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RESUMO

Wainstein, AJA. Imunogenicidade do virus vaccinia recombinante modificado
com o gene do Antigeno Caircino-Embrionario(CEA) humano em modelo
experimental de adenocarcinoma de célon. S3o Paulo; 2003. [Tese de Doutorado-

Fundacao Antonio Prudente].

Introducéio: Os adenocarcinomas do trato gastrointestinal desenvolvem inicialmente a partir
do epitélio superficial, e em mais de 90% dos casos expressam o CEA. Existe
compartimentalizacdo e alguma independéncia entre o sistema imunoldégico mucoso e
sistémico com trafego assimétrico de células entre eles. Um melhor conhecimento da
imunologia dos tumores tem gerado o desenvolvimento de vdrias abordagens de vacinas
direcionadas contra antigenos tumorais especificos. O virus vaccinia estd entre os mais
potentes para a indugdo de resposta protetora em animais contra infec¢oes virais e cancer.
Este tem sido mostrado como imunogénico em humanos. Imunizagdo com o virus vaccinia
recombinante com o antigeno carcino-embriondrio (CEA) pode gerar protecdo humoral e
celular contra tumores CEA +, dependo da dose e via de imunizacdo. Um dos obstdculos para
o desenvolvimento de vacinas tem sido a falta de modelos animais relevantes para a avaliagdo
apropriada de vacinas e protocolos de imunizagdo. Os resultados poderiam ser mais precisos
empregando-se um modelo animal que mimetize a situacdo humana com tumores
espontdneos do trato gastrointestinal com grande expressio de antigenos especificos.
Objetivos: Comparar a imunizagdo intra-retal com a venosa, e a resposta ao nivel sistémico e
local ap6s uma dose e dois reforcos por estas duas vias. Desenvolvimento de um animal
hibrido que desenvolva tumores espontdneos do trato gastrointestinal com evolugao
previsivel:  hiperplasia— displasia— adenoma— adenocarcinoma superficial —
adenocarcinoma invasivo. Este modelo animal deve também apresentar alta expressdo do
CEA humano nos tumores e baixa em tecidos sadios como observado em humanos. Material
e Métodos: Os animais foram imunizados intra-retal ou intravenoso com 10 milhdes de
particulas do virus Vaccinia recombinante com o CEA a cada 15 dias totalizando 3 doses. O
grupo controle recebeu a mesma imunizagdo com o mesmo vetor porém, ndo transduzido
com o CEA. Metade dos animais em cada grupo foi sacrificada 7 dias apds a ultima
imunizagdo para se avaliar a inducdo de resposta imunoldgica contra o CEA no bago
(sistémica) e nas placas de Peyer intestinais (mucosa). Os animais restantes receberam

implantes no subcutdneo com tumores de célon com e sem a expressdao de CEA. Os tumores



foram medidos a cada 2 dias. Os animais Apc foram gerados por manipulacdo genética
através da desativacdo do gene da Polipose colonica adenomatosa (APC) com mutagdo
induzida na posi¢ao do aminodcido 1648, gerando proteina instdvel e nao funcional. O animal
CEA recebeu o gene completo do CEA humano. Estes dois animais transgénicos e knock out
foram reproduzidos, gerando um modelo de animal hibrido com desenvolvimento espontaneo
de tumores do trato GI com alta expressao de CEA humano. Resultados: Os animais
imunizados com rVac-CEA apresentaram resposta humoral e celular especifica contra o CEA
¢ alguma protecdo contra tumores CEA +.Todos os animais do grupo controle imunizados
sem o CEA n#o apresentaram nenhuma resposta imunoldgica ou protecao contra os implantes
tumorais. A imunizagZo intra-retal se mostrou compardvel 2 intravenosa com resposta
sistémica bem como nas placas de Peyer, mas com menor grau de protecdo tumoral. Alguns
animais imunizados ndo apresentaram crescimento tumoral e todos foram capazes de gerar
atividade citolitica contra células CEA +. Entre os animais imunizados que desenvolveram
tumores houve diminuic@o significativa do volume e crescimento tumoral. A imunizacdo nao
mostrou protecdo quando foram implantados tumores CEA negativos mostrando
especificidade. Os animais hibridos gerados mostravam-se normais no segundo més de vida
quando comegavam a apresentar polipos hiperpldsicos e sangue oculto nas fezes. Aos 4
meses apresentavam polipos que evoluiam para adenocarcinomas invasivos com o mesmo
padrdao de displasia e expressdo de CEA, observados em tumores colorretais humanos. Os
tecidos tumorais apresentavam alta expressdo do CEA humano bem como baixa expressao
em tecidos como célon, intestino e estdmago. Estes animais mostravam tolerdncia parcial ou
incompleta contra o CEA. Conclusdes: A imunizacdo intra-retal com o rVac-CEA se
mostrou factivel com indice de resposta maior que 50%. A citotoxicidade contra o CEA apos
imunizagdo intra-retal bem como mucosa apds imunizagdo sistémica foi medida no bago e
placas de Peyer. Ambas as vias de imunizacdo induziram protecdo contra tumores CEA+ mas
a via EV foi mais eficiente para tumores implantados no subcutdneo. O camundongo
Apc/CEA é um relevante modelo animal para o estudo do desenvolvimento espontidneo do
cincer de colén da fase de displasia ao adenocarcinoma invasivo. O CEA humano ¢
superexpressado nos tumores. Este modelo representa um sistema para se avaliar diversas
opgdes de tratamentos contra o cdncer e para estudar a tolerancia induzida e imunidade

tumoral.



SUMMARY

Wainstein, AJA. Immunogenicity of recombinant vaccinia virus modified with
human carcinoembryonic antigen gene in an experimental model of colon

adenocarcinoma. [Doctor Degree Thesis - Fundacao Antdnio Prudente].

Introduction: The adenocarcinomas of the gastrointestinal tract (TGI) develop from
superficial epithelium and in more than 90% of cases express CEA. There is
compartmentalization with some independence among mucosal versus systemic immune
systems and the asymmetric trafficking of cells between them. An improved understanding of
tumor immunology has led to the development of several vaccine approaches targeted against
specific human tumors antigens. Recombinant vaccinia virus vaccines are among the most
potent for inducing protective immunity in animals against many viral infections and cancer.
They have been shown to be immunogenic in human. Immunization with recombinant
carcinoembryonic antigen (CEA) vaccinia virus can generate humoral and cellular protection
against tumors CEA+, depending on the dose and route of administration. One of the major
obstacles in vaccine development has been the lack of a relevant animal model for
appropriately evaluating vaccine agents and immunization protocols. These results could be
more accurate using an animal model that mimics the human situation with development of
spontaneous tumors from the gastrointestinal tract with high expression of a specific antigen.
Objectives: Comparing intra-rectal and venous immunization, and to evaluate systemic and
local immune response after one dose and 2 booster after these routes. Development of a
hybrid mouse model that generates spontaneous TGI's tumors with expected evolution:
hyperplasia — dysplasia — adenoma — superficial adenocarcinoma — invasive
adenocarcinoma. The animal model should have high CEA expression in tumors and low at
normal tissues as observed in humans. Material ¢ Methods: Animals had intra-rectal (IR) or
endovenous immunization with 10 million units of recombinant vaccinia-CEA virus each 15
days in a total of 3 doses. Control had the same immunization routes with vaccinia virus
without CEA expression. Half of the animals were sacrificed 7 days after the last
immunization to evaluate the induction of an immune response against CEA at the spleen
(systemic response) and at the Payer’s patches (mucosal response). Subcutaneous colon
tumors, with or without the expression of CEA, were implanted in the other animals. Tumors

were measured every 2 days. Animals Apc were generated by genetic manipulation with



partial knock out of the APC (Adenomatous Polyposis coli) gene at the amino acid position
1648. The Apc protein was unstable and not functional. The CEA mouse received the
complete human CEA DNA. Those 2 transgenic and knock out mice models were crossed
generating a hybrid transgenic animal model with spontaneous development of TGI’s tumors
with high expression of CEA. Results: The animals immunized with rVac-CEA presented
humoral and cellular specific CEA response and some tumor protection for CEA + tumors.
The control group immunized without CEA had no immune response or protection when
challenged with CEA tumor implants. Intra-rectal immunization showed to be similar to
intravenous immunization, with systemic and mucosal responses but low-grade tumor
protection. Some immunized animals were tumor free and all were able to generate cytolytic
activity against CEA+ cells. Among those that developed tumor, these were smaller and had
decreased growing rate. Immunization did not show protection when animals received CEA-
tumors indicating specificity. The double transgenic animals presented at 2 months
hyperplasic polyps and occult blood in the feces. At 4 months old they showed
gastrointestinal polyps that progressed to invasive adenocarcinomas with a similar pattern of
dysplasia and CEA expression as observed in human colorectal cancer. Tumoral tissues had
high expression of human CEA and tissues like colon, intestine and stomach also expressed
CEA but at low level. These animals exhibited incomplete or partial tolerance to CEA.
Conclusions: Intra-rectal immunization with rVac-CEA showed an immune response bigger
than 40%. CTL against CEA after intra-rectal and systemic immunization was present at the
spleen and Peyer’s patch. Both route of immunizations induce CEA + tumors protection but
the EV route was more effective for subcutaneous tumor. The Apc/CEA mouse is an
important animal model for the studying of spontaneous cancer colon development from the
dysplasia to adenocarcinoma. The human CEA is over expressed in tumors of these animals.
This model represents a system to evaluate different treatment options and induction of

tolerance and tumor immunity.



LISTA DE FIGURAS

Figural- A - Esquema da estrutura do gene do CEA humano com seus
Introns e Exons.

B - Esquema da estrutura protéica do CEA humano, seus
dominios extracelulares e seus sitios de glicosilacio que aumentam a sua
massa molecular de 70 para 180 kDa.

Figura 2 - A - Esquema do cassete com o gene do CEA, utilizado para a
constru¢ao do plasmidio PSC 11-CEA.

B - Esquema do plasmidio PSC 11, mostrando o sitio de restricdo
Smal, para inser¢dio de um segmento de um gene exdgeno, este estd
justaposto ao promotor do gene p7.5 de expressdo precoce do virus vaccinia.
O gene do CEA foi inserido nesta posi¢do para construir o PSC 11- CEA. O
gene LacZ, codificando B-Galactosidase estd sob regulacdo do promotor de
P11. Ambos os genes estdo entre os segmentos direitos e esquerdos do gene
viral da Timidina-quinase (TK).

Figura 3 - Fluxo de células imunolégicas apresentadoras de antigenos e
efetoras entre o sistema imunolégico mucoso e sist€émico proposto por
NEUTRA et al. (1996). Células redondas sao linfécitos e células estreladas
sdao células dendriticas. A figura mostra que tanto linfécitos como células
dendriticas podem transitar livremente da mucosa para os demais o6rgaos,
mas que ndo ocorreria fluxo de células dendriticas do bagco para a mucosa,
apenas linfocitos trafegariam neste sentido.

Figura 4 - A - Esquema da modificacdo do gene murino Apc. As linhas
espessas representam o Exon 15 e as linhas finas, seqliéncias ndo
codificantes. O alelo Apc mutante € representado pelo segmento A-B
associado a inser¢do do gene pgkneo e o normal (selvagem) pelo segmento
A-C.

B - Anilise de Souther Blot mostrando o gene Apc mutado com o
tamanho molecular de 3,9 kb e o ndo mutado de 5,0 kb. Os animais 3, 4, 6, 7,
8, 9 e 10 sao heterozigotos, apresentando um alelo Apc normal e outro alelo

recombinado.
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Figura 5 - Citometria de fluxo das linhagens celulares mc-38 (colunas a
esquerda) e mc-32 (colunas a direita). Os dois graficos superiores mostram as
populagdes celulares consideradas para a contagem. Os grédficos abaixo
mostram a presenca de moléculas MHC classe I presente em 94% das células
mc-38 e 92% das células mc-32. O gréfico inferior quantifica a presenca do
CEA na superficie celular sendo de 3% nas células mc-38 e de 76% nas
células mc-32.

Figura 6 - Fotografia de animais adultos entre 10 e 12 meses das linhagens
Knock-Out APC, dois superiores a esquerda, transgénico CEA, dois
superiores a direita e hibrido Apc/CEA, trés animais inferiores. A fotografia
mostra que na mesma idade os animais Apc/CEA apresentam-se em pior
estado geral.

Figura 7 - Eletroforese de produto de PCR de seis animais testados 2 vezes.
Na parte superior os animais CEA + apresentam um produto de 100bp e na
inferior os animais Apc + apresentam bandas de 400 (alelo mutado) e 300 bp
(alelo normal). Os animais de nimero 1, 2 e 4 sao CEA +. Os animais de
nimero 1, 3, 4 e 6 sdo Apc positivos sendo os animais 1 e 4 duplo
transgénicos Apc/CEA.

Figura 8 - Grificos de animais Apc + mostrando o aumento proporcional do
numero (grafico superior) e tamanho (grafico inferior) dos pélipos do trato
gastrointestinal com o aumento da idade.

Figura 9 - Micrografia representando a andlise histopatolégica
(Hematoxilina - Eosina) de lesdes polipdides no cdlon de animais APC+. Na
figura A vemos um adenoma em um animal de 4 meses e na figura B um
adenocarcinoma, invadindo a camada muscular (seta) em um animal de 8

meses.
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Figura 10 - Extratos protéicos da linhagem GEO do pulmaio, figado, baco,
estdmago, intestino, célon e rim de animais CEA+ foram separados em gel
de poliacrilamida SDS, transferidos para membrana PVDF e expostos a
anticorpos anti-CEA e revelados com anticorpos secundarios. Observam-se
bandas de ~180 kDa de massa molecular nos extratos do estdmago, intestino
delgado e célon bem como na linhagem de células CEA positivas GEO. Note
que hé relativamente mais CEA expresso no célon do que no estdbmago e
intestino.

Figura 11 - Fotografia de animais transgénicos Apc, CEA e Apc/CEA no
limite de sua longevidade com mais de 18 meses. Os animais CEA, centro
ndo apresentam alteracdes macroscopicas. Os animais APC a esquerda
apresentam-se desnutridos e caquéticos em decorréncia de multiplos pélipos
gastro-intestinais e tumores. Estas alteracdes sdo mais exuberantes nos
animais APC/CEA, i direita, possivelmente por serem duplo transgénicos.
Figura 12 - Fotografia de exame imuno-histoquimico contra o CEA em
pdlipo adenomatoso de animal Apc/CEA. A regido com alteracdo polipdide
adenomatosa apresenta intensa coloracao para o CEA. O tecido adjacente
com aspecto normal apresenta-se também positivo, mas com baixa
intensidade.

Figura 13 - Maior crescimento do tumor mc-38 em comparacdo ao tumor
mc-32 nos animais C57B16. Foram implantados 2 x10° células de cada
linhagem tumoral no flanco, de animais C57B16. O tumor era medido a cada
2 dias.

Figura 14 - Crescimento compardvel do tumor mc-38 nos animais C57B16 e
Apc/CEA. Foram implantados 2 x10° células de cada linhagem tumoral no
flanco, sendo o tumor medido a cada 2 dias. A curva de crescimento para os
animais Apc e CEA localizava-se entre as duas mostradas.(Dados niao
mostrados)

Figura 15 - Evolucdo do tumor mc-32 implantado nos animais C57B16, Apc,
CEA e Apc/CEA. Os graficos A e B sdo idénticos com excec¢do do desvio
padrdo que foram mostrados em dois grificos para serem melhor

visualizados.
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Figura 16 - Crescimento compardvel do tumor mc-32 nos animais C57Bl6 e
hibridos Apc/CEA. Foram implantados 2 x10° células de cada linhagem
tumoral no flanco, sendo o tumor medido a cada 2 dias.

Figura 17 - Maior crescimento do tumor mc-38 em comparag¢ao ao tumor
mc-32 nos animais Apc/CEA. Foram implantados 2 x10° células de cada
linhagem tumoral no flanco, sendo o tumor medido a cada 2 dias.

Figura 18 - Animais no 22°dia apds o implante tumoral de 2 x 10° células do
tumor mc-32(CEA +) no flanco direito. As fotografias A,B,C, e D mostram
animais das linhagens C57B16, APC, CEA e Apc/CEA, respectivamente.
Figura 19 - Fotografia dos tumores ressecados dos animais mostrados na
Figura 18, no 22°dia ap6s o implante tumoral de 2 x 10° células do tumor
mc-32(CEA +) no flanco direito. As fotografias mostram animais das quatro
linhagens estudadas, conforme legenda a esquerda.

Figura 20 - Imunizacdo com o vetor Vaccinia recombinante com o CEA ou
PBS, por via intra-retal ou venosa, ndo protege contra o implante de tumores
CEA negativos. Os animais foram imunizados com 3 doses de rVac-CEA ou
PBS, EV ou IR e a seguir, receberam o implante de 2 x 10° células do tumor
mc-38 no flanco.

Figura 21 - Imunizag@o com o vetor Vaccinia recombinante com o CEA, por
via intra-retal ou venosa, protege contra o implante de tumores CEA
positivos. Os animais foram imunizados com 3 doses de rVac-CEA ou PBS,
EV ou IR e a seguir, receberam o implante de 2 x 10° células do tumor mc-
32 no flanco.

Figura 22 - Gréficos mostrando o crescimento do tumor mc-32, CEA + em
camundongos imunizados com o vetor rVac-CEA ou rVac-lac-Z por via retal
ou venosa. A figura A mostra a drea dos tumores apés o 22° DPI e a figura B
mostra o crescimento progressivo nos 22 dias.

Figura 23 - Grificos mostrando o crescimento do tumor mc-38, CEA - em
camundongos imunizados com o vetor rVac-CEA ou rVac-lac por via retal
ou venosa. A figura A mostra a drea dos tumores ap6s o 22° DPI e a figura B

mostra o crescimento progressivo nos 22 dias.
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Figura 24 - Curva de Kaplan-Meyer com a andlise da sobrevida livre de
tumor até o 22° dia em animais imunizados de acordo com a legenda e
transplantados com a linhagem mc-38 (CEA-).

Figura 25 - Curva de Kaplam-Meyer, mostrando a evolugdo até o dia 22 dos
animais imunizados de acordo com a legenda. Estes animais receberam o
implante do tumor CEA+, mc-32.

Figura 26 - Citotoxicidade especifica de esplendcitos de animais imunizados
com o rVac-CEA por via endovenosa. O eixo X mostra a propor¢do entre
células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise
especifica e o eixo Z os diferentes alvos celulares.

Figura 27 - Citotoxicidade especifica de esplendcitos de animais imunizados
com o rVac-CEA por via intra-retal. O eixo x mostra a propor¢do entre
células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise
especifica e o eixo Z os diferentes alvos celulares.

Figura 28 - Citotoxicidade de linfécitos das placas de Peyer em animais
imunizados com o rVac-CEA por via endovenosa. O eixo X mostra a
propor¢do entre células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade
ou lise especifica e o eixo Z os diferentes alvos celulares.

Figura 29 - Citotoxicidade de linfécitos das placas de Peyer em animais
imunizados com rVac-CEA por via intra-retal. O eixo x mostra a propor¢ao
entre células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise
especifica e o eixo Z os diferentes alvos celulares.

Figura 30 - Resumo do experimento, mostrando a citotoxicidade no bago e
placas de Peyer em animais imunizados com o vetor controle rVac-LacZ, por
via retal ou venosa, de acordo com os alvos CEA(mc-32), Neg (mc-38), Vac
(mc38Vac) no 7° dia apés o implante tumoral. O grdfico mostra a
citotoxicidade com 100 e 50 células efetoras para cada célula alvo
respectivamente em azul e vermelho.

Figura 31 - Citotoxicidade especifica de esplendcitos de animais imunizados
com o rVac-CEA, por via endovenosa, no 22° dia apés o implante tumoral. O
eixo x mostra a propor¢do entre c€lulas efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra

a citotoxicidade ou lise especifica e o eixo Z os diferentes alvos celulares.

103

104

106

107

108

109

110

112
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imunizados por via endovenosa no 22° dia apés o implante tumoral. O eixo x
mostra a propor¢do entre células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a
citotoxicidade ou lise especifica e o eixo Z os diferentes alvos celulares.
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imunizados por via intra-retal, no 22° dia apés o implante tumoral. O eixo x
mostra a propor¢do entre células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a
citotoxicidade ou lise especifica e o eixo Z os diferentes alvos celulares.
Figura 35 - Resumo do experimento, mostrando a citotoxicidade no bago e
placas de Peyer em animais imunizados com o vetor controle rVac-LacZ por
via retal ou venosa de acordo com os alvos CEA(mc-32), Neg(mc-38),
Vac(me-38vac) no 22° dia apés o implante tumoral. O grifico mostra a
citotoxicidade com 100 e 50 células efetoras para cada célula alvo,
respectivamente em azul e vermelho.

