melhora na resposta antitumoral (Gulley et al., 2007; Saha e

Chatterjee, 2010; Weber, 2010).

E possivel afirmar que esse vetor demonstrou ser promissor para utilizagdo futura em
protocolos de vacinagao contra o cancer, uma vez que a grande maioria dos vetores vacinais
descritos na literatura ndo foram capazes de retardar o crescimento tumoral quando usados
em protocolos homélogos, sendo sempre necessaria a administracdo de outro vetor vacinal,

vacina de DNA ou formulagdo proteica (Nishikawa et al., 2006).
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Quando avaliamos a resposta positiva induzida pelos parasitos transgénicos, surgiu a
indagacdo a respeito da necessidade desses infectarem as células do hospedeiro. Visando
responder a esta questdao, comparamos os diferentes protocolos vacinais utilizando os
agonistas de TLRs, parasito vivo, assim como o parasito morto por choque térmico.
Observamos, primeiramente, que o parasito morto nao foi capaz de induzir qualquer
resposta imune, seja humoral ou celular, muito menos inibicdo de tumores. Em seguida,
comparamos a resposta induzida pelo parasito vivo, com as formulagdes contendo a
proteina recombinante e os adjuvantes. Como sugerido pelos dados anteriores, o parasito
vivo foi muito superior as formulagdes na indugao de resposta imune, assim como inibigdo

tumoral.

Adicionalmente, foi possivel avaliar alguns mecanismos imunoldgicos que norteiam a
inducdo de resposta imunolégica dependente de células. Com base em estudos anteriores,
era esperado que na auséncia de IL-12, haveria uma deficiéncia também na producdo de
IFN-y, uma vez que essa citocina é dependente da ativacdo de células NK e linfécitos T
auxiliares pela IL-12 (Aliberti et al., 1996; Michailowsky et al., 2001). Nos dados obtidos,
observamos que animais deficientes para IL-12 tiveram uma brusca diminuigdo na
capacidade de produzir IFN-y. Com o intuito de verificar se TLRs exerciam um papel
importante na resposta antigeno-especifica induzida pelos parasitos transgénicos usamos
animais MyD88'/', uma vez que acreditamos que a funcdo adjuvante induzida pelos TLRs seja
devido a presenca de agonistas desses receptores no parasito (Gazzinelli e Denkers, 2006).
Estudos publicados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram a importancia de MyD88'/'
na inducdo de resposta imune durante infeccdo com T. cruzi (Bafica et al., 2006; Campos et
al., 2004), e corroborando com esses dados, no presente trabalho, verificamos o decréscimo
na produgao de IFN-y no modelo testado. Na avaliagao de animais iNOS”" n3o obervamos
diferenca na producdo de citocina, comparando com o animal selvagem controle;

confirmando dados na literatura descritos por (Michailowsky et al., 2001).

Coerentemente com os dados obtidos para a resposta imune celular, os animais
deficientes IL-12’/’, MyD88'/’ e CD8'/', guando avaliados em sua capacidade de inibirem o
crescimento de melanoma implantado, apresentaram uma maior debilidade no controle de
crescimento tumoral. Esses achados vdo de encontro ao descrito na literatura (Airoldi et al.,

2007; Meeran et al., 2007; Salcedo et al., 2010).
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Prevendo que barreiras éticas serdo os principais empecilhos para se empregar
parasitos T. cruzi para tratar o cancer, visamos a necessidade de estudar a base molecular do
fendtipo atenuado do clone CL-14 para complementar nossos dados em torno da nao
patogenicidade desse clone. E importante ressaltar, que o clone CL-14 é altamente suscetivel
a droga existente benzonidazol (Fontes et al., 1991), utilizada para tratar infec¢do pelo T.
cruzi. Além disso, estamos desenvolvendo simultaneamente, uma construgdo que possibilita
a expressao concomitante do NY-ESO-1 com a timidina-quinase do Herpes Virus, um
mecanismo de seguranca adicional para a eliminacdo de parasitos utilizando terapia com

aciclovir (Buckner et al., 1997).

O presente estudo destaca uma nova estratégia que é altamente eficaz na indugdo de
uma forte e duradoura resposta imune mediada por células T, que é algo de dificil inducdo
nos protocolos vacinais contra diferentes tipos de tumores. Assim, os experimentos
apresentados indicam que o uso de parasitos T. cruzi como vetor vivo de uma vacina anti-
cancer deva ser mais explorado, tanto para a construcdo de parasitos expressando outros

antigenos, quanto para reduzir as duvidas em torno da biosseguranga deste vetor.
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7. CONCLUSAO

Com base nos dados obtidos, é possivel concluir:

GIPLs derivados de T. cruzi induzem resposta imune medida pela producao de IFN-y por

linfocitos T CD4+, bem como altos niveis séricos de IgG total, IgG1 e IgG2c.

CpG ODNSs derivado de T. cruzi, induzem uma forte resposta imune mediada por linfécitos T
CD4+ e T CD8 +. Esse utimo, é também, capaz de retardar o crescimento de tumores, quando

em combinagdo com o antigeno NY-ESO-1.

T. cruzi expressando NY-ESO-1 conseguiram recrutar linfécitos T CD4+ e T CD8+ NY-ESO-1-
especificos capazes de produzir IFN-y de forma antigeno-especifica, quando avaliados em

modelos in vitro com células humanas.

Os parasitos transgénicos, quando testados em modelos murinos, foram capazes de induzir
altos niveis de resposta imune humoral e celular tipo Thl, além de inibirem completamente

o crescimento de melanomas B16 expressando NY-ESO-1.

Quando empregados em protocolos terapéuticos, os parasitos transgénicos foram capazes
de regredir o desenvolvimento de tumores singénicos e aumentar a sobrevivéncia destes

animais.

Comparativamente com as formulagbes vacinais contendo a proteina NY-ESO-1
recombinante, os T. cruzi expressando o mesmo antigeno foram superiores na inducdo de

resposta imune especifica e inibicdo tumoral.

Sugere-se que o0 mecanismo envolvido na indugdo de resposta imunoldgica anti-NY-ESO-1 é

dependente da molécula adaptadora MyD88, assim como da citocina IL-12.

Finalmente, concluimos que agonistas de TLR derivados de T. cruzi, em especial o CpG
B344, sdo potentes adjuvantes imunoldgicos a serem utilizados na elaboracdo de vacinas.
Acreditamos também, que T. cruzi expressando antigenos tumorais ou antigenos
relacionados a doencas infecciosas, seja uma ferramenta em potencial para a elaboragdo de
vacinas profilaticas e terapéuticas, bem como uma nova metodologia para o estudo de

mecanismos imunoldgicos.
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9. ANEXO
9.1. CETEA

UNIVERSIDADE FEDERAL DE MINAS GERAIS
COMITE DE ETICA EM EXPERIMENTAGAO ANIMAL
-CETEA-

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n°® 19/2008, relativo ao projeto intitulado
“Adjuvantes derivados de parasitas para vacina contra o cancer’, que tem
como responsavel(is) Ricardo Tostes Gazzinelli , esta(do) de acordo com 0s
Principios Eticos da Experimentagdo Animal, adotados pelo Comité de Etica em
Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido aprovado na reunido de 9/
04/2008.

Este certificado expira-se em 9/ 04/ 2013.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n® 19/2008, relatéd to the project entitled
“parasite derived adjuvants for cancer vaccines’, under the supervisiors of
Ricardo Tostes Gazzinelli, is in agreement with the Ethical Principles in Animal
Experimentation, adopted by the Ethics Committee in Animal Experimentation
(CETEA/UFMG), and was approved in April 9, 2008.

This certificate expires in April 9, 2013.

Belo Horizonte, 14 de Abril de 2008.

W

Prof. Humberto Pereira Qfiveira
Coordenador do CETEA/UYFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Antdnio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il — 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516 — Fax: (31) 3499-4592
www.ufmgq.br/bioeticalcetea - cetea@prpq.ufmg.br

(Mod.Cert. vi.0)



9.2. pQE-9-NY-ESO-1

Apall (2252)

pQE-9-NY-ESO-1
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10. APENDICE