Figura 36 - Producdo de anticorpos contra o CEA, figura A e o virus
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1. INTRODUCAO

A pesquisa e busca de novas op¢des de tratamentos para o cdncer € um dos
maiores objetivos da pratica médica. Atualmente existem basicamente trés opgdes
terapéuticas jd consagradas, a cirurgia, a quimioterapia e a radioterapia. Apesar dos
grandes beneficios que estas modalidades tém proporcionado aos pacientes nas
ultimas décadas, uma grande propor¢ao destes com tumores s6lidos jd disseminados
nao conseguem a cura (TUBIANA et al. 1986). Isto se deve principalmente ao
comportamento biolégico dos tumores. Assume-se uma origem monoclonal em 90 a
95% dos tumores, mas um mesmo tumor em um mesmo paciente pode ser composto
por bilhoes de células com caracteristicas biologicas heterogéneas bem como vias
moleculares e metab6licas completamente distintas (GIOVAGNOLI et al. 1999). Isto
pode ser facilmente aferido pelo grande nimero de pacientes que sdo considerados
curados sem doenca residual apés alguns destes tratamentos, e pouco tempo depois,
apresentam recidivas tumorais que freqiientemente o levam ao 6bito (BAARS et al.
2003).

Um pequeno tumor de 1cm® pesa cerca de 1 grama e estd um pouco acima do
limite diagnéstico atual de nossos equipamentos. Este pequeno tumor pode ter cerca
de 10” ou 1 bilhdo de células cancerosas. A cirurgia, a quimioterapia ou a
radioterapia podem ser empregadas para destruir este tumor. Mesmo com uma
grande eficdcia, estes tratamentos poderiam destruir 99,99999% das células tumorais,
mas isso ndo é o suficiente. Com este resultado o paciente ainda persistiria com

aproximadamente 0,00001% do tumor original ou cerca de 100 células tumorais.



Este tumor residual teria um volume menor do que 0,01lmm’, muito abaixo do limite
de resolucdo diagnéstica de qualquer equipamento que dispomos hoje como
tomografia computadorizada, ressonincia nuclear magnética ou PET-SCAN. Desta
forma, muito possivelmente este paciente seria considerado curado durante os
primeiros meses seguintes ao tratamento empregado. Este € o grande problema da
abordagem de pacientes oncoldgicos. O cancer é uma patologia extremamente
complexa onde ndo devemos esperar bons resultados com tratamentos ou solucdes
simples. A cirurgia € muito eficaz para lesdes primarias, mas tem poucas chances de
sucesso quando o tumor ja se encontra metastatizado. A radioterapia € campo
limitado e depende de radicais- livres para gerar dano ao DNA tumoral que
freglientemente € reparado. E por dltimo, a quimioterapia mesmo com seus recentes
avangos, empregando drogas mais racionais, ainda depende da inibi¢do de processos
metabdlicos essenciais as células tumorais. Infelizmente, a maioria destes processos
metabdlicos tumorais sdo compartilhados com células normais. Isso impede que
muitas das drogas quimioterdpicas sejam empregadas em uma dose otimizada para o
tecido tumoral, tornando a quimioterapia muito dose limitante, restringindo muito
seus resultados terap€uticos (HENSLEY et al. 1999).

Como todos os tratamentos disponiveis atualmente apresentam baixa eficdcia
para tumores disseminados, novas opgOes terapéuticas tém sido desenvolvidas e
aplicadas. Muitos destes novos tratamentos jd apresentam resultados significativos, e
estdo deixando de ser terapias experimentais ji sendo padronizados para alguns
tumores. Entre eles, destaca-se a imunoterapia, tema principal deste projeto, que até

o momento, também nao apresenta alta eficicia.



Os avangos recentes em nosso conhecimento sobre a biologia tumoral,
imunologia e biologia molecular renovaram o interesse na pesquisa de vacinas para a
prevengdo e tratamento do céncer. A partir do final do udltimo século foram e
continuam sendo descobertos diversos antigenos tumorais conhecidos como
antigenos associados aos tumores (NAGORSEN et al. 2002). Estes apresentam
seqiiéncias de aminoécidos capazes de serem reconhecidos pelo sistema imunolégico
e capazes de iniciarem uma resposta citotéxica contra as células tumorais. Um dos
passos fundamentais para estes avangos foi um melhor dominio dos mecanismos de
apresentacdo de antigenos com maior conhecimento das células apresentadoras de
antigenos (células dendriticas). Existem diversas implica¢cdes em como um antigeno
¢ apresentado pela célula dendritica. Varidveis como a presenca de moléculas co-
estimuladoras, perfil de citocinas e quimiocinas bem como o tipo de populagdes
linfocitdrias e outros, podem dirigir a resposta imunoldgica para gerar antigenicidade
ou tolerancia (Clark 2000).

Outro grande avanco € dispormos, hoje, de diversos agentes como bactérias,
virus, DNA, RNA, e outros capazes de manipular o sistema imunoldgico ensinando-
o a reconhecer e destruir tumores. Todos estes conhecimentos permitiram que a
imunizagdo, que € atualmente o procedimento padrdo para a preven¢do da maioria
das doencas infecciosas, passasse a ser empregada pelos oncologistas e fosse objeto
de pesquisa na luta contra o cancer (WEINER e KIM 2002). O argumento para 0 uso
de vacinas contra o cancer foi baseado nestes principios e tem sua base nas idéias de
Paul Ehrlich, descrito por muitos como o precursor da oncologia moderna. Os
aprimoramentos advindos dos conhecimentos de vacinas para prevencdo permitem

rever as abordagens vacinais para uso terapéutico. Esta designacdo cria alguma



confusdo, pois o0 termo vacina originalmente descrito para procedimentos de
prevencdo esta sendo empregado nas abordagens terapéuticas do cancer. O emprego
de vacinas preventivas aplicadas a oncologia, apesar de muito estudado, ainda ndo
faz parte de nossa realidade.

O conceito de vacinas contra o céncer € antigo e data de 1897 quando Willian
Coley relatou na reunido da Associagdo Médica Americana, que pacientes com
sarcomas avancados e inoperdveis, apresentavam melhor prognéstico quando
desenvolviam erisipelas sobre os tumores. Nesta ocasido foi vaiado e expulso da
reuniio cientifica. E relatado que na reuniio do ano seguinte a apresentacdo de
COLEY (1911) foi a de maior impacto cientifico, pois comprovou seus resultados e
apresentou a primeira vacina descrita contra o céncer. Tratava-se do extrato de
erisipela de COLEY (1911). Certamente ndo se tornou uma opg¢do terapéutica
promissora, mas desde entdo a imunologia dos tumores e a busca de vacinas contra
0s mesmos tornou-se um campo de estudos promissores, alternando periodos de
maior ou menor entusiasmo (MOCELLIN et al. 2002).

Diversos estudos em animais mostraram inicialmente que € plenamente
possivel induzir uma resposta imunolégica capaz de reconhecer e destruir tumores.
Estes tumores apresentam diversos antigenos que na maioria das vezes estdo
presentes em outros tecidos. A polémica teoria da imunovigildncia preconiza que o
sistema imunolégico estaria constantemente patrulhando os marcadores de nossas
células. Este seria capaz de detectar e destruir células que apresentem antigenos
mutantes o que poderia ser um marcador precoce da carcinogénese. Apesar de estar
de acordo com muitos conceitos basicos da imunologia, esta teoria ndo vem se

sustentando com o maior conhecimento sobre o complexo funcionamento do sistema



imunolégico e os resultados de protocolos experimentais (SPEISER et al. 1997). E
extremamente rara a presenca de antigenos tumorais tnicos. Na maioria das vezes
eles estdo mais expressos nos tumores, mas sdo também compartilhados com muitas
células normais sendo conhecidos por antigenos associados aos tumores (TAA).
Existem diversas razdes que justificam porque estes antigenos podem possibilitar e
mediar o reconhecimento e destrui¢cdo de células tumorais. Apesar de compartilhados
com células normais, estes antigenos podem ser mutantes nas células tumorais com
apresentacao de peptideos tinicos em proteinas truncadas. Também podem estar com
diferentes graus de glicosilagio ou mesmo expressos em grandes quantidades nas
células tumorais (KAYSER et al. 2003; PAULI et al. 2003; NAGORSEN et al.
2003).

Um dos passos mais importantes para o desenvolvimento da imunoterapia
contra o cancer foi a descoberta de que os linfécitos T eram os mediadores da
maioria das respostas imunes anti-tumorais. A partir de entao nao bastava descobrir
antigenos tumorais, a atencdo foi direcionada em antigenos especificos capazes de
serem reconhecidos pelos receptores de células T (TCR) destes linfécitos. Estes
antigenos geralmente sdo pequenos peptideos compostos de seqii€ncias de
aminodcidos que apds a degradacdo intracelular das proteinas sdo apresentados em
moléculas do complexo de histocompatibilidade (MHC). Muitos tumores conseguem
escapar do reconhecimento pelo sistema imunolégico através da ndo apresentacdo de
antigenos em um contexto MHC ou mesmo diminuindo o nimero destas moléculas
em sua superficie. Outro mecanismo de escape tumoral seria a expressdo de

moléculas indutoras de apoptose em sua superficie como o Fas-L, fazendo com que



linfécitos ativados, que poderiam destruir células tumorais, entrem em apoptose
assim que ocorra a interacdo entre TCR-MHC.

Quando um possivel antigeno ndo € apresentado ou processado pelas células
apresentadoras de antigenos podemos dizer de maneira genérica que ocorreu anergia.
Quando este antigeno € apresentado pode ocorrer uma resposta imunolégica capaz de
gerar antigenicidade ou tolerdncia. O estudo de moléculas co-estimuladoras mostrou
claramente que nao bastava um antigeno tumoral ser processado e apresentado em
uma molécula MHC. Isto deveria ser feito em um contexto de imunogenicidade
conhecido.como Danger signal onde um antigeno € apresentado como algo que deve
ser procurado, reconhecido e destruido (MATZINGER 1994). Existem diversas
moléculas co-estimulatérias como ICAM, ICOS, CD40L e outros, que fazem, com
que um antigeno previamente ndo imunogénico, quando apresentado em seu
contexto, seja capaz de gerar uma resposta imunolégica com antigenicidade e
citotoxicidade (HODGE et al. 2002).

A ativagdo de células T requer a0 menos 2 sinais distintos. O primeiro sinal é
antigeno especifico através de receptores TCR que interagem com o complexo MHC
peptideo e fazem com que este linfécito inicie o ciclo celular. O segundo sinal, a co-
estimulagdo, é necessdrio para a producdo de citocinas e proliferacdo. Estes
linfécitos, frutos de diversas interagGes entre ligantes e seus receptores podem ser
capazes de processar respostas de citotoxicidade tipica TH1 ou desencadear e induzir
tolerancia sistémica como a desencadeada pelos linfécitos CD4" CD25™.

E a combinacio de diferentes concentracdes de moléculas co-estimulatérias,

citocinas e quimiocinas em tempos muito especificos que dirige o tipo de resposta

imunolégica e a magnitude e populacdo de linfécitos envolvida (SCHLOM e



HODGE 1999; MASON et al. 1998). Todo este processo tem um alto nivel de
complexidade e costumam ser muito especificos para cada situacio (HAMANN et
al. 1999).

O sistema de processamento e apresentacdo de antigenos quando manipulado
para se induzir uma resposta ativa quase sempre tem a participacdo de células
apresentadoras de antigenos. Dentre as vdérias linhagens celulares, as células
dendriticas sdo as mais potentes e capazes de apresentar antigenos por maior tempo.
Elas podem ser pulsadas com peptideos, lisados tumorais, corpos apoptdticos, e
também com DNA e RNA, codificando antigenos tumorais e induzidas a apresentar
peptideos de tumores em um contexto de aﬂtigenicidade (ENGLEMAN 2003).

Mesmo que se consiga identificar um potente e especifico antigeno tumoral,
fazendo-se com que este seja processado e apresentado por células apresentadoras de
antigenos, gerando-se nimeros significativos de linf6citos T capazes de reconhecer e
destruir o tumor, ainda faltaria uma etapa essencial. Esta mobilizacdo imunoldgica
anti-tumoral gerada, precisa localizar as células tumorais e ser efetiva no ambiente
tumoral. O ideal seria a gera¢do de uma resposta imunolégica sistémica em todo o
individuo. Muitas publicacdes tém mostrado que o sistema imunoldgico poderia ser
dividido em sistémico e mucoso e que uma resposta induzida em um destes sitios ndo
necessariamente seria efetiva em ambos (BELYAKOV et al. 1999). Para avancarmos
sobre este campo desenvolvemos e comparamos a imunizacdo por via sistémica
(endovenosa) com a via mucosa (intra-retal), comparando a resposta obtida.

E importante ser considerado que existem diversas vias de se gerar imunidade
sistémica. A via mucosa € uma delas. Esta via apresenta limitacOes para se gerar uma

resposta imune mucosa e sist€émica, mas isto é factivel com o uso de potentes



adjuvantes e vetores em um sistema otimizado de imunizacdo (WANG et al. 2001).
Para tanto empregamos como vetor de imunizacdo o virus vaccinia recombinante
com o Antigeno Cércino-Embriondrio (CEA). Este virus € capaz de ser transfectado
com grandes segmentos de genes ex0genos. E também um vetor muito confidvel ja
que induz a producdo das proteinas deste gene de maneira precisa. Apresenta
também uma replica¢do com baixissimo indice de mutagdes.

O CEA estd presente em uma grande propor¢ao de adenocarcinomas
humanos (THOMPSON e ZIMMERMAN 1988) e os resultados obtidos poderiam
ser translacionais para imunizagdes em pacientes com tumores de diferentes 6rgaos.
A grande expressio do CEA em tumores do trato gastrointestinal permite que o
mesmo seja estudado, avaliando-se varias implicagGes de imunizagdes sistémicas e
mucosas. A rota de imunizacdo intra-retal seria teoricamente mais efetiva do que a
intranasal ou intravaginal pelo maior nimero de possiveis locais de inducdo
imunolégica disponiveis no reto, conhecidos como placas de Peyer (HOPKINS et al.
1995). Estas placas de Peyer poderiam ser sumariamente descritas como unidades de
processamento e apresenta¢do de antigenos, sendo muito importantes para 0 processo
de geracdo de resposta imunolégica. Apesar de todas estas abordagens acima
representarem solugdes 16gicas para a imunoterapia do céncer, ainda ndo estd claro
qual seria o melhor vetor, dose, rota de imunizacdo e esquema terapéutico, que
seriam pontos essenciais em qualquer imuniza¢io (ZINKERNAGEL 2000a).

O emprego de um modelo animal otimizado poderia ser uma etapa essencial
para definirem-se solu¢bes para os pontos levantados acima. Neste trabalho
desenvolvemos um modelo animal transgénico para o CEA humano e knock-out para

o gene Apc (HORIG et al. 2001). Estes animais desenvolvem pélipos espontaneos do



trato gastrointestinal que evoluem para adenomas, adenocarcinomas locais e
invasivos. Hiperplasias polipdides freqiientemente regridem, mas nestes animais este
é um processo de progressdo relativamente constante e previsivel. Os pélipos que
progridem jd sao histologicamente adenomas. Estes polipos que jd s@o tumores
benignos (adenomas) ou malignos (adenocarcinomas) apresentam expressdo do CEA
maior do que nos tecidos normais. Isso torna este modelo otimizado para o estudo da
expressao de antigenos associados ao tumor e todas as implicacOes referentes a
inducdo de tolerincia e/ou resposta imune contra o cancer (HORIG et al. 2001).

Um dos objetivos da criacdo deste modelo animal foi avaliar a relacdo entre
os pélipos e o CEA. O CEA sendo uma proteina embriol6gica seria expressa nos
polipos. Esta expressio de CEA nos pélipos poderia aumentar ou diminuir a
tolerancia ao CEA? O CEA estaria mais expresso nos tecidos tumorais? A resposta a
estas perguntas seria essencial para melhor entendermos os mecanismos de tolerancia

a antigenos tumorais e definirmos abordagens imunoterdpicas mais adequadas.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 MECANISMOS DE CARCINOGENESE

E importante serem abordados os mecanismos de carcinogénese porque a
imunoterapia pode atuar em diversas fases deste processo complexo.

A carcinogénese € o conjunto de mecanismos que governam a transformacao
de uma célula normal em uma célula tumoral através de uma seqiiéncia de processos,
que rompem a homeostasia celular transformando o fendtipo da célula. Sido
basicamente seis mecanismos que causam alteracdes essenciais na fisiologia celular e
que permitem a transformacdo maligna e o desenvolvimento e disseminacdo do
tumor, levando o hospedeiro a morte (HANAHAN e WEINBERG 2000). As fases
mais importantes sdo a iniciacdo, promog¢do, manutencdo, progressao e
metastatiza¢cdo que sao facilidades progressivamente acumuladas para a progressao
tumoral.

O primeiro € a auto-suficiéncia em sinais de crescimento, permitindo que a
célula se torne independente de estimulos para replicar. As células tumorais sdo
capazes de gerar seus proprios sinais para a replicacdo de maneira autdcrina ou
mesmo induzir elementos do micro-ambiente tumoral para que eles desempenhem
esta funcdo de maneira pardcrina.

A célula precisa também se tornar insensivel a estimulos antiproliferativos
que mantém as células normais quiescentes, uma caracteristica importante para a

homeostasia tecidual. As células que replicam indevidamente podem ser obrigadas a
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interromper a proliferacdo ativa retornando a forma quiescente GO ou serem
induzidas a uma diferenciacdo, relacionada a um estdgio pds-mitético. As células
tumorais escapam destes controles, porque podem acumular alteracdes genotipicas
que conferem resisténcia aos sinais antiproliferativos.

A célula precisa desenvolver mecanismos para escapar da morte celular
programada ou apoptose, que esta presente em todas as células do organismo. A
apoptose € uma das grandes barreiras que as células cancerosas devem vencer para
continuar proliferando e geralmente € conseguida através da inativagao de
reguladores pré-apoptéticos como o gene p53. A inativagdo deste gene ou seus
produtos esta presente em mais de 50% dos tumores humanos.

Também precisa sobrepujar o limite intrinseco de replicacdao de cada tipo
celular. A cada ciclo celular o telé‘»mgro diminui chegando ao ponto em que a c€lula
morre por apoptose. A manutencdo do teldmero estd presente em mais de 80% dos
tumores malignos, permitindo que as células tenham a capacidade de replicar
indefinidamente.

E preciso que o tumor estabeleca angiogénese capaz de manter o tumor
vidvel, suprido de oxigénio e principalmente nutrientes em quantidade suficiente para
permitir o crescimento tumoral.

E por dltimo, a capacidade de invasdo tecidual e estabelecer metdstases a
distdncia que é a causa de Obito mais importante nos pacientes com tumores
(FIDLER et al. 2002).

Estas seis capacidades adquiridas s3o compartilhadas pela maioria ou

possivelmente a totalidade dos tumores malignos (HANAHAN e WEINBERG
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2000). Isto permite que sejam descobertos mecanismos comuns capazes de inativar
diversos tumores que compartilham processos semelhantes.

A imunoterapia pode ser aplicada para prevenir tumores como em casos de
hepatite B, papiloma virus e Helicobacter pylori onde a erradicacdo de agentes
infecciosos diretamente relacionados com o processo de carcinogénese pode diminuir
a incidéncia de tumores (LOLLINI e FORNI 2002). Em fases iniciais a imunoterapia
com interferon pode diminuir a incidéncia de tumores em pacientes cirréticos, tendo
como um dos seus mecanismos de a¢dao o aumento da expressdo de moléculas MHC
nas células tumorais e a possivel lise e destrui¢ao destas pelo sistema imune (SUN e
TANG 2003). Para se tentar destruir lesdes pré-malignas, jd existem trabalhos em
animais que mostraram ser possivel prevenir cincer de mama em camundongos,
utilizando-se o gene HER-2/neu. Estas metodologias ja estdo em fase pré-clinica jd
sendo programado protocolo fase I (LOLLINI e FORNI 2002). Em fases avancadas
para controlar ou destruir tumores jé estabelecidos, existem diversas modalidades de
imunizagdes com linfécitos ativados, peptideos, vetores, células dendriticas e muitas
outras. Um outro campo bastante promissor para a prevenc¢ao e tratamento do cancer
devera ser a terapia génica baseada na biologia molecular onde possivelmente a

ativacao do sistema imunolégico pode nio ser necesséria.

2.2 ANTIGENOS TUMORAIS

O sucesso amplo da imunoterapia contra tumores deve-se basear em parte na
descoberta de antigenos especificos dos tumores capazes de estimular uma resposta

imunoldgica especifica nos pacientes. A cada dia sdo descobertos novos antigenos
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tumorais, capazes de serem reconhecidos ndo apenas por pacientes com tumores, mas
também por individuos sadios. Muitos antigenos tumorais sao compartilhados por
tumores de mesma origem histolégica em diversos pacientes e também em tumores
completamente distintos em um mesmo paciente (KAO et al. 2001), ndo sendo

necessariamente tumor especifico.

23 CEA

O CEA foi um dos primeiros antigenos associados aos tumores humanos a ser
descrito e tem sido bem caracterizado como uma glicoproteina expressa em altas
concentragoes no tecido coldnico fetal. Parece ter uma implicag@o no processo de
anoikis (morte celular por desalojamento), que direciona a polaridade e correta
posicdo de cada tipo celular nas criptas intestinais. Algumas isoformas do CEA
parecem inibir o processo de apoptose que deveria ocorrer quando a célula perde sua
ancoragem, polaridade e correta posicdo histolégica (ORDONES et al. 2000).
Durante a vida adulta € expresso em baixas concentracdes no epitélio coldonico. Seu
nivel sérico pode estar muito elevado quando algum processo inflamatério se instala
em qualquer tecido de origem endodérmica como em alguns processos benignos e
principalmente em tumores malignos do coélon, estdmago, intestino delgado,
pancreas, figado, mama, ovdrio e pulmao (GOLDENBERG et al. 1976). Pode
também estar elevado em individuos que fumam (JOTHY 1986).

O CEA apresenta grande utilidade clinica para acompanhamento de pacientes
no pés-operatério. Pacientes com tumores CEA positivos, principalmente de cdlon,

podem ser monitorados quanto a uma possivel recidiva tumoral através da dosagem



14

periédica do CEA sérico. Quando ocorre uma elevacdo sustentada deste marcador,
existe uma grande possibilidade da presenga de recidiva tumoral e estaria indicada a
propedéutica com métodos de imagem, para a localizacdo e possivel tratamento de

metastases ocultas.

a  Structure of CEA gene

Leaders : Repeats
N domain ; 1 ' ; 2 g ; 3 ; M domain
| A1B1  A2B2 A3 B3 |
~ 1 i1 il 1= i ~
5 UTR \ \/ \/ \/ \/ 3'UTR
Intron Introns Introns introns Introns
0 1 1
; '15000 0000 1SIZMZI() .20000 Nudleotide
positions
b Structure of CEA protein (the 70-kD protein becomes 180 kD when glycosylated)
NH2
Glycosylation site
s 8 Disuiphide bndge belween cysteines
N domain = "
d 3
A1\
s I
Kz
s
Bz2y"
as(s®
B3
Extraceliular
Cell membrane
>
Intracellular

Figura 1 - A - Esquema da estrutura do gene do CEA humano com seus Introns e
Exons.

B - Esquema da estrutura protéica do CEA humano, seus dominios
extracelulares e seus sitios de glicosilagdo que aumentam a sua massa molecular de

70 para 180 kDa.
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Virias modalidades de imunizagdes baseadas no CEA podem ser promissoras
para pacientes com diversos tumores. Existem diversos protocolos pré-clinicos e
clinicos baseados em vetores, cDNA, mRNA, anticorpos, peptideos, células
dendriticas e linfécitos, que tém como objetivo destruir células tumorais CEA
positivas através da ativacdo do sistema imunolégico contra este antigeno
(MARSHALL 2003).

Uma das fungdes bioldgicas do CEA é como molécula de adesao e agregacao.
Também promove a orientagdo espacial das células epiteliais do célon e a
organizacdo destas com a matriz extracelular durante o desenvolvimento fetal. O
CEA em epitélio colonico adulto, estd relacionado com a manutencao da integridade
do epitélio luminal. A alteracdo desta integridade em tumores onde o CEA €
encontrado de maneira totalmente desorganizada pode estar relacionada com a
ruptura da adesao entre colondcitos, crescimento desorganizado e malignizagao.

O CEA também estd envolvido no processo de metéstases. E um membro da
superfamilia das imunoglobulinas, caracterizado pela homologia nos dominios
globulares extracelulares (A1-A3; B1-B3), sendo, portanto, uma molécula de adesdo
conforme mostrado na ngura 1. De fato hd evidéncias experimentais que o CEA
medeia a interacao célula-célula (OBRINK 1997). Por ser considerada uma molécula
de ades@ao também € implicado como potencializador do processo de metdstase em
alguns modelos experimentais, principalmente metéastases hepdticas (TIBBETTS et
al. 1993; MINAMI et al. 2001). O CEA pode ser reconhecido por células de Kupffer
pela seqiiéncia de 5 aminodcidos, Pro-Glu-Leu-Pro-Lys. Este reconhecimento resulta

em liberacdo de citocinas implicadas no processo de estabelecimento de metdstases
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hepdticas. Esta interacdo induz as células endoteliais sinusoidais a expressar
moléculas de adesdo que podem facilitar o estabelecimento de células tumorais no
figado (GANGOPADHYAY et al. 1996).

O gene que codifica o CEA foi inicialmente descrito em 1986, estando
localizado no cromossomo 19. O seu mRNA tem 3100 pares de base que codificam
uma proteina de 70 kDa. A massa molecular final do CEA de 180KD € obtida pela
adi¢ao de carboidratos por uma extensiva glicosilagdo, conforme esquematizado na
Figura 1. A estrutura do CEA consiste em um dominio amino terminal com a
repeticdo de 178 aminoicidos e um dominio C hidrofébico. Pela sua estrutura,
passou a ser um membro da superfamilia das imunoglobulinas (OKINAWA et al.
1987). Existem diversos outros antigenos semelhantes ao CEA como a glicoproteina
biliar especifica, CGM-6 e diversas glicoproteinas especificas da gravidez. Existem
29 genes distintos que codificam produtos relacionados ao CEA. A maioria destes
genes também se localiza no braco longo do cromossomo 19 (ZIMMERMANN
1987).

O potencial do CEA para iniciar uma resposta imunolégica celular tipo TH1
especifica foi inicialmente descrito em 1982. Mostrou-se que pacientes que tinham
tumores de célon freqgiientemente exibiam hipersensibilidade tardia (DTH) contra a
proteina do CEA purificada (OREFICE 1982). Desde entdo varios grupos
independentes tém demonstrado diversos epitopos na molécula do CEA capazes de
serem reconhecidos por linfécitos em um contexto HLA (Human Leucocyte
Antigen) restrito, gerando resposta T citotéxica (HUANG e KAUFMAN 2002).

Muito se especulou sobre os mecanismos de induc@o de tolerdncia contra o

CEA em animais transgénicos para esta proteina. Este € um assunto muito
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controverso, principalmente porque ainda ndo existe consenso cientifico absoluto de
como € induzida ou processada a tolerdncia contra antigenos constitucionais. O CEA
nao € expresso no timo de animais transgénicos. Portanto, baseando-se na hipétese
de indugd@o de tolerincia central durante a embriogénese, ndo existe impedimento
para que estes animais fossem incapazes de desenvolver imunidade contra o CEA
por sel;:gﬁo timica negativa (HASEGAWA et al. 1992; EADES-PERNER e

ZIMMERMANN 1995).

24 IMUNOLOGIA DOS TUMORES CEA POSITIVOS

Um dos grandes desafios para o desenvolvimento de vacinas contra o cancer
€ a tolerdncia imunoldgica contra a maioria dos antigenos tumorais. Com excec¢ao de
cerca de 10% dos tumores humanos que sdo desencadeados por virus, os demais
tumores nao costumam apresentar antigenos tnicos que poderiam ser alvos para o
ataque do sistema imunolégico. Os antigenos tumorais sao compartilhados em maior
ou menor grau com tecidos sadios, contra os quais, 0 sistema imunolégico deve ser
tolerante. Sendo assim, os pacientes jd apresentam uma tolerdncia inata contra os
antigenos tumorais, que podem ser considerados auto-antigenos.

Uma das melhores maneiras de se estudar o fendmeno da tolerdncia € através
de animais transgénicos ou por modelos de auto-imunidade onde a tolerdncia é
quebrada. KASS et al. (1999) mostrou que animais transgénicos para o CEA eram
tolerantes contra esta proteina e nao produziam citotoxicidade in vitro quando
estimulados com o CEA. Porém, quando imunizados com vetores expressando o

CEA, estes animais foram capazes de gerar resposta contra o CEA em tumores, sem
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dano aparente aos tecidos sadios que também expressavam o CEA (KASS et al.
1999). Mesmo assim, a resposta imunolégica contra este antigeno nos animais
transgénicos foi aproximadamente 40 vezes menor do que nos animais normais. Isto
mostra que eles eram parcialmente tolerantes ao CEA, mas que esta tolerdncia
poderia ser quebrada, gerando uma resposta imunolégica contra tumores CEA
positivos.

Existem trabalhos que mostram uma significativa resposta humoral contra
tumores CEA positivos. Porém, esta resposta humoral pode também desencadear

uma resposta celular e ainda ndo estd claro qual a sua importdncia (FOON et al.

1999).

2.5 TRATAMENTO DO CANCER

2.5.1 Cirurgia

A cirurgia € o tratamento mais antigo para o cancer e até recentemente, 0O
dnico que podia proporcionar a cura do paciente (HILL 1979). O tratamento
cirdrgico € baseado no principio de ressecar o tumor ou metdstases englobadas em
tecido sadio (margem de seguranca), para em caso de sucesso, deixar o paciente livre
de tecido canceroso. Os resultados desse tratamento dependem do estdgio da doenga,
comportamento biolégico do tumor, da condi¢@o clinica do paciente e capacitacdo
técnica do cirurgido. Todas essas varidveis podem significar pouco se o tumor for
disseminado, o que inviabiliza qualquer possibilidade de cura para o paciente
(SILBERMAN 1982). O cirurgido nao tem tratamento para as micrometdstases, € a

capacidade de metastatizar € a principal caracteristica prognéstica dos tumores
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malignos. O desenvolvimento de novas op¢des de tratamentos adjuvantes como a
imunoterapia poderia resultar em maior indice de sucesso pela sinergia dos
tratamentos. Como dito, a cirurgia ndo trata micrometéstases a distancia, bem como a
imunoterapia ndo tem grandes chances de sucesso contra grandes massas tumorais.
Caso possamos desenvolver imunoterapias especificas para cada tumor, esta poderia

destruir pequenos focos tumorais apds cirurgias oncolégicas.

2.5.2 Quimioterapia

A quimioterapia foi introduzida como tratamento do céncer no final da 4° e
inicio da 5" década do século passado. Observou-se desde entdo, que em sua grande
maioria, 0s quimioterapicos apresentam alta toxidade também contra as células
normais, o0 que limita sua dose e, conseqiientemente, diminuiu seus efeitos
tumoricidas. Mais de 90% das curas por agentes oncoldgicos ocorrem em menos de
10% dos tipos de cancer ( DeVita 1991)

As drogas quimioterdpicas destroem principalmente as células tumorais em
replicacao, através de alvos metabdlicos do processo de divisdao celular. Um tumor
considerado altamente proliferativo ndo apresenta mais do que 20% de suas células
em replicacdo. Em um determinado momento, cerca de 80% da massa tumoral pode
ser resistente a algum tratamento baseado no processo de divisdo celular. Para tentar
superar parcialmente este fato, na maioria dos esquemas de tratamentos
quimioterdpicos a dose total dos medicamentos € fracionada em multiplas doses

(Buzzoni et al. 1991).
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2.5.3 Radioterapia

Os efeitos da radiacdo ocorrem de maneira randémica e podem ser diretos ou
indiretos. O principal alvo da radioterpia € a lesdo do DNA mas esta, também pode
lesar as células pela producdo de radicais livres ou a¢do sobre a membrana celular. A
radioterapia baseia-se no emprego de radiac@o ionizante com o objetivo de causar
necrose, apoptose, envelhecimento, diferenciacdo terminal ou perda da capacidade
replicativa do tecido tumoral. A dose de radiacao empregada expressa a interagdo da
energia absorvida por unidade de massa de tecido. Atualmente emprega-se a unidade
Gray, que equivale a energia de 1 Joule por quilograma. O objetivo principal da
radiacdo ionizante € a lesdo da estrutura do DNA. Pode ocorrer dano letal ou
potencialmente repardvel. A radiag@o ionizante também pode reagir com moléculas
de dgua, produzindo radicais livres téxicos para as células tumorais e normais. O
efeito da radiacdo depende da fracdo de c€lulas sobreviventes apds cada dose. Este
nimero depende da eficiéncia do tumor em reparar o dano celular e replicar para

repor as células lesadas. Existem diversos modelos de curva de sobrevivéncia que

tentam predizer a porcentagem de c€lulas que sobrevivem a cada dose de radiag@o.

2.6 IMUNOTERAPIA CONTRA O CANCER

O maior objetivo da imunoterapia é ser capaz de erradicar o tumor com o
minimo risco de dano aos tecidos normais que expressam OS mesmos
antigenos.Vidrios fatores ainda estdo sendo estudados e influenciam decisivamente o
resultado da imunoterapia e sdo: rota da imunizacdo, vetor, esquema, dose, tipo de

antigeno, veiculo e outros.
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Virias modalidades de imunoterapia tém sido empregadas em protocolos
clinicos contra o cancer. Apesar de alguns resultados bastante promissores, a grande
maioria tem sido desapontadora. Uma das explicacdes decorre do fato de que estes
tratamentos sao empregados em pacientes que ja receberam outros tratamentos € nao
responderam a todas possibilidades jd estabelecidas, abordadas previamente como
cirurgia, quimioterapia e radioterapia. N@o raro, sdo pacientes terminais, desnutridos
e com o sistema imunolégico comprometido. Mesmo quando respondem a antigenos
comuns como toxoide tetanico, influenza ou BCG, esta resposta deve-se 2 meméria
imunolégica. Freqiientemente estes pacientes jd ndo sdo mais capazes de gerar uma
nova e potente resposta contra antigenos tumorais. Além disto o microambiente
tumoral € imunossupressivo necessitando de respostas ainda mais potentes
(MOCELLIN et al. 2001; RIVOLTINI et al. 2002; WHITESIDE 2002).

Uma etapa essencial para o desenvolvimento e avaliacdo de imunoterapias
contra o cancer € a demonstracdo de sua eficdcia em um modelo experimental. Para
tanto, o modelo experimental deve ser otimizado para que o resultado da
imunoterapia ndo seja afetado por fatores adversos a sua metodologia e

principalmente tente mimetizar com a médxima precisdo a situacao humana.

2.6.1 Vetores virais

Uma das maneiras de apresentar antigenos para que sejam processados pelo
sistema imunolégico € através de vetores virais. A aplicacdo de virus para a
imunizac¢ao contra doengas infecto-contagiosas € empregada com sucesso hd décadas
e usando-se o virus vaccinia foi-se capaz de erradicar a variola (SMITH e

VANDERPLASSCHEN 2002). Um dos métodos mais bem estudado para o
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desenvolvimento de vacinas contra o cdncer € a manipulacdo de vetores virais,
conforme mostrado na Figura 2. Os virus da familia poxvirus, particularmente o
vaccinia virus é um dos mais bem caracterizados e apresenta as seguintes vantagens:
aceita DNA exégeno de grande tamanho, apresenta a replicacdo precisa, facil
manipulacdo, permite modifica¢cdes poés-transducionais como glicosilagdo e
principalmente, € um potente imundgeno, ativando o sistema imunolégico contra sua
presenca e conseqiientemente contra os antigenos dos genes que carrega (MOSS
1996). Apés a infeccdo celular a montagem do virus vaccinia € um processo
complexo que resulta em duas formas: o virus intracelular maduro e o virus
extracelular envelopado. Uma forma intermedidria chamada virus intracelular
envelopado induz a polimeriza¢do da actina que propele a unidade viral em direcao a
membrana plasmdtica onde o virus € liberado para o meio extracelular para infectar
novas células. A propor¢ao entre as formas envelopadas ou nao e a quantidade de
particulas virais infectivas, que s@o realmente produzidas, dependem do tipo celular e
da cepa viral (SMITH e McFADDEN 2002).

A co-apresentacdo de um fraco imunégeno como o CEA com um potente
imunégeno como o virus vaccinia representa uma boa alternativa para se obter uma
resposta imunoldgica anti-CEA para a imunoterapia de tumores. O virus vaccinia é

altamente imunogénico e estimula tanto uma resposta humoral como celular

(KANTOR et al. 1992).
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Figura2- A - Esquema do cassete com o gene do CEA, utilizado para a

construc@o do plasmidio PSC 11-CEA.

B - Esquema do plasmidio PSC 11, mostrando o sitio de restricao
Smal, para inser¢do de um segmento de um gene exdgeno, este estd justaposto ao
promotor do gene p7.5 de expressdo precoce do virus vaccinia. O gene do CEA foi
inserido nesta posicdo para construir o PSC 11- CEA. O gene LacZ , codificando B-
Galactosidase estd sob regulagdo do promotor de P7/. Ambos os genes estdo entre 0s

segmentos direitos e esquerdos do gene viral da Timidina-quinase (TK).

Um dos inconvenientes deste vetor € ser muito imunogénico desencadeando a
formacdo de grandes quantidades de anticorpos neutralizantes o que rapidamente
inativa doses adicionais de reforcos. Uma maneira eficaz de driblar estes obstaculos é
o uso de virus atenuados por miltiplas delecdes como a cepa vaccinia New York

(NYVAC). Nestes casos o virus € infectivo, mas ndo replicativo. Outra opgdo
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interessante € alternar diferentes vetores virais, carregando o mesmo antigeno
tumoral ou mesmo o emprego de virus de aves como fowpox e canarypox. Estes
ultimos s@o capazes de infectar células humanas, mas sdo incapazes de replicar em
mamiferos sendo 6timos vetores para a entrega de genes de antigenos tumorais em
células apresentadoras de antigenos (PAOLETTI 1996). Uma desvantagem destes
tltimos € que seriam menos imunogénicos o que também poderia ser uma vantagem,

dependendo dos objetivos da imunizagdo e do gene que carrega.

2.7 COMPARTIMENTALIZACAO DO SISTEMA IMUNOLOGICO

(SISTEMICO E MUCOSO) -

O conceito de sistema imunolégico mucoso compartimentalizado do ponto de
vista inducdo e efetor, se refere a um sistema de defesa especifico, operando nas
superficies mucosas, de alguma maneira independente imunologicamente dos sitios
sistémicos. A estimulacdo antigénica mucosa local pode gerar trés tipos de resposta.
Uma resposta local e a distdncia de mesma magnitude; alta resposta local com baixa
resposta sistémica; e, alta resposta sist€mica com baixa resposta local. Também é
descrita uma resposta local simultdnea com outro sitio a distdncia sem resposta
sistémica como resposta na mucosa nasal apds imunizagdo intravaginal sem resposta
sistémica mensurdvel. Grande parte dessas respostas sao decorrentes da recirculacao
de linfécitos e células apresentadoras de antigenos (HANEBERG et al. 1994;
MESTECKY et al. 1994; HOPKINS et al. 1995; MOWAT e VINEY 1997).

A mucosa € a maior porta de entrada para o nosso corpo. O conteido

alimentar e fecal que mantém intimo contato com a mucosa do trato gastrointestinal
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apresenta grande concentracdo de patégenos que devem ser barrados pela mucosa
(Clark et al. 2003). Os mecanismos que controlam e impedem a invasdo destes
patégenos devem ser precisos e eficientes, porque muitos destes patogenos
apresentam grande capacidade para a colonizacdo e invasao do tecido mucoso. Ao
mesmo tempo, o intestino estd exposto a enormes quantidades de antigenos da dieta
que devem ser tolerados e absorvidos. Mais de 60% de nosso tecido linféide esta
distribuido na mucosa intestinal, que é considerada o nosso maior 6rgdo linféide,
densamente povoado por diversas células do sistema imunolégico (McGHEE et al.
1992). A superficie mucosa do trato gastrointestinal e respiratério tem uma éarea
superior 2 400m* (NEUTRA et al. 1996). Ainda ndo estd completamente claro como
o tecido linféide associado ao intestino € capaz de diferenciar patégenos dos
alimentos, mas existem indicios de que funcione com certa independéncia do sistema
imunolégico sistémico, podendo ser muito flexivel e rigoroso ao mesmo tempo
(FUJIHASHI et al. 2001).

O desenvolvimento de tolerdncia ou imunidade mucosa requer a colaboragao
coordenada da expressao de diversos genes que codificam a producdo de citocinas e
molécula co-estimulatdrias presentes no tecido linféide associado a mucosa (mucosa
associated lymphoid tissue (MALT)). Um tipico foliculo intestinal tem uma zona
periférica rica em células B com um centro germinativo. E separado do epitélio por
uma camada composta de células B, linfécitos CD4", células dendriticas e
macréfagos. Estes foliculos agregados e organizados sdo separados dos adjacentes
por uma zona interfolicular rica em linfécitos T. S@o os linfécitos T os responsdveis
pelo estabelecimento e manutengdo da tolerancia que € dependente dos tipos de

citocinas secretadas no momento da apresentacdo e processamento dos antigenos. Se



26

forem secretadas citocinas da resposta Th1(IFN-y e IL-2) gerar-se-a imunidade e
possivel citotoxicidade, e caso seja tipo Th2(IL-4, IL-5, IL-6, IL-10) gerar-se-a
tolerdncia. Apesar desta polaridade j4 ser bem estabelecida, ndo € a regra. Existem
respostas mistas Th1/Th2, respostas alérgicas e diversos outros fatores que
influenciam na maneira de apresentacdo antigénica. Esta zona interfolicular é
também rica em vasos que facilitam a recirculac@o de células e a migragao para sitios
efetores locais e distantes. Independente do tipo de resposta imunolégica que serd
gerada, o primeiro passo € o transporte dos antigenos pela barreira epitelial. Todos os
epitélios estdo envolvidos em diferentes graus no processo de se obter amostras do
meio externo para o sistema imunolégico, a0 mesmo tempo em que mantém uma
barreira seletiva (SHANAHAN 2000; LIANG et al. 2001). Como sdo grandes dreas
expostas, os epitélios e mucosas sdo capacitados a desencadear uma reposta
imunolégica inicial se sua integridade for ameagada por patégenos ao mesmo tempo
em que desencadeiam uma resposta sistémica (KRAEHENBUHL et al. 1997).

Células epiteliais apoptéticas podem ser fagocitadas por células dendriticas
da mucosa gastrointestinal e processadas em tecidos linféides mucosos (placas de
Peyer) ou mesentéricos (linfonodos) e serem reapresentadas para o sistema
imunolégico. Estas células podem apresentar o CEA em seus corpos apoptéticos.
Nesta situacao o CEA poderia ser apresentado em um contexto de imunogenicidade
ou tolerdncia (HUANG et al. 2000).

Os pélipos gastrintestinais sao neoplasias benignas, que podem apresentar
focos de malignizacao, por atipias na arquitetura tecidual. Estes pélipos degenerados
sdo tecidos com crescimento relativamente andrquico, apresentando uma histologia

desorganizada e fora dos padrdes de ldminas. O c6lon normal apresenta laminas de
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tecido mucoso, submucoso, muscular préprio, muscular e seroso de espessuras
proporcionais. Estes tecidos costumam ser heterogé€neos apresentando dreas de alto
grau de proliferacdo, dreas de involugdo e necrose muito proximas. Estas
anormalidades podem alterar o equilibrio de tolerdncia ao CEA. Pode-se induzir
maior tolerdncia se o mesmo for superexpresso e eliminado na luz intestinal “sendo
interpretado como alimento” bem como pode ser também super expresso nos polipos
onde geraria tolerdncia como um auto-antigeno. Existe também a possibilidade de no
polipo ocorrer necroses setoriais com processo inflamatério e indugdo de lise celular
e também corpos apoptdticos com altas concentracdes de CEA. Este CEA poderia ser
fagocitado por células dendriticas e apresentado em um contexto de
imunogenicidade.

Virios experimentos em modelos animais t€m demonstrado que a rota de
imunizacdo € uma questdo importante para a otimizacdo de vacinas afetando
diretamente o tipo de resposta imunolégica obtida (EGGERT et al. 1999; FONG et
al. 2001).

A barreira epitelial mucosa varia muito em seus diversos tecidos no corpo
quanto a sua organizacdo celular bem como suas estratégias de avaliacdo e
processamento de antigenos presentes dentro da sua luz. Em mucosas, as células
dendriticas migram até o limite externo do epitélio, endocitam amostras para
processamento e posterior apresentacao local ou em tecidos linféides organizados a
distancia. Em epitélios mucosos simples como o gastrointestinal, esta tarefa € feita
pelas células M que fagocitam material do lume e transportam por via trans-epitelial
para tecidos linféides organizados na mucosa que iniciam a resposta imunolégica

(NEUTRA et al. 1996). As células dendriticas mucosas depois de pulsadas com
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antigenos e maduras podem migrar para linfonodos e tecidos distantes para cumprir o
seu papel de células apresentadoras de antigenos. Elas ativam linfécitos que iniciam
uma replicag@o clonal contra os antigenos, contra os quais foram ativados. Esta
célula dendritica que migrou para sitios efetores a distancia pode ser substituida por
novas células dendriticas da medula 6ssea o que ocorre a cada 2 dias em um processo
continuo (HOLT et al. 1994). Grande nimero de respostas imunoldégicas geradas no
intestino sdo processadas nas placas de Peyer (Farstad et al 1994). Este tecido
imunolégico organizado € composto por linfécitos B e T, células dendriticas e alguns
macréfagos. A maioria dos linfécitos é CD4" e praticamente ndo apresentam
receptores gama/delta como os tipicos linfécitos intraepiteliais. O restante €
composto por linfécitos CD8" (JUMP e LEVINE 2002).

Virios virus e bactérias podem usar as células M ou células dendriticas como
via de invasdo e dissemina¢cdo bem como invadir qualquer outro tipo celular por vias
ativas de interiorizac@o. Apds serem endocitados podem ser transportados para
outros locais onde destroem as cé€lulas que o fagocitaram e disseminam, gerando uma
infeccdo sistémica (SANSONETTI e PHALIPON 1999).

BERZOFSKY et al. (2001) tem mostrado que a imuniza¢do mucosa poderia
sobrepujar uma imunidade sistémica prévia. Ele hipotetizou que apds a imunizagdo
sisttmica com vetores virais, os tecidos imunolégicos mucosos permaneceriam
virgens, sendo, portanto, passiveis de uma segunda imunizacdo por via mucosa
(BELYAKOV et al. 1999). Seus resultados também mostraram uma independente
compartimentalizacdo do sistema imunolégico mucoso versus sistémico com um
trafego de células imunoldgicas assimétrico entre estes sistemas. Ele preconizou que

a imuniza¢do mucosa permitiria que células naive do sistema mucoso pudessem ser
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imunizadas com subseqiiente migragdo dos locais de indugdo antigénica mucosa para
a circulacdo linféide sist€émica com conseqiiente imunidade sist€émica. Ele também
preconizou que a migragdo inversa seria pouco provavel e que os sitios de indug@o
imunolégica mucosos poderiam permanecer virgens ap0s a imunizag¢do sistémica.
Todo este fluxo de apresentacdo e processamento de antigenos a migracdo destas
células bem como a ativacdo e fluxo de células imunolégicas estd mostrado de
maneira esquemdtica na Figura 3. Nesta figura vemos que a resposta imunoldgica
pode ser processada em um sitio mucoso, apresentando disseminacdo sist€mica
através da migracdo de células apresentadoras de antigenos bem como linfécitos
efetores. A migracdo oposta no sentido sistémico para o mucoso também seria
possivel, conforme mostrado nesta mesma figura, contradizendo parcialmente as
conclusoes de BERZOFSKY et al. (2001).

Uma grande aplicagdo clinica para este conceito de que a migrac@o inversa
seja provavel seria a possibilidade de se empregar o virus vaccinia com maior
eficiéncia para se imunizar pacientes acima de 40 anos. A imunizacdo contra a
variola persistiu em algumas dreas até a década de 70 e era feita com o virus
vaccinia. As pessoas previamente imunizadas jd teriam anticorpos neutralizantes
contra o virus vaccinia e qhalquer imunizacdo sistémica posterior, utilizando-se este
vetor, seria rapidamente neutralizada e menos eficaz. Neste contexto, estes pacientes
previamente imunizados poderiam ainda se beneficiar de novas imuniza¢des com
vetores da familia dos poxvirus utilizando-se outra via como a mucosa por

teoricamente ainda serem sitios imunolégicos nao virgens.
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Figura 3 - Fluxo de células imunologicas apresentadoras de antigenos e efetoras
entre o sistema imunologico mucoso e sistémico proposto por NEUTRA et al
(1996). Células redondas sdo linfécitos e células estreladas sdo células dendriticas. A
figura mostra que tanto linfocitos como células dendriticas podem transitar
livremente da mucosa para os demais Orgdos, mas que nao ocorreria fluxo de células

dendriticas do bago para a mucosa, apenas linfocitos trafegariam neste sentido.

Existem varias vias para a imunizagdo mucosa como a intranasal, intra-retal,
gastrica, intestinal, vaginal e pulmonar. Todas estas vias tém sido comparadas, mas
as respostas obtidas e as variagdes entre os diversos resultados nao sao conclusivas.
MORENO-FIERROS et al. (2000) mostra que a imunizagdo infranasal seria mais
potente do que a vaginal, oral ou retal para gerar resposta imunologica e anticorpos
no trato genital. Ja a rota oral tem se mostrado inefetiva na maioria das vezes por
induzir tolerdncia ou resposta imunologica limitada e de curta duragao (JACKSON et

al. 1993). Estes resultados mostram que este ainda € um assunto polémico e pouco
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estudado. Ndo existem grandes séries ou trabalhos de diferentes institui¢cdes e grupos
para serem comparados, e poucas conclusdes podem ser consideradas definitivas.

Um dos grandes objetivos para o desenvolvimento de vacinas € a
possibilidade de um reforco com doses subseqiientes para gerar uma amplificacdo da
resposta contra um antigeno especifico. Isto poderia ser obtido utilizando-se um
mesmo vetor, mudando-se a via de imunizacao ou mudando-se o vetor e mantendo-
se 0 mesmo antigeno ou via.

Merece ser mencionado, que apesar de ndo ser consenso, existem raros
relatos de que os enterécitos também seriam capazes de endocitar antigenos e
apresentd-los como células apresentadoras de antigenos em um contexto ainda nio
esclarecido (KAISERLIAN et al. 1989; MAYER et al. 1992).

Entre as vdrias vias de imunizacdo a via intra-retal pode ser uma das que
merece ser mais profundamente estudadas, principalmente para tumores do trato
digestivo. Se a tolerancia contra os antigenos tumorais for induzida no trato
digestivo, este poderd ser o primeiro lugar a ser imunizado para se quebrar esta

tolerdncia (RYAN et al. 2001).

28 TUMORES DE COLON

A iniciagcdo e progressdao do cancer sao sabidamente conhecidos como um
processo que ocorre em etapas. Pela sua gradual evolucdo para a malignidade os
tumores de c6lon podem servir como excelentes exemplos para se estudar os genes e
processos envolvidos na transformacdo maligna. Os tumores de célon sdo uma

importante causa de mortalidade e morbidade em todo o mundo. A forma mais
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comum € o cancer polipdide esporddico. Informagdes importantes para um melhor
conhecimento e desenvolvimento de tratamentos mais otimizados podem ser obtidos,
estudando-se a rara e hereditdria forma de tumores de célon autossdmica dominante
denominada, Polipose Adenomatosa Familial (FAP) (FICARI et al. 2000).

Pacientes com FAP nascem normais e durante a adolescéncia desenvolvem
até milhares de pdlipos no intestino grosso que progressivamente progridem para
adenocarcinomas. Esta sindrome € decorrente de uma mutacdo na linhagem
germinativa localizada no cromossomo 35, bra¢o 5q21 (YANG et al. 1997). Apés esta
transformacao inicial, muitos outros genes sdo envolvidos em diferentes estdgios da
carcinogénese dos tumores de célon como o Apc, K-ras, DCC e p53. Entre todos,
uma mutacdo no gene Apc (adenomatosis poliposis coli) tem um papel especial por
estar diretamente envolvido nos processos iniciais de transformacao de adenoma para
adenocarcinoma por ter um papel crucial na formacdo dos pélipos. Observa-se em
muitos casos de tumores colo retais esporddicos mutacdes neste gene. Isto sugere
uma participacdo deste gene em tumores familiais e esporadicos. Varios outros genes
foram e estdo sendo identificados por participarem ativamente deste processo de
carcinogénese. Uma interacdo importante € entre os genes relacionados com a adesao
celular, b-Catenina / e-caderina e o Apc (TUCKER et al. 2003). A b-catenina
intracelular € regulada pela formacdo de um complexo com a proteina Apc. A hiper-
ativacdo deste processo com acimulo da proteina b-catenina no citoplasma estd
relacionada com o desenvolvimento de adenocarcinomas coloretais e pode ser
decorrente de mutacdo do gene oncosupressor Apc ou mutagdo ativa no Exon 3 do

gene b-catenina (TAKEI et al. 2003). J4 a translocac@o nuclear do gene b-catenina
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pode estar relacionada com um genétipo que potencializa a capacidade de invasdo

das células neopldsicas (VALENTINI et al. 2003).

2.9 MODELOS ANIMAIS

Em humanos € muito dificil realizar um estudo detalhado, devido a
dificuldade de acompanhar todo o processo do inicio até a progressdo do cincer colo
retal. Além das restricdes éticas, as variacdes fenotipicas, genotipicas, do ambiente e
habitos alimentares seriam grandes fatores de confusdo. O estudo da carcinogénese
tumoral, sua progressdo, os genes envolvidos em cada etapa e principalmente quais e
como os produtos destes genes interagem para influenciar na progressao tumoral
ainda nao sao bem conhecidos. Atualmente uma das melhores maneiras de controlar
todas as varidveis e poder manipular todos os fatores de interesse € através de
experimentos em animais.

Contudo, o estudo em animais de experimentacdo embora permita grandes
manipulacdes e o emprego de grandes séries com significado estatistico, apresentam
ainda diversas restri¢des, tornando os resultados muitas vezes pouco expressivos e de
complexa extrapolacdo para os estudos do cincer em humanos.

Em modelos com implante de tumores, estes tumores s3ao cirurgicamente
inseridos em um contexto inicialmente artificial que em seguida inicia um processo
de interacdo com o micro-ambiente semelhante aos tumores esporddicos ja
estabelecidos. Muitas das relacbes tumor hospedeiro sdo anormais ja que ndo
ocorreram 0s processos iniciais de carcinogénese. As relacbes do tumor com o

microambiente ao seu redor foram iniciadas subitamente no momento do implante e
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estabelecidas e amadurecidas apdés este momento jid tardio do processo de
carcinogénese. Mesmo assim, estes modelos apresentam grande importancia
cientifica e sdo muito utilizados por diversos fatores. Podemos selecionar em qual
drgdo vamos implantar o tumor, inclusive de maneira ortotoptica. Podemos implantar
diversas linhagens tumorais bem como definir o nimero e as condi¢des das células
tumorais a serem implantadas.

Nos modelos com tumores induzidos quimicamente, estes agentes
desencadeiam diversos processos patolégicos, subvertendo a relagdo do tumor com o
hospedeiro, sendo um deles a carcinogénese que desencadeia o tumor desejado.
Podem existir outras alteracdes teciduais, metabdlicas e imunoldgicas ndo desejadas
que poderiam subverter resultados obtidos nestes animais. Estes animais apresentam
multiplas mutacOes génicas € a precisa relacdo entre a indugdo e progressao tumoral
nao € bem conhecida para muitos deles. Uma grande aplicagcdo destes modelos € o
estudo de carcinéides ambientais que também desencadeiam outros processos.

Tumores de origem viral s3o comuns a expressdo de antigenos tumorais
Unicos, tornando-os um alvo preciso para o sistema imunolégico. Estes sdo
excelentes modelos para os estudos de tumores, associados ao virus da
imunodeficiéncia humana adquirida, hepatite C, papilomavirus e outros. Também
deve ser mencionado que as relacOes tumor/hospedeiro, nestes casos, também sao
diferentes de tumores de origem espontanea.

Os modelos animais ideais para estudos controlados de carcinogénese
parecem ser aqueles gerados geneticamente em que suas fungOes bioldgicas estdo
menos manipuladas. Estes animais podem ter genes homélogos a genes humanos,

estes sendo manipulados tornariam seus resultados mais relevantes. Os
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camundongos apresentam um gene homélogo ao Apc humano. Através de
manipulacdo genética de células tronco germinativas de camundongos C57BL/6, foi
introduzido um gene com atividade fosfotransferase que confere resisténcia ao
antibiético neomicina. Este gene foi inserido em um sitio de restricdo para Smal,
localizado no Exon 15 do gene Apc. Este sitio correspondente ao cédon 1638 do
cDNA do gene Apc, conforme mostrado na Figura 4. Estas células tronco quiméricas
foram introduzidas em blastécitos de animais de mesma linhagem que expressavam
este gene mutante quando adultos, com transmissdo mendeliana (FODDE et al.
1994). Quando o DNA mutante € transcrito, este produz um mRNA que codifica a
producdo de uma proteina mutante de 1660 aminodcidos, sendo os primeiros 1638
homoélogos a proteina codificada pelo gene Apc normal. Nao existem evidenciais de
que seja uma proteina truncada, mas possivelmente muito instdvel (FODDE et al.
1994). Este modelo animal passou a ser designado Apc 1638 e apresentava o
desenvolvimento espontdneo de tumores no trato gastrointestinal (YANG et al.
1997). E um dos tnicos modelos animais onde o tumor se inicia de estigios pré-
malignos como hiperplasia polipdide e plana com atipias simples, 0 que representa
um marcador precoce da carcinogénese do trato gastrointestinal. Estas lesdes
evoluem para miltiplos adenomas e adenocarcinomas com comportamento
semelhante ao observado em humanos.

Os modelos manipulados geneticamente como o Apc 1638 descrito acima sao
muito importantes para o estudo da carcinogénese, mas s3o imprecisos para
protocolos que empregam a imunoterapia para tratar o cancer. Como a imunoterapia
para tratar tumores deve ser a mais precisa e especifica possivel, necessita de uma

alvo conhecido como antigenos associado ao tumor(TAA). A maioria das abordagens
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de imunoterapia contra o cancer utilizam procedimentos tecnicamente complexos e
de alto custo buscando uma maneira efetiva de tratar tumores em humanos. Portanto,
também nestes modelos, o alvo da imunoterapia deve ser um antigeno também
presente em tumores humanos para facilitar a pesquisa translacional. Para tantos
existem diversos modelos animais geneticamente modificados para expressarem
antigenos humanos.

O modelo Apc 1638 apresenta muitas semelhancas com outros modelos
animais de tumores do aparelho digestivo como os camundongos Min. Estes dois
modelos desenvolvem pdlipos espontineos em todo o trato digestivo, evoluindo de
hiperplasia para adenomas e adenocarcinomas. O modelo Apc apresenta duas
grandes vantagens sobre os animais Min: a primeira é sua expectativa de vida.
Apesar de ambos os modelos morrerem por complicacdes de multiplos p6lipos e
tumores do trato digestivo, os animais Min morrem em menos de 120 dias enquanto
os animais Apc sobrevivem por mais de um ano.Esta longa sobrevida permite que os
animais Apc 1638 possam ser usados em prolongados experimentos terapéuticos e
imunolégicos. A segunda vantagem jd mencionada € que o modelo Apc 1638 ¢é
gerado pela inser¢do de um cassete que gera uma proteina mutada que inativa o gene
Apc. Ao contrdrio, o camundongo Min foi gerado por inducdo quimica com Etil

Nitroureia que induz uma stop mutation no cédon 850 do gene Apc (SU et al. 1992).
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Figura4- A - Esquema da modificacdo do gene murino Apc. As linhas espessas
representam o Exon 15 e as linhas finas, seqiiéncias ndo codificantes. O alelo Apc
mutante é representado pelo segmento A-B associado a inser¢do do gene pgkneo e o
normal (selvagem) pelo segmento A-C.

B - Anidlise de Souther Blot mostrando o gene Apc mutado com o
tamanho molecular de 3,9 kb e o ndo mutado de 5,0 kb. Os animais 3,4, 6,7, 8,9 ¢

10 sdo heterozigotos, apresentando um alelo Apc normal e outro alelo recombinado.
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Muitos dos modelos de carcinogénese animal induzidos por produtos
quimicos induzem a formacdo de tecido neopldsico, mas também a producdo de
proteinas unicamente expressas no tecido tumoral. Estas proteinas tornam o modelo
menos préximo do natural jd que podem ser imunogénicas e podem induzir resposta
contra o tecido tumoral.

Em humanos sdo raros os casos de antigenos tumorais exclusivos como nos
tumores induzidos por virus e agentes carcindides, sendo ainda pouco descritos para
tumores espontaneos. Devem ser mencionados alguns exemplos como o cédncer de
célon de ttero e as diversas cepas de HPV bem como a leucemia mieléide cronica.

Decidimos trabalhar com o CEA como antigeno tumoral por estar expresso
na grande maioria dos tumores do trato digestivo e alguns outros. Entretanto, em
camundongos nao se conhecem nenhum gene homdlogo ao CEA ou proteinas
semelhantes. Foi entdo criado o camundongo transgénico para o Antigeno
carcinoembriogénico humano. Um fragmento de 32,6 kb, contendo o gene completo
do CEA humano e as seqiiéncias do flanco foi isolado e inserido em células
germinativas de camundongos da linhagem C57Bl/6 (EADES-PERNER et al. 1994;
CLARKE et al. 1998). Foram integradas 19 cépias do gene do CEA em um unico
cromossomo. Estes camundongos passaram a expressar o CEA humano em células
da lingua, es6fago, estdmago, intestino delgado, célon, ceco e traquéia. Por um curto
periodo embriondrio foi detectado na uretra, pulmao e nicleo pulposo da coluna
vertebral o que pode estar relacionado com uma das possiveis fun¢des biolégicas do
CEA a anoikis, processo que regula a migracdo e correto posicionamento celular em

cada tecido. Também apresentavam CEA nas fezes ndo sendo detectado no soro.
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Estes resultados mostraram que a expressdo do CEA e suas propriedades nos tecidos
apresentavam a mesma distribui¢@o espaco-temporal observada em tecidos humanos.
Estes animais também apresentavam CEA em tecidos normais como em humanos
sendo um 6timo modelo para se avaliar os efeitos colaterais como auto-imunidade de
qualquer imunoterapia tendo o CEA como alvo. Péde-se concluir que a transferéncia
do gene do CEA continha todos os elementos regulatérios para a correta producdo do
CEA.

Mesmo os camundongos ndo tendo este gene, apresentavam o repertorio
completo de fatores de transcric2o necessdrios para que conservassem uma mesma
expressao entre humanos e camundongos (EADES-PERNER et al. 1994). O CEA
passou a ser também um auto-antigeno como sd3o a grande maioria dos antigenos
tumorais. Nestes animais a geracao de antigenicidade contra o CEA € mais dificil do
que em humanos jd que eles expressam o CEA em maior concentraciao
(GUADAGNI et al 1997). Em humanos os valores normais do CEA sérico estdo
entre 2 e 5 ng/ml, jd nestes animais o valor sérico do CEA chegou a atingir 60 ng/ml,
ou o mesmo do que em pacientes jid com tumores de c6lon muito avancados e com
alta expressdo de CEA (KASS et al. 1999).

Para o estudo e desenvolvimento da imunoterapia de tumores € desejdvel um
animal que tenha predisposi¢do genética para desenvolver tumores espontineos e
apresente um antigeno tumoral relevante passivel de emprego em imunoterapia em
humanos. Este antigeno deve estar expresso em maior concentra¢do nos tecidos

tumorais, mas também deve ser encontrado em tecidos normais.
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3 OBJETIVOS

1 Avaliar a capacidade da imunizacdo venosa e mucosa intra-retal com um
vetor viral recombinante construido com o gene do CEA humano, de gerar
resposta imunoldgica especifica contra o produto deste gene.

2 Avaliar compartimentalizacdo do sistema imunolégico, através da resposta
sistémica a imunizacdo mucosa e resposta mucosa a imunizagao sistémica.

3 Gerar um modelo murino hibrido knock-out para o gene Apc e transgénico
para o CEA humano e fazer sua caracterizacdo morfoldgica, fisioldgica e
imunoldgica.

4 Especificar a resposta imunolégica induzida pela imunizacdo em animais
transgénicos Apc, CEA e Apc/CEA comparando-se com camundongos
normais C57BI6.

5 Quantificar a disseminac¢@o viral no sangue, baco, placas de Peyer e ovdarios
apds a imunizacdo mucosa e sistémica.

6 Determinar o grau de prote¢do induzido pela imunizacdo intra-retal e
intravenosa contra tumores CEA positivos e negativos implantados no
subcutaneo.

7 Avaliar se a presenca de tumores CEA + e CEA - potencializa, inibe ou nao

afeta a resposta imunolégica a imunizagdo.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 REAGENTES

e Cromo radioativo - Na,[*'Cr]O4 (Amersham Corp., Arlington Heights, IL)
° Solugdo para lise de eritrdcitos (Sigma)
0.15 M NH,Cl,
10 mM KHCOs,
0.1 mM Na,EDTA.
e CEA proteina ultrapura (International Enzymes, Fallbrook, CA)
° CEA proteina ultrapura (Sigma)
° Anticorpo policlonal ovino conjugado a peroxidase(HRP) contra IgG murino
(Amersham Corp., Arlington Heights, IL).
] Meio completo- (Gibco BRL, Grand Island, NY),
DMEM
10% Soro fetal bovino (GIBCO),
2mM L-glutamina,
Penicilina (100 unid/ml) e estreptomicina (100 pg/ ml),
10mM de Aminodcidos ndo essenciais,
5x 10°M de 2-mercaptoetanol .
. Solucdo de digestdo para extracdo de DNA gendmico(Solugdo 1)

Proteinase K 0,7mg/ml (Sigma)
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0,1 M Tris (pH 8.0)

0,01 M EDTA

0,5% Tween 20

Solucdo tampdo de inibidores de proteases para reacdo de Western Blot
(Solugao 2)

1 ml NaCL 400mM

10 mM tris Cl pH 7.6

1 mM EDTA pHS8.0

Fenil Mett Sulfonil Fluoride 20 ug/ml (Sigma)

Aprotonina lug/ml (Sigma)

~ Leupeptina 10 ug/ml (Sigma)

Pepstatina 10 ug/ml (Sigma)

Agua nanopura (Sigma)

Cloroférmio (Sigma)

Fenol(Sigma)

Etanol(Sigma)

Triton x 100 (Bio-Rad, Laboratories, Hercules, CA,USA)

Anticorpo monoclonal murino contra CEA humano COL-1 ( Zymed, South
San Francisco,CA,USA)

Anticorpo policlonal de coelho anti-camundongo conjugado com peroxidase
(Jackson Immune Research Laboratories, West Grove, PA, USA).

Taq polimerase e Kit para PCR
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4.2 EQUIPAMENTOS E MATERIAIS

° Placas de 96, 48, 24, 12 e 6 pocos com fundo em U ou V (Corning Inc.,

Acton, MA)

® Frascos para cultura de células T150, T75, T25, T12,5 (Corning Inc., Acton,

MA)

° Pipetas de 1, 5, 10 e 25 ml (Corning Inc., Acton, MA)

o Poniteiras para pipetas

° Pipetas automadticas (Eppendorf)

° Instrumental cirdrgico

e Imobilizadores plédsticos para camundongos (Fisher)

¢ Gamma scintillation counter (Wallac, Turku, Finland).

° Leitor automdtico de ELISA (Bio-Rad Lab., Hercules, CA)
® Filme de Raio X ( Eastman Kodak Company, Rochester, NY)
° Filme de nitrocellulose ( Hybond, Amersham, Arlington heights, IL, USA)

® Membrana de PVDF (Milipore Corporation, Bedford, MA, USA)

o Aparelho para transferéncia semi-seca de membrana (Bio-Rad, Richmond,
CA, USA).

° Citometria de fluxo FACScan Scalibur (Becton Dickinson, San Jose, CA)

° Citometria de fluxo FACS Vantage SE para separacdo celular (Becton

Dickinson, San Jose, CA)

s Kit Hemocult para a pesquisa de sangue oculto nas fezes (Beckman Coulter,

Palo Alto, CA, USA)



Microscépio invertido (Nikon)
Microscopio regular (Nikon)
Microscépio de fluorescéncia (Nikon)
Céamera fotogréfica digital (Nikon)
Cabine de fluxo laminar
Incubadora digital

Centrifuga

Microcentrifuga

Estufa

Agitador

Balanca

Termoregulador para PCR

Leitor ultravioleta

Sonicador

Freezer —80°C

Tanque para congelamento em nitrogénio liquido.
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4.3 LINHAGENS TUMORAIS

Todas as linhagens celulares e linfécitos foram cultivadas em meio DMEM
completo com 10% de soro fetal bovino, 2nM L-glutamina, aminodcidos nao
essenciais, penicilina (100unid/ml), estreptomicina (100ug/ml) e 5 x 10 M 2-

mercaptoetanol.

4.3.1 Linhagem para replicacao viral (BSC-1, HeLa)
4.3.1.1 BSC-1
E derivada de tecido renal de macacos verdes africanos. E uma linhagem
estabelecida e jda bem estudada em laboratério sendo susceptivel a infeccdo
replicativa de diversos virus, incluindo a familia poxvirus como o virus vaccinia.
Cresce de maneira aderente, porém quando atinge a densidade de confluéncia onde
uma célula toca outras, diminui o ritmo de divisdo, chegando a parar a proliferacao,
quando ocorre a confluéncia total, ficando em estado de quiescéncia, por
apresentarem inibi¢do de contato. Quando novamente replaqueadas em baixa

densidade voltam a dividir.

4.3.1.2 HeLa
Foi a primeira linhagem de tumor humano estabelecido em cultura de
maneira continua e vem fazendo parte da pesquisa do cincer nos tltimos 50 anos. E

derivada de um céncer epitelioide cervical agressivo de uma mulher negra de 31

anos. E uma linhagem susceptivel a infec¢do por diversos virus incluindo adenovirus
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e a familia poxvirus como o virus vaccinia. Apresenta facil replicacdo “in vitro”,

crescendo de maneira aderente. Nao apresenta inibi¢do de contato.

4.3.2 Tumor de célon murino CEA negativo (mc-38)
A linhagem tumoral mc-38 € um adenocarcinoma murino gentilmente

fornecido pelo laboratério do Dr Steve Rosemberg (National Cancer Institute,

Bethesda, Md).

4.3.3 Tumor de célon murino CEA positivo (mc-32)

A linhagem tumoral mc-32-€ uma linhagem derivada da mc-38 obtida através
da transducdo do gene humano do CEA, utilizando-se o vetor de expressdo retroviral
pBNC-(ROBBINS et al. 1991). A linhagem celular foi testada quanto a expressao do
CEA usando-se o anticorpo monoclonal de camundongo anti CEA humano COL-1 e
um anticorpo secunddrio fluorescente de caprino anticamundongo IgG para deteccao
pela citometria de fluxo. O nivel de expressio de CEA na superficie celular foi
compardvel ao naturalmente expresso em linhagens de tumores de célon humano
como GEO e CBS (HORIG et al. 2002). A proteina CEA expressa nestas células,
apresentava massa molecular semelhante ao CEA humano de 180 kDa e era como
esperado muito glicosilada. A selecdo e manuten¢do da linhagem mc-32 era feita
através da adicao de gentamicina (G-418) ao meio de cultura. A linhagem mc-32
juntamente com o CEA apresentava o gene que conferia resisténcia a este antibidtico,
sendo resistentes. A linhagem mc-38 ndo apresentava este gene que conferia

resisténcia nao se mandendo vidvel neste meio.
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4.4 VETORES

A produgdo em escala de uso para as vacinas de todos os vetores descritos
abaixo foi feita em nosso laboratério, através da infec¢do mdxima de linhagens BSC-
1 ou HelLa. Eram plaqueados 1 x 10° células em baixa densidade em frascos de 250
cm’ com meio completo. Quando as culturas encontravam-se no auge da proliferacao
e ainda semiconfluentes, o meio era retirado e substituido por novo meio completo,
com 1% de soro fetal bovino com 5 particulas virais por célula. O nimero de células
podia ser presumido pela densidade celular em experimentos prévios onde foram
plaqueados o mesmo nimero de células e contadas apds 36 horas (tempo médio para
a semi-confluencia). O indculo viral era adicionado em um volume minimo de 12 ml
apenas para cobrir as células em cultura. Este pequeno volume era empregado para se
obter um lisado celular com maior concentracdo de particulas virais por volume.
Ap6s 24-36 horas de infeccdo todas as cé€lulas em cultura ja apresentavam os sinais
dos efeitos citopdticos do virus e iniciavam a lise celular. Todo o meio de cultura era
coletado juntamente com as células que eram deslocadas mecanicamente do frasco
de cultura. Este volume era lisado por 3 ciclos de congelamento a—80°C seguido de
aquecimento a 37°C. O volume era entdo sonicado 3 vezes por 30 segundos para
destrui¢ao de debris celulares. O produto final era entdo titulado para se avaliar a
concentracdo de particulas virais infectivas por volume. Esta titulacdo era realizada
em placas de Petri também com a linhagem BSC-1 semiconfluente conforme descrito
previamente. O meio destas culturas era removido sendo substituido por novo meio
completo com 1% de soro fetal bovino sendo adicionado o meio com o lisado das

células infectadas descrito acima nos titulos de 1/10 a 1/10° com intervalos de
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Logl. Apds 24 horas cada placa era avaliada sendo contado o nimero de unidades
placas de células infectadas formadas (PFU) que corresponderiam a uma particula
viral infectiva. Havendo concordéncia entre as diluicdes o lisado era titulado e tinha
sua concentracao de particulas virais infectivas ajustadas para 108 pfu por ml ou 10’

pfu/0,1ml que era a dose padrao empregada para as imunizagoes.

4.4.1 Vaccinia virus
O Vaccinia virus foi gentilmente fornecido pelo Dr. Moss (NIAID- Bethesda-
MD). Este ¢ um virus estdvel para replicacdo de genes inseridos de grandes
dimensdes, resultando em eficiente expressdo e processamento pés-traducional para
a produgdo de protefnas exégena (SMITH e MOSS 1983). E um vetor seguro, efetivo
(KARZON 1995), estdvel por longos_ periodos, podendo ser facilmente produzido e

aplicado em grandes populagdes com baixo custo (HENDERSON e ARITA 1985).

4.4.2 Vaccinia virus transduzido com o0 CEA
O virus Vaccinia recombinante com o CEA humano denominado rVac-CEA,
foi produzido por recombinacdo homéloga do plasmidio pSC-11, contendo o gene do
CEA humano no gene Timidina quinase do virus Vaccinia (KAUFMAN et al. 1991;
MACKETT et al. 1984). Foi inserido o cDNA do CEA contendo 2.4 kb da regido
codificante incluindo ambas as regides nio traduzidas 5’e 3’. O gene do CEA
humano foi incorporado de maneira estdvel ao gene da Timidina quinase e

controlado pelo promoter do gene p7.5, de expressdo precoce do virus Vaccinia

(KANTOR et al. 1992).
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Foi testado também o vetor Vaccinia cepa New York (rVNY). Este vetor
atenuado pela insercdo de um grande gene exégeno no gene da Timidina quinase do
virus vaccinia causa uma dele¢do quase total deste gene o que resulta em um vetor
menos replicativo.

E interessante notar que apés a insergio do gene do CEA nestes dois vetores
o r'VNY-CEA codificava uma proteina do CEA de 90 kd que nao era completamente
glicosilada. Ja o vetor rVac-CEA codificava proteinas relacionadas ao CEA de 180,
90 e 70 kd (KANTOR et al. 1992). Como o CEA naturalmente expresso nas c€lulas
tumorais apresenta 180 kd, foi optado trabalhar com o segundo vetor denominado
rVac-CEA que gerava produtos que continham todos os dominio imunodominante do

CEA capazes de gerar imunidade humoral e celular contra esta proteina.

4.4.3 Vaccinia virus transduzido com o Lac-Z
O virus Vaccinia recombinante denominado rVac-Lac-Z foi produzido a
partir do mesmo vetor descrito acima, utilizando-se a mesma metodologia sendo o

gene Lac-Z inserido no gene da Timidina kinase sob controle do mesmo promotor.

4.5 ANIMAIS

Os animais usados no experimento foram da linhagem C57BL/6 (H-2k").Os
animais transgénicos CEA, knock-out APC1638 e hibridos Apc/CEA foram
produzidos no Biotério do Albert Einstein Cancer Center, NY, USA. Estes animais
eram mantidos em gaiolas com filtros e acesso livre a dgua e comida. Nos

experimentos de imunizagdo foram usados animais entre 6 e 8 semanas. Pela

Qs

FUNDAGAQ
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dificuldade de produzir grande nimero de animais foram usados animais de ambos
os sexos que foram igualmente distribuidos nos grupos terapéuticos e controle. Para
os experimentos com animais padrio C57BL/6 (H-2k"), eles foram comprados do
Charles River Laboratories (Raleigh, NC), sendo fémeas com idade entre 6-8

semanas.

4.5.1 Animais transgénicos Apc
4.5.1.1 Apc

Os camundongos Apc foram produzidos para se obter um modelo animal de
cancer colo retal semelhante a Polipose Adenomatosa Familial (FAP). Estes
camundongos foram gerados usando um cassete de expressao da neomicina inserido
na posic¢ado correspondente ao cédon 1638 do gene Apc (FODDE et al. 1994).

A inserc¢do do cassete da neomicina na posi¢@o correspondente ao cédon 1638
do gene APC resultava na produ¢do de uma proteina APC truncada na posicdo 1638.
Esta insercdo foi feita em células tronco embriondrias de camundongos C57Bl6 (H-
2k” ).0 mRNA transcrito do gene APC mutante, quando traduzido produzia uma
proteina de aproximadamente 1660 aminodcidos, sendo os primeiros 1638,
correspondentes aos codificados pelo gene APC normal. Esta proteina mutante maior

que o normal ndo € estdvel e conseqiientemente, ndo funcionante, inativando este

gene (YANG et al. 1997).

4.5.1.2 Genotipagem
Como os animais Apc nao produziam uma proteina especifica estdvel, sua

expressao génica foi mensurada pela avaliagio do gene Apc mutante no DNA
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genomico dos animais. Os animais quando completavam 2 semanas eram
identificados com amputagdo podélica dirigida e tinham um pequeno fragmento da
cauda ressecada. O dedo juntamente com o fragmento da cauda eram digeridos
enzimaticamente com a solugdo 1 por uma noite a 56°C. A seguir era extraido o
DNA genémico com Fenol/Cloroférmio e precipitado com Etanol. A concentracdo
de DNA era medida em espectrofotometro e normalizada para 1mg/ml sendo
congelada a -80°C em d4gua bi-destilada. Era entdo procedido a reacio de PCR
padrao para a deteccdo do gene APC mutante. Para cada reacdo eram utilizados os
seguintes reagentes:

Solugao Taq Master 10 pl
Solugao tampdoB 5l

DNTP 4 pul
Primer 1638 A 3,0ul
Primer 1638 B 1,5u
Primer 1638 C 1,5l
Taq Polimerase 0,5ul
Agua 25,5 pl

Amostra de DNA 1 ul

Eram feitos 30 ciclos com o seguinte esquema:
94°C Temperatura de inicio

94°C 1{' Desnaturagao

58°C 45' Anelamento

72°C 30" Extenséao

72°C T Extenséao final

4°C ~ Conservacéao

Eram usados 3 primers, sendo um deles compartilhados pelos demais. O

primer A, 5 TGCCAGCACAGAATAGGCTG 3’ juntamente com o segundo primer
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B, 5 TGGAAGGATTGGAGCTACCG 3’ gerava um produto de 300 pares de base
que correspondia a um alelo do gene Apc selvagem. O primer C, 5’
GTTGTCATCCAGGTCTGGTG 3’ juntamente com o primer A gerava um produto
de 400 pares de base nos animais Apc positivos que correspondia ao gene Apc

mutado e codificava a proteina instdvel.

4.5.1.3 Polipos

Os animais eram randomicamente sacrificados aos dois, quatro, seis e 0ito
meses. A cavidade abdominal era aberta por uma laparotomia mediana e todo o
intestino era retirado. Era secionado o esdfago 3 mm acima da cérdia e o reto ao
nivel da flexura peritoneal. Era entdo secionado todo o meso de maneira a ressecar
todo o trato gastrointestinal. Era entdo feito uma lavagem abundante da luz intestinal
com solucdo salina até a completa eliminacdo de fezes e restos alimentares. O trato
gastrointestinal era aberto longitudinalmente em toda a sua extensdo e fixado em
anteparo pléstico. Era entdo procedido o exame macroscépico com microscépio de
dissecacao com aumento de 2 a 8 vezes. Toda lesdo evidenciada era localizada, tendo
como referéncia a distdncia em mm do esofago (lesGes gastricas), do bulbo duodenal
(lesdes do intestino delgado) e do ceco (lesdes coloretais). Depois de localizadas, as
lesdes eram descritas em relagcdo ao seu aspecto macroscdpico e ressecadas para

exame histopatoldgico.



53

4.5.1.4 Histologia
O exame anatomopatoldgico era realizado por patologista veterindrio de
maneira cega. Os tecidos eram inicialmente fixados em formol tamponado, embebido
em parafina e corados com Hematoxilina e Eosina ou imuno-histoquimica com

anticorpos monoclonais anti-CEA conforme indicado.

4.5.2 Animais transgénicos CEA
4.5.2.1 Genotipagem
Os animais eram confirmados como CEA ap6és o PCR padrdo, conforme
descrito acima para os animais Apc com os primers especificos para o CEA. Para
cada reacdo eram utilizados os seguintes reagentes:

Solugéo Taq Master 10 ul

Solucao tampao B 5pul
DNTP 4 ul
Primer Long 1 1,51l
Primer Long 2 1,5ul
Taq Polimerase 0,25 ul
Agua 28,75 ul

Foram usados os seguintes primers: Long 1- 5° CAT TTC CCC CTC ATA CACC 3’
Long 2-5° TGT TCC CAT CAA TCA GCC 3’

Era usado o mesmo ciclo de esquema usado para amplificar o gene Apc.
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leite em p6 magro em TBS. Finalmente a ;ncmbrana era exposta com anticorpo
monoclonal de caprino antimouse IgG conjugado com peroxidase em 3% de
albumina bovina, TBS e Tween 20 por 1 hora em temperatura ambiente sob agitacao.
A seguir, era revelado com substrato SuperSignal e exposto ao filme de raios-X
Biomax.

A linhagem humana de tumor de célon CEA positivo GEO gentilmente
fornecida pela Dra. Judith Kantor, NIH, Bethesda, MD, foi usada como controle

positivo pela alta expressao desta proteina.

4.5.3 Animais hibridos Apc/CEA
4.5.3.1 Genotipagem
A expressao génica dos animajs possivelmente Apc/CEA era feita conforme
descrito previamente para os animais CEA e Apc. Era coletado e extraido DNA
gendémico durante a amputacdo podélica para a identificacdo e corte de 3 mm de
cauda. Eram entdo processadas duas reacdes de PCR de cada animal, uma para o
CEA e outra para o Apc. Eram selecionados os animais duplamente positivos. Foi
também tentado simplificar a caracterizac@o, através de uma (nica reacdo de PCR
com os 5 primers (2 do CEA e 3 do Apc). Apesar de ter tido alguns resultados
satisfatorios esta reacdo ndo se mostrou confidvel, optando-se pelas 2 reagdes
individuais.
4.5.3.2 Imunohistoquimica (Pélipos-CEA)
Uma etapa importante da caracteriza¢do morfofuncional deste modelo de
animal hibrido era definir a relacdo entre os pélipos e a presenga do CEA. Foi

realizada a imunohistoquimica de pdélipos hiperpldsicos, adenomatosos, e
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adenocarcinomas, com tecidos desparafinizados, previamente classificados
histologicamente. Foi utilizado o anticorpo monoclonal COL-1 contra o CEA e soro
controle de camundongos. Para a reacdo foi utilizada o Kit DAKO animal research
peroxidase. A reacdo de 3.3 diaminobenzidina foi amplificada com tetréxido de

6smio a 0,2%.

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Todos os- protocolos experimentais foram submetidos e aprovados pelo
Comité de Etica em Pesquisa do Albert Einstein Cancer Center e seguiram todas as
normas éticas de pesquisas com animais.

Experimento A:

A.1-Este primeiro experimento visava avaliar a capacidade do esquema de
imunizacdo em gerar resposta imunolégica contra o CEA. Esta resposta foi
inicialmente avaliada no 7° e 17° dia ap6s a 3° dose da vacina contendo 10’ pfu de
rVac-CEA que foi administrado por via intravenosa ou intra-retal. A avaliacdo
imunolégica foi feita mensurando-se os anticorpos contra o CEA, medindo a
citotoxicidade de linfécitos contra as células CEA positivas e a proliferacdo destas
c:ﬂulas em presenca do CEA em diversas apresentagdes. Foram coletados linfécitos
do Baco (sistémico) e das Placas de Peyer (mucoso) para se compararem as respostas

imunolégicas nestes dois 6rgdos que representariam, respectivamente o sistema

imunolégico sistémico € mucoso.
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Implante
2 x 10 &lulas tumorais
mc-32 oumc38 Gr upos
107 pfu rVac-CEA ou PBS. IR rVac-CEA-mc32
Intra-retal ou Intra-venoso : ; IR rVac-CEA-mc38
A2 Medida a cada 2 dias da drea
em 100ul tumoral em cada grupo IVrVac-CEA-mc32
l 14 dias i 14 dias l-,f d VrVaoCEa28
60 24 dias
> P IR PBS-mc32
Camundongo IR PBS-mc38
C57Bl6 IV-PBS-mc32
IV-PBS-mc38
10 dias l
Matar 3 camundongos Matar 3 camundongos Matar todos camundongos
A1 CTLe ELIS  contra CTLe ELIScontra A3 CILeELIScontra
CEA / Vacciniano CEA / Vacciniano CEA / Vaccinia no
Bago e placas de Peyer Bago e placas de Peyer Bago e placas de Peyer
Dia 0 14 28 35 45 59

O objetivo desta etapa foi determinar se a presenca de tumores inibia a

resposta imunoldgica ao CEA. Avaliou-se se havia alguma diferenca de resposta

entre os animais que receberam tumores CEA positivo e negativo bem como o tipo e

grau de resposta tardia a imunizagao.

Nesta etapa pdde-se avaliar se os animais imunizados com10’ pfu de rVac-

CEA apresentavam alguma resposta especifica contra o CEA no 7° dia ap6s a dltima

imunizagdo e se esta resposta persistiu até o 17° dia. Pdde-se comparar a resposta

imunolégica sistémica (bago) e mucosa (placas de Peyer) ap6s a imunizacdo intra-

retal e intravenosa. Para se ter certeza de que a resposta é decorrente da vacinacao,

para cada grupo tratado com rVac-CEA, havia um grupo controle tratado no mesmo

dia com a mesma metodologia, que recebeu apenas soluc¢ao salina tamponada.
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A.2-Um grupo de animais também recebeu o implante subcutaneo de 2 x 105
células tumorais CEA + (mc-32) ou CEA — (mc-38) no 7° dia apés a iltima
imunizacg@o( terceira dose). O tumor implantado foi medido a cada 2 dias.

Com este experimento pode-se fazer a correlagdo entre a resposta
imunolégica ao CEA e se esta induziria prote¢do a tumores CEA positivo. Para se ter
a certeza de que esta protec@o € realmente CEA dependente para cada grupo tratado,
houve um grupo controle que recebeu o implante do mesmo nimero de células
tumorais de mesma linhagem, porém CEA negativa.Também se pdde comparar o
grau de prote¢do induzida por imunizacdo intravenosa e intra-retal a tumores
implantados no subcutineo.

A.3-No 24° dia ap6s o implante tumoral, todos os animais foram sacrificados
e foi avaliada a resposta imunolégica contra o CEA.

Experimento B

O experimento A foi capaz de mostrar a inducdo de antigenicidade contra o
CEA nos animais imunizados com o rVac-CEA, comparando-se com 0 controle que
recebeu solucdo salina. Porém, esta resposta poderia ser decorrente de algum
antigeno viral ou induzido pela infec¢do viral e ndo pela presenca do CEA, sendo,
portanto vaccinia especiﬁéa e ndo CEA especifica. Para se certificar deste resultado,
o experimento anterior foi repetido seguindo a mesma metodologia do experimento
A, mas com um grupo controle diferente e maior nimero de animais. O grupo
controle recebeu uma imuniza¢do com o mesmo inéculo e volume viral dos grupos
terapéuticos, porém o virus foi transduzido com um gene irrelevante, o LacZ no lugar

do CEA.
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Todos os experimentos Bl, B2, B3, B4 e BS foram conduzidos

simultaneamente com os mesmos reagentes, doses e lote de vaccinia.

No experimento B1 os animais receberam rVac-CEA intravenoso.

No experimento B2 os animais receberam rVac-CEA intra-retal.

No experimento B3 os animais receberam rVac-LacZ intravenoso.

No experimento B4 os animais receberam rVac-LacZ intra-retal.

Neste experimento pdde ser esclarecido se as respostas imunolégicas contra o
CEA e a protecdo tumoral foram realmente dependentes da presenca do CEA no
vetor viral.

B.5-Também foi feito um experimento paralelo para se quantificar e
qualificar a disseminacao viral apds a imunizacao intra-retal e intravenosa. Um grupo
de animais recebeu uma dose de 10’ pfu de rVac-CEA por via intra-retal ou
intravenosa. Ap6s 12 e 24 horas, 2, 4, e 6 dias foram sacrificados 3 animais em cada
grupo. Estes animais foram imediatamente necropsiados sendo coletados amostras de
sangue, baco, ovdrio e placas de Peyer. Foi entdo quantificado o nimero de
particulas virais em cada 6rgdo e em cada tempo, comparando-se a via intra-retal
com a intravenosa.

Um dos objetivos deste experimento foi justificar a resposta obtida apds a
imunizac¢ao intra-retal e intravenosa. Uma das mais importantes questdes seria saber
onde se processa a resposta imunoldgica ao se obter uma resposta sistémica apés a
imunizacdo intra-retal. Seria decorrente da disseminag@o sistémica do virus ou
conseqiiéncia da imunizacdo nas placas de Peyer. Nesta segunda possibilidade, o
virus seria retido nestes orgdos linfaticos onde infectaria células dendriticas que

passariam a apresentar o CEA como imundgeno. Todo este processo liberaria
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linf6citos e células dendriticas, imunizando todo o organismo contra o0 CEA. O

mesmo se aplica para uma possivel resposta mucosa apés imunizagdo sistémica.

Ainda nio estd definido se ocorre disseminacdo sistémica apés imunizagdo intra-retal

e se ocorre disseminacao mucosa apds imunizacao venosa.

1 Dia 24
Experimento B1 — Grupo rVac-CEA IV S
5 animais implantados
1 dose 2" dose 3 dose com mec32a
20 ¢ i ¢ Teduy ¢7 o Medida do tumor
camundongos
5 animais implantados
com mc38
v
Matar 3 animais Matar todos animais
PP CTL fB’P C"I(‘:]_:r
Bago CTL P;GO l‘fL .
PP Proliferagao < Pro lof.?ath
Bago proliferagdo aco proliferagao
ElISA CEA - Vac ElISA CEA - Vac
Dia 0 14 28 35 59
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. Dia 24
Experimento B2 — Grupo rVac-CEA IR (Bcandes: tumocess
5 animais implantados
1* dose 2 dose 3 dose com mc32a

30 ‘ 14 dias ¢ 14 dias ‘7 dias _ Medida do tumor

camundongos \
5 animais implantados
com mc38

v
Matar 3 animais Matar todos animais
PPCTL PP CTL

Bago CTL Bago C'_I‘L
b SRt
Bago proliferacdo

ElISA CEA - Vac EIlISA CEA - Vac

v

Dia O 14 28 35 59

Todos os resultados anteriores poderiam ser questionados com o seguinte
argumento. Camundongos nao possuem o CEA ou nenhuma proteina e molécula
homéloga. Quando se implantam tumores murinos transduzidos com o CEA humano
nestes animais, 0 CEA passa ser uma proteina completamente exégena. Um antigeno
Gnico presente apenas nas células tumorais, portanto, como dito anteriormente, é
mais fécil induzir resposta imunolégica contra antigenos tumorais exclusivos e
completamente exdgenos. Neste contexto, todas as células imunolégicas efetoras
imunizadas contra o CEA, s6 reconheceriam esta proteina nas células tumorais que

seriam, conseqiientemente, o (inico alvo de uma resposta imunolégica contra o CEA.



Experimento B3 — Grupo rVac-Lac Z IV

1* dose

v

2" dose

v

3* dose B L.
5 animais implantados

14 dias l4dias 7 dias com mc32a

10
camundongos

.
>

Medida do tumor

Matar 3 animais

PP CTL

Bago CTL

PP Proliferagao
Bago proliferacio
ElISA CEA - Vac
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Dia 24
(Grandes tumores)

A4
Matar todos animais

PP CTL

Baco CTL

PP Proliferagao
Baco proliferagio
EIISA CEA - Vac

Dia 14 28 35

Experimento B4 — Grupo rVac-Lac Z IR

v
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Dia 24
(Grandes tumores)

1* dose 2 dose 3 dose o
5 animais implantados
¢ 14 dias * 14 dias ¢'Ir' dias com mc32a
camundongos Medida do tumor
v
Matar 3 animais Matar todos animais
PP CTL PP CTL
Bago CTL BagoCTL
PP Proliferagdo ;P Pmllfﬁrfaw_
Bago proliferacao ago proliferagao
EIISA CEA - Vac ElSA CEA - Vac
Dia 0 14 28 35 50 g
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Experimento B5

Intraretal
1 dose 107" rV-CEA ou

Intravenoso Nos tempos determinados foram
sacrificados 3 animais em cada
grupo IR ou IV sendo titulado

30 camundongos » 5 titulo viral no sangue, bago,
i l l l i placas de peyer e ovario
12hs 24hs 2dias  4dias 6 dias

Para esclarecer esta importante questdo descrita no pardgrafo anterior,
passamos a trabalhar com dois modelos de camundongos, um transgénico e outro
Knock-out.

O primeiro era o camundongo transduzido com o CEA humano. Estes
animais apresentavam o CEA em uma biodistribui¢do espago-temporal idéntica a
humana. Apresentavam o CEA no coldn, intestinos, estdbmago e traquéia na vida
embriondria e presenca quase insignificante durante a vida adulta e foram
denominados camundongos CEA.

Como estes animais nasceram com o CEA, deveriam ser tolerantes a ele ou
menos capazes de apresentar uma resposta imunolégica contra esta proteina.

O outro modelo de animal foi o camundongo Knock-out Apc 1638. Trata-se
de modelo animal que desenvolve p6lipos esponténeos do trato digestivo a partir dos
2 meses de vida com evolucdao de pdlipos displdsicos para adenomas e finalmente
adenocarcinomas invasivos por volta do 8° més. Estes animais foram denominados

camundongos Apc.
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Em nosso laboratério, por cruzamento dos dois camundongos acima,
obtivemos um novo modelo animal transgénico, o camundongo Apc/CEA. Com este
modelo, a etapa mais complexa e importante foi sua caracterizacdo imunoldgica

antes do mesmo comegar a ser estudado nos projetos de imunoterapia.

Experimento C

C - Foram 4 grupos de camundongos: o camundongo normal C56B16, knock-
out Apc 1638, o transgénico CEA e o hibrido Apc/CEA. Cada grupo de animal
recebeu um implante de 2 x 10° células tumorais no subcutineo dos tumores usados
anteriormente o CEA +, mc-32 ou do CEA -, mc-38.

O objetivo deste experimento foi saber qual seria o comportamento do tumor
nestes 4 modelos experimentais. Como usamos 2 tumores com a tnica diferenca de
serem CEA + ou CEA-, poderiamos avaliar como a presenca do CEA nos tumores
implantados influenciaria seu desenvolvimento. Também pudemos avaliar nos
animais transgénicos como a presenca do CEA em cada modelo animal poderia
afetar a evolucdo dos tumores implantados com relacdo a serem CEA positivos ou

negativos.
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Experimento C

10 animais cada grupo

C57Bl6 Implantado 2 x 105 células
mc32a ou mc38
Apcl638 > Medido o volume tumoral
A cada 2 dias
CEA
Apcl638/CEA

Experimento D

D - Neste experimento usamos os camundongos C57Bl6 e Apc/CEA. Cada
grupo foi imunizado com 3 doses de 1 x 10’ pfu de rVac-CEA endovenoso. Os
animais foram sacrificados 7 dias apés a terceira dose. Foi avaliada a producdo de
anticorpos contra o CEA e vaccinia. Foram também avaliadas a citotoxicidade e
proliferacdo de linfécitos em resposta ao CEA no baco, resiaosta sistémica e sistema
imunolégico mucoso nas placas de Peyer.

O objetivo desta etapa foi avaliar a resposta 4 imunizagcdo com o CEA nestes
dois modelos animais. O experimento D1 utilizou animais C57Bl6, e o experimento

D2 animais Apc/CEA.



Experimento D1—- Animais C57B16

107 pfu de r Vac - CEA
1*Dose 2"Dose 3*Dose

| ;
13 Camundongos l v i Toe
C57BIl6

Matar os animais

PP CTL

Bago CTL

PP Proliferacio
Bago proliferacio
ElIISA CEA - Vac

A J

Dia 0 14 28 35

Experimento D2- Animais Apc/CEA

107 pfu de r Vac - CEA

1"Dose 2'Dose 3*'Dose |
| | | 7 dias |
5 Camundongos ¥ Y Y >
Apc/CEA
Matar os animais

PP CTL
Baco CTL
PP Proliferagédo
Baco proliferacéo

EIISA CEA - Vac

4

Dia 0 14 28 35
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4.6.1 Imunizacio venosa

Para a imunizagdo eram usados frascos dos vetores virais previamente
produzidos, titulados e congelados a —80°C com a concentragdo de 1 x 10° pfu/ml.
Para haver uma homogeneizacdo da quantidade de particulas virais em todo o
volume, o frasco era submetido a 3 ciclos de aquecimento a 37°C e congelamento a —
80°C, seguido de 20 segundos de sonicacdo. A seguir, eram mantidos em gelo e
imediatamente encaminhados para o biotério onde era realizada a imunizacao. Para a
imunizagdo intravenosa, a gaiola era aberta em fluxo laminar € os animais mantidos
sob lampada de aquecimento para vasodilatacdo periférica de vasos da cauda por 5 a
10 minutos. A seguir, os animais eram imobilizados em contentores de acrilico
préprios. O contetido viral era aspirado em seringas de 1 ml com agulha 13 x 3.5
Gauge sendo injetados 100ul ou 1 x 10’ pfu em cada animal. O volume era injetado

na veia caudal lateral sendo desprezados os animais em que a injecdao fosse

tecnicamente imperfeita.

4.6.2 Imunizacao mucosa (intra-retal)

Para a imunizag@o intra-retal, a solugdo com o vetor era previamente
processada, utilizando-se o mesmo método da imunizacdo venosa. Os animais eram
inicialmente manipulados para eliminarem 2 a 3 pelets fecais esvaziando o reto e a
seguir, imobilizados, conforme descrito acima. O contetdo era aspirado em seringa
de 1 ml conectada a sonda umbilical de nelatom de 2 mm de didmetro. Eram
eliminadas as bolhas do interior da sonda. A mesma era introduzida delicadamente
via ano-retal por 2 a 3 cm, no momento em que era feita a inoculacao de 100ul ou 1 x

107 pfu em cada animal. Os animais eram observados por cerca de 30 segundos para
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se detectar a defecacao da vacina inoculada. Em caso negativo era liberado na gaiola.
Em casos de eliminagdo do liquido ou catéter sujo de sangue que poderia indicar

perfuracao intestinal, os animais eram desprezados.

4.7 IMPLANTE TUMORAL

O implante tumoral era feito na regidao lombar direita. No dia anterior ao
implante, os animais eram submetidos & ampla tricotomia, incluindo regido lombar
direita, flanco direito e hemi-abdome direito. Este procedimento era feito no dia
anterior, para se evitar possiveis escoriacdes decorrentes da tricotomia e que
pudessem desencadear processos infecciosos ou inflamatérios influenciando no
crescimento tumoral. A tricotomia era feita com aparelho elétrico préprio e os
animais traumatizados eram descartados.

Dois dias antes do implante, as linhagens tumorais a serem implantadas eram
testadas por citometria de fluxo quanto a expressdo dos antigenos de interesse. A
seguir, plaqueadas em uma densidade para que obtivéssemos uma cultura
semiconfluente no dia do implante. Isto evitaria que se formassem aglomerados
celulares dificeis de dissociar. Estes aglomerados celulares tornam o ndmero de
células tumorais implantadas impreciso.

Para o preparo das células o meio de cultura era aspirado, o frasco era lavado
1 vez com soluc@o salina tamponada para remoc¢ao de debris e células nao aderentes.
As células aderidas eram liberadas do frasco com solucgdo de Tripsina ~-EDTA a 5%

com agitacdo continua por 5 minutos. A seguir, eram lavadas e centrifugadas em
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solucdo salina por 2 vezes. Eram contadas em hemocitdmetro, aproveitando-se
apenas as solucdes com viabilidade celular superior a 90%.

Era entdo preparadas em seringas de 1 ml, contendo 1 ml de células
suspensas em solucdo salina na concentragio de 1 x 10° células/ml, identificando-se
a linhagem tumoral em cada seringa. As seringas eram mantidas em gelo e
imediatamente levadas ao biotério onde eram feitos os implantes. As seringas eram
mantidas em posi¢ao horizontal no gelo. Evitava-se, assim, que o tempo afetasse a
viabilidade e induzisse a decantacdo de células tumorais na parte inferior e
conseqiientemente, o nimero de células implantadas. A seringa era agitada antes de
cada implante. O implante do primeiro ao dltimo animal era feito em um intervalo
menor do que 20 minutos.

Os animais previamente preparados e selecionados na noite anterior eram
imobilizados em caixa acrilica de contencdo, sendo feito a anti-sepsia da regido
lombar direita com dlcool 70%. Cada animal recebia o implante no subcutineo de
200ul compreendendo 2x 10° células. Eram usadas agulhas 13 x 3,5 Gauge, que eram
totalmente tunelizadas no subcutaneo, evitando-se o refluxo de células tumorais. Nao

eram feitas compressao ou massagem local, liberando os animais a seguir.

4.8 MENSURACAO TUMORAL

A mensuragao tumoral era feita a cada 2 dias e iniciava-se no sexto dia apés o
implante tumoral. Cada animal previamente identificado com amputa¢do de dedos,
era imobilizado e o tumor era medido com paquimetro de precisdo de 0,1 mm. Eram

considerado o maior didmetro e o didmetro perpendicular a este.
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49 MEDIDA DA CITOTOXICIDADE PELA LIBERACAO DE

CROMO *

A medida da citotoxicidade de linfécitos do bago e das placas de Peyer era
feita através do teste padrao de 6 horas da liberagao do cromo radioativo. O nimero
de células alvo era de 3000 por poco sendo usadas as seguintes proporgdes entre
efetores e alvos: 12,5/1, 25/1, 50/1, 100/1. Depois de processadas e contadas as
células alvo eram colocadas em meio completo com 1% de soro e 200 uCi de
cromo’’ radioativo (Nay[’'Cr]Os) em agitador a 37°C por 60 minutos. Apds esta
etapa as c€lulas alvo eram lavadas por 3 vezes com meio completo para eliminagao
da radioatividade livre fora das células. A seguir, eram plaqueadas em placas de 96
pocos com fundo em U. Eram, entdo, adicionadas as células efetoras repetindo-se
cada condi¢do em 3 pogos. A placa era centrifugada a 200 rpm por 1 minuto para
favorecer o contato célula-célula e a seguir, colocadas na incubadora a 37°C com 5%
de CO; por 6 horas. Em cada placa, 3 pogos de cada célula alvo eram completados
com meio completo sem células efetoras para se mensurar a liberacdo espontinea de
radioatividade. Outros 3 pogos de cada célula alvo eram completados com 100ul de
Tritom X-100 a 2% para lise celular completa e mensuracao da radioatividade total.
Ap6s as 6 horas de incubagdo a placa era centrifugada a 1200 rpm por 7 minutos. Era
colhido 50pl de cada pogo, transferidos para placa prépria de leitura juntamente com
150ul de liquido de cintilografia. A solu¢do era homogeneizada e lida em contador
de cintilacdo gama. A porcentagem de citotoxicidade especifica era avaliada pela

seguinte férmula;
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% lise especifica= ({medida do pogo-liberagdo espontdnea}/{liberagdo total-

espontanea}) x 100.

4.9.1 Processamento das células efetoras
4.9.1.1 Coleta de linfécitos do Baco

Os animais eram sacrificados por asfixia em camara saturada de CO;. Era
feita anti-sepsia de toda a parede abdominal com &lcool 70%. Era feita laparotomia
mediana ampla com prolongamentos laterais no tronco e pelve. Era fixada
lateralmente toda a pele com pelos voltados para o suporte inferior de maneira
asséptica deixando o peritdnio integro. Era feita nova anti-sepsia e em seguida aberto
o peritoneo. Antes do processamento do bago todo o conteido abdominal era
rebatido lateralmente, expondo a veia cava inferior onde era coletado sangue para
processamento de plasma. A seguir, o bago era ressecado e colocado em frasco
estéril com solu¢ao salina tamponada gelada.

O bago era entdo macerado, usando-se duas laminas de vidro por cerca de 5
minutos para liberar o contetddo celular do tecido conjuntivo. A suspensdo de células
obtidas por dispersdo mecanica era filtrada em tela de nylon de 0,45 mm. O contetido
era centrifugado e ressuspendido em soluc@o de amonia para lise de eritrécitos por 7
minutos, tendo sido desprezado o sobrenadante. Era entdo lavado por 3 vezes em
soluc@o salina. O pellet era ressuspendido em meio completo sendo feita a contagem

de linfécitos em hemocitometro.
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4.9.1.2 Coleta de linfécitos das Placas de Peyer

Ap6s o sacrificio dos animais, coleta do sangue e retirada do baco, o intestino
foi secionado ao nivel do duodeno sendo liberado do meso até o reto distal, onde era
secionado novamente. Todo intestino foi entdo irrigado em toda a sua luz com 30 ml
de PBS gelado para eliminacdo de todo o conteddo intestinal. Foram tomadas
precaucdes para se evitar que houvesse contaminacdo da serosa intestinal. Apds a
limpeza, o mesmo foi colocado em placa de Petri com solucdo salina gelada. O
intestino foi examinado cuidadosamente sendo identificados a olho nu as placas de
Peyer na serosa. O aspecto € de micronodulagcdes agrupadas de 1 a 3 mm de
didmetro, de aspecto esbranquicado e protundindo nitidamente no relevo da serosa.
Ap6s a identificacdo, as placas de Peyer foram secionadas com tesoura estéril
englobando serosa, placa de Peyer e submucosa, evitando-se solugdes de
continuidade com a mucosa para diminuir o risco de contaminag@o. As placas de
Peyer foram coletadas em placas de Petri com solugdo salina tamponada estéril
gelada. Eram secionadas mecanicamente e colocadas em meio completo com solucao
enzimdtica (300U/ml de colagenase VIII) onde ficavam em movimento por 20
minutos em temperatura de 37° C. A suspensdo de células foi filtrada em filtro de
0,45 mm, centrifugada e lavada em PBS por 3 vezes e suspensa em meio completo.
Foram entdo contados os linfécitos vidveis em hemocitdmetro através de exclusdo

com Azul de Trypan.
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Figura § - Citometria de fluxo das linhagens celulares mc-38 (colunas a esquerda) e
mc-32 (colunas a direita). Os dois graficos superiores mostram as populagdes
celulares consideradas para a contagem. Os graficos abaixo mostram a presenga de
moléculas MHC classe I presente em 94% das células mc-38 e 92% das células mc-
32. O grafico inferior quantifica a presenga do CEA na superficie celular sendo de

3% nas células mc-38 e de 76% nas células mc-32.
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4.9.2 Processamento das células alvo
4.9.2.1 mc-38

A linhagem tumoral mc-38 era plaqueada de maneira a estar semiconfluente
no dia da coleta. Era usada solug@o de tripsina-EDTA, conforme descrito até termos
uma solug@o com células livres. Uma amostra de 150.000 c€lulas era dividida em trés
frascos para a avaliagdo de expressao de MHC-I e CEA por citometria de fluxo,
utilizando-se anticorpos monoclonais contra CEA (COL-1) e contra o MHC classe I
(BBL-7). S6 eram usadas culturas com menos de 5% de células expressando o CEA

e mais de 80% MHC classe I positiva conforme a Figura 5.

4.9.2.2 mc-32
Para a linhagem mc-32 era usada a mesma metodologia descrita acima.
Considerava-se adequados as amostras com mais de 90% expressando o MHC classe

I e mais de 75% expressando o CEA, conforme mostra a Figura 5.

4.9.2.3 mc-38 expressando antigenos do virus vaccinia

Para se certificar da eficiéncia da imunizacdo e resposta contra o virus,
utilizamos uma cé€lula alvo que nd3o apresentasse novos antigenos e fosse CEA
negativo. Mantivemos a linhagem mc-38 que foi infectada com o virus vaccinia ndo
transduzido com o CEA. Foram realizados diversos experimentos piloto com o
objetivo de se definir o nimero de particulas virais por célula tumoral e o tempo de
infec¢do. O grande fator limitante deste experimento € o fato do virus ser também
citolitico e o teste da liberag@o do S1Cr durar mais de 6 horas. Se usdssemos um baixo

nimero de virus por um curto periodo de tempo a taxa de infec¢@o seria baixa e
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poucas células expressariam os antigenos virais sendo alvo para linfécitos ativados
contra o virus. Em contrapartida, se usdssemos uma grande carga viral por um longo
periodo, muitas células iriam ser lisadas espontaneamente, liberando o 'Cr gerando
uma alta liberagio espontinea de >'Cr com um alto “background” que tornariam os
resultados inconclusivos. Dentro desta pequena janela experimental, infectamos as
c€lulas tumorais com 2 particulas virais para cada célula em meio incompleto com
1% de soro fetal bovino pelo periodo de 1 hora com uma fina camada liquida
cobrindo as c€lulas a 70% de confluéncia. A seguir, era adicionado meio para se
chegar a 10% de soro fetal bovino e incubado entre 14 e 18 horas. As células eram
entdo liberadas e incorporadas com 'Cr, de acordo com o exposto previamente para

se avaliar a citotoxicidade gerada contra antigenos virais puros.

410 DOSAGEM DE ANTICORPOS

O soro dos animais sacrificados foi coletado e armazenado a—80° C para
andlise de anticorpos contra o alvo apropriado através de ELISA. No dia da
mensuracdo, o soro era descongelado e diluido em PBS com 0,1% de Albumina

bovina nas diluicoes de 1:5 a 1:1000.

4.10.1 Anticorpos contra o CEA

Microplacas de 96 pogos foram revestidas com 200 ng/poco de CEA
purificado. Cada poco foi bloqueado por uma noite com 200ul de PBS com 5% de
Albumina bovina. O soro em suas vdrias diluicdes foi adicionado aos pocos em

triplicatas e incubados por 1 hora. As placas foram lavadas 5 vezes com solugdo
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tampao de PBS, contendo 1% Albumina bovina, e os anticorpos aderidos as placas
eram detectados com Anticorpo secundério conjugados com peroxidase de rabano,
produzido em ovinos contra IgG de camundongos. Apés 1 hora de incubagdo as
placas eram lavadas 10 vezes com PBS e Tween a 0.1% e a reatividade detectada
pela adicdo do cromégeno o-fenilenodiamina (OPD) por 15 minutos. A leitura era

feita com leitor de ELISA, usando-se filtro de 450nm para medir-se a absorbancia.

4.10.2 Anticorpos contra Vaccinia

A mensuracao dos anticorpos contra o virus vaccinia foi feita seguindo-se a
mesma metodologia acima e cada pogo foi revestido com 10 particulas virais. A
imunizacdo dos animais era feita com particulas virais produzidas em linhagem
celular BSC-1 e as particulas virais para a ELISA eram produzidas em linhagem
HeLa. Esta precaucado foi empregada para evitar-se que possiveis restos celulares de
BSC-1 inoculados nos animais, pudessem induzir anticorpos contra esta linhagem
celular, e posteriormente se ligar a placa amplificando artificialmente a quantidade de

anticorpos.

411 MEDIDA DA PROLIFERACAO DE LINFOCITOS

Para a medida da proliferacdo em resposta a antigenos especificos os
esplendcitos ou placas de Peyer foram incubados em placas com 96 pocos de fundo
plano com a densidade de 2 x 10° células por pogo. Para a estimulac@o foi adicionado

no dia 0, em triplicata para cada amostra os seguintes imundgenos: 2.5 pg/ml de

Concavalina A (Coa -Sigma), 0.5 e 2 pug/ml de proteina ovoalmbumina, 0.5 ¢ 2
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pg/ml de proteina CEA (Sigma), lisados e corpos apoptéticos de linhagem celular
mc38, lisados e corpos apoptéticos de linhagem celular me32(CEA), peptideo CEA
CAP-M8(CEAsys.533) € auséncia de estimulagdo. Os corpos apoptdticos foram
obtidos ap6s 3 dias de cultura das linhagens celulares sem qualquer adicao de soro e
os lisados apds 3 ciclos de congelamento a —80° C e aquecimento a 37° C das
linhagens celulares. A proliferacao foi medida apds 5 dias de incubacgdo a 37°C com
a adicdo de [*H]timidina(1puCi/poco; Amersham) durante as tltimas 18 h. As células
foram coletadas e a proliferacao medida pela incorporagio da timidina radioativa por

cintilografia (Wallac).
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5 RESULTADOS

51 CARACTERIZACAO DOS ANIMAIS TRANSGENICOS

Apc” CEA*

Apc™//ICEA™"

Figura 6 - Fotografia de animais adultos entre 10 e 12 meses das linhagens Knock-
Out APC, dois superiores a esquerda, transgénico CEA, dois superiores a direita e
hibrido Apc/CEA, trés animais inferiores. A fotografia mostra que na mesma idade

os animais Apc/CEA apresentam-se em pior estado geral.

Os animais transgénicos com o CEA humano nao apresentavam alteragtes
fenotipicas conforme mostrado na Figura 6. Nesta figura os animais sao adultos com
idade aproximada entre 10 e 12 meses. Nesta idade os animais Apc podem ainda nao

apresentar grandes alteracoes, apesar de ja apresentarem poOlipos gastro-intestinais,
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muitos ji com degeneracdo para adenocarcinoma invasivo. Os tumores nestes
animais nd3o metastatizam e os animais s6 apresentam sintomas quando os tumores
comegam a obstruir o trato digestivo, impedindo a ingestdo e absor¢@o de nutrientes.
Os animais Apc/CEA j4 apresentavam sinais de envelhecimento precoce ja nesta

idade mesmo sem sinais de tumores obstrutivos do sistema digestivo.

5.1.1 Genotipagem

A caracterizagdo genotipica dos animais transgénicos era feita pela reacdo de
PCR. A Figura 7 mostra 6 animais que foram duplamente testados para o CEA e
Apc. Os animais CEA positivos apresentavam um produto de 100 pares de base
durante a reag@o de PCR, pro&uto que nao aparece nos animais CEA negativos. Para
a caracteriza¢dao dos animais Apc, a reacdo de PCR era realizada com 3 primers que
produziam 2 produtos. Um dos produtos de 300 pares de base esta presente em todos
os animais e representa 0 homoélogo normal do gene Apc. O outro produto de 400
pares de base representa o gene Apc truncado s6 presente nos animais Apc positivos

com a mutagado induzida deste gene.
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Figura 7 - Eletroforese de produto de PCR de seis animais testados 2 vezes. Na parte
superior os animais CEA + apresentam um produto de 100bp e na inferior os animais
Apc + apresentam bandas de 400 (alelo mutado) e 300 bp (alelo normal). Os animais
de nimero 1, 2 e 4 sdo CEA +. Os animais de nimero 1, 3, 4 ¢ 6 sao Apc positivos

sendo os animais 1 e 4 duplo transgénicos Apc/CEA.

5.1.2 Apc - Pélipos.

Os camundongos Apcl1638 acumulam pélipos 2 medida que envelhecem.
Estes animais foram randomicamente analisados a cada 2 meses € o nimero de
pélipos foi contado e medido individualmente. Com o aumento da idade ocorria um
aumento do nimero de pélipos e do tamanho destes. Conforme mostrado na Figura
8, os camundongos apresentavam poucos pdlipos aos 2 meses, nimero que aumenta

5 vezes ap6s os 10 meses. O mesmo ocorre com a drea média dos pélipos em funcdo

da idade.
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Figura 8 - Griéficos de animais Apc + mostrando o aumento proporcional do niimero
(gréfico superior) e tamanho (grafico inferior) dos pdlipos do trato gastrointestinal

com o aumento da idade. Barras mostram o desvio padrido da média.

5.1.3 Apc - Histologia.
Os camundongos apresentaram tumores do estdmago ao reto. O aspecto
macroscOpico variou de tumores sésseis com base larga a polipdides na forma

pediculada. A parte periférica mostrou-se sempre elevada em relacdo ao plano
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mucoso. A parte central mostrou-se elevada ou ulcerada, sendo coberta por material
necrético. Os tumores pediculados foram mais raros e formavam uma massa
polipéide em protusdo para o limen. Os tipos histolégicos variavam de poélipos
hiperplasicos, pdlipos adenomatosos, adenomas, adenocarcinomas “in situ” e
adenocarcinoma invasor. Os adenomas eram principalmente tubulares ou tubulo-
vilosos e a minoria era vilosa. Os adenocarcinomas apresentavam maior diametro do
que as demais lesdes benignas. Os carcinomas invasores eram bem diferenciados e
com baixa infiltracao linfocitaria. As células apresentavam aumento do nitcleo,

pleomorfismo e perda da polaridade.

Figura 9 - Micrografia representando a andlise histopatolgica (Hematoxilina -
Eosina) de lesdes polipdides no célon de animais APC+. Na figura A vemos um
adenoma em um animal de 4 meses e na figura B um adenocarcinoma, invadindo a

camada muscular (seta) em um animal de & meses.
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Todas as dreas suspeitas a macroscopia eram encaminhadas para exame
microscOpico como mostrado na Figura 9. Existiam areas focais de displasia sem a

presenca de pdlipos ou ulceracdes.

5.14 CEA - Genotipagem

Os animais CEA positivos apresentavam a amplificacdo de um produto de
100 pares de bases conforme mostrado na Figura 2. Estes resultados mostravam
apenas a presenca de a0 menos uma cdpia do gene do CEA no genoma animal. Os
animais originais receberam de 8 a 19 cdpias deste gene no pré-nicleo masculino do
blastécito. Este € um processo onde nao se pode determinar com exatidao onde este
gene serd integrado e se 0 mesmo vai ser transcrito de maneira correta. A avaliacao
do correto posicionamento desta copia em um Exon e sua expressido foi mostrada

pela reacao de Western-Blot que mostra a correta expressao protéica deste gene.

5.1.5 CEA - Expressao protéica

A express@do do gene do CEA transfectado nos animais foi avaliada pela
reacdo de Western-Blot. Conforme previamente descrito em métodos, foi avaliada a
expressdo protéica no pulmao, figado, baco, estdmago, intestino, célon e rim de
acordo com a Figura 10.

Foi detectada pequena presenca da proteina CEA no estdbmago e intestino e
alta express@ao no célon. Estes resultados sao consistentes com a expressao em
humanos. Também apresentava a massa molecular aproximada de 180 kDa que € o

peso molecular do CEA em humanos.
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Esta mesma reacao foi realizada em animais C57Bl6 e Apc sendo negativa
sem detec¢ao do CEA ou proteina homoéloga em nenhum 6rgéo ou tecido estudado.
Como controle positivo foi utilizada uma linhagem humana com alta expressao do
CEA denominada GEO, conforme mostrado na Figura 5. Apesar de ndo ser um
exame quantitativo, a quantidade protéica por 6rgao foi normalizada e, portanto
poderia ser aferido que a quantidade de CEA expressa no célon seria maior do que

no estdbmago e no intestino delgado.
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Figura 10 - Extratos protéicos da linhagem GEO do pulmao, figado, baco, estomago,
intestino, célon e rim de animais CEA+ foram separados em gel de poliacrilamida
SDS, transferidos para membrana PVDF e expostos a anticorpos anti-CEA e
revelados com anticorpos secundérios. Observam-se bandas de ~180 kDa de massa
molecular nos extratos do estdbmago, intestino delgado e c6lon bem como na
linhagem de células CEA positivas GEO. Note que ha relativamente mais CEA

expresso no célon do que no estdmago e intestino.
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5.1.6 Fenotipo - Animais Apc/CEA

Os animais duplos transgénicos Apc/CEA apresentam varias alteracoes
fenotipicas decorrentes da expressio do gene do CEA e da inativagdo de um alelo do
Apc. Muitas destas sao também compartilhadas com os animais Apc ou CEA. A
Figura 11 mostra animais destes fenétipos préximos do limite de sua longevidade

quando as alteragoes macroscopicas sao mais exuberantes.

Apc CEA Apc/CEA

Figura 11 - Fotografia de animais transgénicos Apc, CEA ¢ Apc/CEA no limite de
sua longevidade com mais de 18 meses. Os animais CEA, centro ndo apresentam
alteracdes macroscopicas. Os animais APC a esquerda apresentam-se desnutridos e
caquéticos em decorréncia de multiplos polipos gastro-intestinais ¢ tumores. Estas
alteragdes sao mais exuberantes nos animais APC/CEA, a direita, possivelmente por

serem duplo transgénicos.

Conforme mostrado na Tabela 1, a prevaléncia dos pdlipos aumenta com o
aumento da idade dos animais. Aos 2 meses nenhum animal apresenta pélipos sendo

que estes estao presentes em 100% dos animais aos 8 meses. As alteracdes pré-



86

malignas como displasia e adenomas acometem mais de 50% dos animais apds o 6
més. A transformacdo para a forma maligna e invasora de adenocarcinoma nao
ocorre em todos os animais e apenas 50% deles apresentaram lesdes malignas aos 8
meses. Esta imprevisibilidade de transformacdo de pélipos em adenocarcinomas €
semelhante a encontrada em humanos com polipos que evoluem para transformacao
maligna.

Tabela 1 - Tabela mostrando a porcentagem de animais Apc/CEA com pélipos,
displasia ou adenoma e adenocarcinoma nas idades de 2, 4, 6 ¢ 8 meses.

Idade em Meses | Pélipos Displasia / adenoma Adenocarcinoma
2 0 0 0
4 20% 0 0
6 80% 50% 0
8 100% 60 % 50%

n = 6 animais por grupo.

Os animais também foram avaliados quanto a presenca de CEA nas fezes e no
soro conforme mostrado na Tabela 2. Nenhum animal C57BI6 ou Apc apresentaram
nenhum sinal de CEA. Os animais CEA positivos apresentavam CEA detectdvel nas
fezes desde os 2 meses e estes valores nao aumentavam com o avango da idade. Jd a
presenca de CEA no soro comecgou a ser detectada apds os 4 meses, aparentemente
ocorria um aumento destes valores com o aumento da idade. Devido ao pequeno
nimero de animais estes dados ndo puderam ser submetidos a andlise estatistica.

A presenca de sangue oculto nas fezes ocorria em todos os animais Apc
positivos desde os 2 meses de idade conforme mostrado na Figura 8. Isso ocorria
antes mesmo destes animais apresentarem qualquer tipo de alteragc@o histoldgica

conforme mostrado na Figura 9. Uma das hipdteses seria a presenca de colite ou
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micro-ulceracdes da mucosa com solugdes de continuidade, porém, estas hipéteses

nao foram confirmadas.

Tabela 2 - Tabela mostrando animais C57Bl6, CEA e Apc/CEA aos 2, 4, 6 ¢ 8

meses e sua relac@o com a presenca de CEA nas fezes, no soro e sangue oculto nas
fezes.

Idade No animal Apc CEA CEA CEA Sangue
(meses) fezes Soro Oculto
Genotipo Genotipo (ng/ mgof (nug/ ml) Fezes
proteina)
2 1117 +/+ -/- Neg. Neg. -
1110 +/+ -/- Neg. Neg. -
1115 +/- +/- 26.4 Neg. +
1116 +/- +/- 3.0 Neg. +
4 1010 +/+ -/~ Neg. Neg. -
1011 +/+ -/- Neg. Neg. -
1014 +/- +/- ND 2.35 +
1016 +/- +/- 8.0 4.66 +
6 313 +/+ -/~ Neg. Neg. -
316 +/+ -/- Neg. Neg. -
312 +/- +/- 16.8 14.2 -
314 +/- ' +/- 1.0 ND +
8 25 +/- +/- 0.5 ND' +
47 +/- +/- 0.8 23.6 -

5.1.7 Apc/CEA - Genotipagem

A avaliagdo da expressdo génica dos animais Apc/CEA foi realizada
conforme descrito para os animais CEA e Apc em duas reacoes de PCR separadas.
Foram considerados APC/CEA os animais positivos em ambas as reacdes, conforme

previamente demonstrado na Figura 7, com dois animais duplamente positivos.
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5.1.8 Apc/CEA - Imuno-histoquimica (Pélipos/CEA)

O exame histologico dos animais Apc/CEA foi feito com a imuno-
histoquimica utilizando-se anticorpo monoclonal contra o CEA. A Figura 12 mostra
que da mesma maneira que ocorre em humanos, o tecido degenerado de aspecto

polip6ide apresenta-se com maior expressao da proteina CEA.

Tecido

Normal

Figura 12 - Fotografia de exame imuno-histoquimico contra o CEA em pdélipo
adenomatoso de animal Apc/CEA. A regiao com alteragao polipdide adenomatosa
apresenta intensa coloragdo para o CEA. O tecido com aspecto normal adjacente

apresenta-se também positivo, mas com baixa intensidade.

Este achado da uma maior relevancia a este modelo animal porque também
apresenta o antigeno CEA expresso de maneira fisiologica no tecido coldnico normal
adjacente, conforme mostrado na Figura 9. Neste modelo o CEA ndo ¢ um antigeno
tumoral tnico e, como também ocorre na maioria dos tumores do trato digestivo

humano, estd superexpresso no tecido neoplasico e presente em outros tecidos.
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5.2 EVOLUCAO DOS TUMORES IMPLANTADOS NOS ANIMAIS

C57BL6 NAO IMUNIZADOS

Quando se comparam as duas linhagens tumorais em uma mesma linhagem
de animais, verifica-se que o tumor mc-38 apresenta um crescimento mais acelerado
em relagdo ao mc-32, conforme mostrado na Figura 13. Este fato também ¢
observado in-vitro. Quando plaqueados o mesmo niimero de células tumorais mc-38
ou mc-32 em dois frascos, a primeira cultura se torna confluente em um tempo mais
curto (dados nd3o mostrados), sugerindo que o tempo de duplicacdo de mc-38 seja

menor do que o tempo de duplicagdo de mec-32.
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Figura 13 - Maior crescimento do tumor mc-38 em comparagdo ao tumor mc-32
nos animais C57BI6. Foram implantados 2 x10° células de cada linhagem tumoral

no flanco, de animais C57BI6. O tumor era medido a cada 2 dias. Barras mostram o

desvio padrio da média.
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53 EVOLUCAO COMPARATIVA DOS TUMORES

IMPLANTADOS NOS ANIMAIS C57BL6, Apc, CEA E Apc/CEA.

Quando o mesmo nimero de células tumorais mc-38, CEA negativo, foi
implantado de maneira comparativa em camundongos Apc/CEA e C57BIl6, este
cresceu de maneira mais rapida nos camundongos Apc/CEA. Porém, esta diferenca
nao foi estatisticamente significativa em nenhum tempo desde o implante, conforme
mostrado na Figura 14.

O mesmo’ se observou quando este tumor foi implantado nos camundongos
Apc ou CEA (dados nao mostrados). Nestes animais também o crescimento deste
tumor CEA negativo foi ainda mais préximo do crescimento nos animais C57BIl6.
Existem relatos de que possam existir uma facilitag@o para o crescimento tumoral em
animais transgénicos (TILLI e FURTH 2003). Esta facilitacdo poderia ser ainda
maior nos animais duplamente manipulados geneticamente, transgénicos para o CEA
humano e Knock-out para o Apc como o Apc/CEA. Mesmo assim nao evidenciamos
diferencas de evolucdo tumoral estatisticamente significativas para tumores CEA

negativos.
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Figura 14 - Crescimento comparavel do tumor mc-38 nos animais C57BIl6 e

Apc/CEA. Foram implantados 2 x10° células de cada linhagem tumoral no flanco,
sendo o tumor medido a cada 2 dias. A curva de crescimento para os animais Apc e
CEA localizava-se entre as duas mostradas.(Dados ndo mostrados). Barras mostram

o desvio padrao da média.

Quando o tumor implantado foi o mc-32, CEA positivo, a diferenca de
crescimento nos dois grupos de animais foi maior, conforme mostrado na Figura 15.
Os animais C57BIl6 apresentaram os menores tumores em todos os tempos. Quando
se comparou o tamanho dos tumores apos o 20° dia do implante, os animais CEA
apresentavam os maiores tumores. Esta diferenca foi estatisticamente significativa

quando comparamos com todos 0s grupos.
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Figura 15 - Evolugdo do tumor mc-32 implantado nos animais C57BI6, Apc, CEA e

Apc/CEA. Os graficos A e B sdo idénticos com exceg¢do do desvio padrao da média

que foi mostrados em dois graficos para serem melhor visualizados.
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No grupo de animais Apc/CEA, houve uma grande diferenca individual dos
resultados, gerando um altissimo desvio padrao conforme visto em detalhe na Figura
15B. Isso fez com que este grupo ndo apresentasse variagdo de crescimento tumoral
estatisticamente significativa, quando comparado com os demais. Mesmo assim,
conforme pode ser visto na Figura 15, os animais Apc e CEA apresentavam
tamanhos tumorais diferentes.

Os camundongos CEA ja expressam o CEA desde a fase embrionaria, ja
sendo tolerantes contra este antigeno e, parece haver uma quebra parcial desta
tolerancia nos animais Apc/CEA, gerando alguma resposta que torna os tumores
menores do que nos camundongos Apc e comparaveis com animais ndo transgénicos

e conseqlientemente ndo tolerantes, conforme mostrado na Figura 16.
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Figura 16 - Crescimento comparavel do tumor mc-32 nos animais CS7BI6 e
hibridos Apc/CEA. Foram implantados 2 x10° células de cada linhagem tumoral
no flanco, sendo o tumor medido a cada 2 dias. Barras mostram o desvio padrao

da média.
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Da mesma maneira como mostrado na Figura 13 para os animais C57BL6,
nos animais transgénicos Apc/CEA também foi observado um maior crescimento do
tumor mc-38 quando comparado com o me-32, conforme mostrado na Figura 17. Ao
compararmos o tamanho absoluto dos tumores no mesmo tempo nos animais
Apc/CEA e C57BI6, observamos o aumento do tamanho do tumor nos animais

transgénicos, independente da linhagem tumoral implantada.
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Figura 17 - Maior crescimento do tumor mc-38 em comparagdo ao tumor me-32

nos animais Apc/CEA. Foram implantados 2 x10° células de cada linhagem
tumoral no flanco, sendo o tumor medido a cada 2 dias. Barras mostram o desvio

padrdo da média.

Como o tumor era implantado na regido lombar direita no subcutdneo, a
mensuragao era facilmente obtida de maneira precisa conforme pode ser evidenciado
na Figura 18 que mostra grupos de animais C57BI16, Apc, CEA e Apc/CEA com o

tumor ainda in loco.



A) C57Bl6 B) Apc

D) Apc/CEA

Figura 18 - Animais no 22°dia apés o implante tumoral de 2 x 10° células do tumor
me-32(CEA +) no flanco direito. As fotografias A,B.C, e D mostram animais das

linhagens C57B16. APC, CEA e Apc/CEA, respectivamente.

As Figuras 19 mostram massas tumorais apos a ressec¢ao dos mesmos para

mostrar que a medida do tumor “in vivo” realmente correspondia ao volume tumoral.
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Este crescia de maneira semi-capsulada sem invadir tecidos adjacentes, formando

uma massa solida tnica.

CEA

CEA/Apc

C57Bl6

Figura 19 - Fotografia dos tumores ressecados dos animais mostrados na Figura 18,
no 22°dia apés o implante tumoral de 2 x 10° células do tumor mec-32(CEA +) no
flanco direito. As fotografias mostram animais das quatro linhagens estudadas,

conforme legenda a esquerda.
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54 AVALIACAO DO CRESCIMENTO TUMORAL NOS ANIMAIS
IMUNIZADOS EM COMPARACAO AO GRUPO CONTROLE IMUNIZADO

COM SOLUCAO SALINA PBS.

Nos animais C57BI6 que foram imunizados com 3 doses do vetor rVac-CEA
ou PBS por via IR ou IV, ndo houve nenhum tipo de protegdo para o implante do
tumor mc-38, conforme mostrado na Figura 20. Como esperado, independente do
vetor empregado na imunizag@o ou da rota, todos apresentaram tumores de tamanhos
comparaveis, quando este ndo apresentava o CEA. Este resultado foi importante para
deixar claro que o vetor vaccinia com o CEA ndo conferia nenhum tipo de protegdo

para tumores CEA negativo sendo seus resultados comparaveis com o PBS.

Crescimento do tumor mc38 em camundongos que
receberam rVac-CEA IR x IV

. 400

T ] —e—rVac-CEA IV
E 300 —=—rVac-CEA IR
2 PBS (IV /IR)
5 200 -

=

> 100 -

o

< QO+ 15 8-, F

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Dia apods o implante tumoral

n = 6 animais por grupo.
Figura 20 - Imunizagdo com o vetor Vaccinia recombinante com o CEA ou PBS, por
via intra-retal ou venosa, ndo protege contra o implante de tumores CEA negativos.
Os animais foram imunizados com 3 doses de rVac-CEA ou PBS, EVou IR e a
seguir, receberam o implante de 2 x 10° células do tumor mc-38 no flanco. Barras

mostram o desvio padrao da média.
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Quando os animais foram imunizados com PBS por via IR ou EV ndo houve
nenhum tipo de protegdo para o implante de tumores mc-32, conforme mostrado
na Figura 21 da mesma maneira como ocorreu com o tumor mc-38, conforme

mostrado na Figura 20.

Crescimento do tumor mc32 em camundongos que
receberam rVac-CEA IR x IV

E 300 - —e—rVac IV 32

£ —=—rVac IR 32

€ 200 - PBS (IV/IR) T
g 1
2 i

2 100

o

o

®

L 0 88

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24
Dias ap6s o implante tumoral

n = 6 animais por grupo.
Figura 21 - Imunizagdo com o vetor Vaccinia recombinante com o CEA, por via
intra-retal ou venosa, protege contra o implante de tumores CEA positivos. Os
animais foram imunizados com 3 doses de rVac-CEA ou PBS, EV ou IR e a seguir,
receberam o implante de 2 x 10° células do tumor mc-32 no flanco. Barras mostram

o desvio padrdo da média.
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55 AVALIACAO DO CRESCIMENTO TUMORAL NOS ANIMAIS
IMUNIZADOS EM COMPARACAO AO GRUPO CONTROLE
IMUNIZADO COM O VETOR VACCINIA RECOMBINANTE COM

LAC-Z.

Conforme descrito em métodos, os experimentos anteriores mostrados nas
Figuras 20 e 21 tiveram como grupo controle animais imunizados com solu¢o salina
PBS. Especificamente os resultados da Figura 21 mostraram que os animais
imunizados com rVac-CEA apresentavam alguma protecdo imunoldgica, pois
desenvolveram menores tumores. Porém, esta protecao poderia estar relacionada a
alguma resposta induzida pelo virus vaccinia e n3o diretamente relacionada a
presenca do CEA neste vetor.

Para esclarecer esta duvida, conforme descrito anteriormente, este
experimento foi repetido com maior nimero de animais, tendo como tratamento para
0 grupo controle o mesmo vetor vaccinia, porém recombinante com o gene Lac-Z.

Animais C57B16 foram imunizados com o virus vaccinia recombinante com o
CEA por via EV ou IR; como controle, animais foram imunizados com o mesmo
virus, porém apresentando gene do Lac-Z no lugar do CEA por via IR ou IV. No 7°
dia ap6s a 3” dose da imunizacao foi feito o implante tumoral de células mc-32 (CEA
+) e mc-38 (CEA-). Os implantes tumorais eram medidos a cada dois dias e
mostraram que quando implantado o tumor CEA+, os animais que receberam a
imunizagdo com o virus vaccinia transduzido com CEA por via EV apresentavam os
menores tumores sendo que 6 animais estavam livres de crescimento tumoral

conforme mostrado na Figura 22A. O grupo de animais que recebeu a mesma
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imunizacdo por via Intra-retal apresentou dois animais livres de tumores e protecdo
relativa quando comparado com os grupos controles imunizados com o vaccinia Lac-
Z. Os animais imunizados com o virus vaccinia recombinante com o lac-Z
apresentaram o mesmo tamanho tumoral independente da via de imunizacdo. O
tamanho dos tumores no 22° dia apés o implante tumoral néo foi estatisticamente
diferente entre os grupos imunizados com o virus vaccinia-CEA por via retal ou
venosa, p>0,05. Porém, quando comparados com o grupo controle, o grupo vacinado
com o vetor rVac-CEA apresentou tumores estatisticamente menores com p<0,035.

Quando foi implantado o tumor mc-38, CEA-, ndao se observou nenhuma
diferenga estatistica quanto ao tamanho dos tumores em nenhum dos grupos,
independente da imuniza¢ao com rVac-Lac-Z ou rVac-CEA por via retal ou venosa,
conforme mostrado na Figura 23. Isto mostra que a prote¢do ao implante tumoral era
dependente da presenca do gene do CEA no vetor e que esta protecdo sé era
especifica para tumores CEA positivos. Proximo do 12° dia pés-implante (DPI) a
totalidade dos animais apresentavam tumores macroscépicos conforme mostrado na
Figura 18.

Os animais imunizados com o virus rVac-CEA por via EV apresentaram uma
grande protecdo com 50% dos animais livres de tumor e os que ndo foram protegidos
apresentaram tumores com menor area e crescimento mais lento conforme mostrado
na Figura 22. Para os animais imunizados com este mesmo vetor, por via IR, a
protecdo foi menor, mas também estatisticamente significativa quando comparada
com o grupo imunizado com o PBS. Comparando-se com o grupo PBS o p para o
grupo rVac-CEA por via intra-retal foi <0,05 e para a via intravenosa foi <0,01

através do teste de r de student.
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Figura 22 - Graficos mostrando o crescimento do tumor mc-32, CEA + em
camundongos imunizados com o vetor rVac-CEA ou rVac-lac-Z por via retal ou

venosa. A figura A mostra a area dos tumores apds o 22° DPI e a figura B mostra o

crescimento progressivo nos 22 dias . Barras mostram o desvio padrao da média.
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Figura 23 - Graficos mostrando o crescimento do tumor mc-38, CEA - em
camundongos imunizados com o vetor rVac-CEA ou rVac-lac-Z por via retal ou
venosa. A figura A mostra a 4rea dos tumores apds o 22° DPI e a figura B mostra o

crescimento progressivo nos 22 dias. Barras mostram o desvio padrao da média.
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Os grupos de animais que receberam a vacina rVac-CEA ou rVac-Lac-Z por
via venosa ou intra-retal e foram implantados com o tumor mc-38 ndo apresentaram

nenhum animal curado ou aumento da sobrevida, conforme mostrados na Figura 24.

sadis i
100 CEA iv
—l—cEAir
g —*—lacZiv
E +  lLacZir
w
w
g 50
c
< e 1
2 1
1
1
0 T T T T 1
0 5 10 15 20 25

Dias ap6s o implante
n = 6 animais por grupo.
Figura 24 - Curva de Kaplan-Meyer com a andlise da sobrevida livre de tumor até o

22° dia em animais imunizados de acordo com a legenda e transplantados com a

linhagem mc-38 (CEA-).

Os animais que receberam a imuniza¢do com rVac-CEA por via venosa
apresentaram mais de 35% de animais livres de tumor no 22° DPL. O grupo que
recebeu a mesma imunizagdo por via retal apresentou 20% de animais livres de
tumor, conforme mostrado na Figura 25.

Nzo houve nenhum tipo de protegd@o para os animais imunizados com o rVac-
Lac-Z por qualquer via, implantados com o tumor mc-32, conforme mostrado na

Figura 25.
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Figura 25 - Curva de Kaplam-Meyer mostrando a evolu¢ao até o dia 22 dos animais

imunizados de acordo com a legenda. Estes animais receberam o implante do tumor

CEA+, mc-32.

5.6 RESPOSTA IMUNOLOGICA (CTL) NOS ANIMAIS

IMUNIZADOS ANTES DO IMPLANTE TUMORAL

Os animais imunizados com o vetor rVac-CEA quando sacrificados tiveram o
baco e as placas de Peyer removidos para a coleta de linfécitos. Estes linfécitos que
representavam a resposta imunolégica sistémica e mucosa foram avaliados quanto a
sua citotoxicidade contra tumores CEA positivos e negativos, respectivamente, mc-
32 e mc-38. Também foram avaliadas suas citotoxicidades contra o virus vaccinia.
Para esta avaliacao precisdvamos de um alvo vaccinia especifico. A linhagem mc-38
foi infectada com o virus vaccinia simples conforme descrito em materiais e métodos

e foi designada mc-38vac.
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Esta avaliacdao da resposta imunolégica, conforme descrita em métodos, foi
realizada em dois tempos distintos. As Figuras de nimero 26 a 30 mostram os
resultados de animais que foram sacrificados 7 dias apds a terceira imunizacao e
antes do implante tumoral.

As Figuras de nimero 31 a 35 mostram resultados de animais que também
receberam as 3 doses de imunizagdo, receberam o implante tumoral no 10° dia apés a
terceira dose e foram sacrificados no 22° dia apds o implante tumoral, 32° dia apés a
terceira dose de imunizacao. Merece ser mencionado que nos primeiros experimentos
os animais que receberam o implante de tumores CEA positivo ou negativo foram
processados de maneira distinta. Empregou-se esta metodologia para avaliar se a
presenca de tumores com o CEA ou ndo poderia otimizar ou inibir a resposta
imunolégica contra o CEA. Foi eyidcnciado que a presenca do CEA no tumor
implantado nao afetava a resposta imunolégica e que esta era decorrente apenas do
tipo e via de imunizagao empregada (dados nao mostrados).

Antes da apresentacdo dos resultados deve ser novamente comentado que o
virus vaccinia € muito imunogénico. Sempre que este vetor foi empregado como
veiculo carreador de gene, a resposta imunolégica induzida contra os antigenos virais
era mais forte do que a gerada contra o gene inserido neste vetor. A Figura 26 mostra
que a citotoxicidade de linfécitos extraidos do baco (esplendcitos) de animais
imunizados com rVac-CEA, por via endovenosa, foi de quase 80% contra um alvo
que expressava unicamente antigenos virais (mc-38vac), de quase 40% contra alvo
CEA positivo. Apresentou uma citotoxicidade basal préximo de 15% para o alvo
controle CEA negativo, mc-38, em uma propor¢ao de 100 células efetoras para uma

célula alvo.
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% Lise especifica

n = 3 animais por grupo.
Figura 26 - Citotoxicidade especifica de esplenocitos de animais imunizados com o
rVac-CEA por via endovenosa. O eixo x mostra a propor¢ao entre células
efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise especifica e o eixo Z os

diferentes alvos celulares.

A Figura 27 também mostra o efeito citotoxico de esplendcitos de animais
imunizados com rVac-CEA, porém, por via intra-retal. Pode-se evidenciar que a
resposta imunologica sistémica mensurada no bago apos imunizagdo intra-retal ou
intravenosa € muito semelhante. Mantendo-se a mesma propor¢do de 100 células
efetoras para uma alvo, temos préximo de 100% contra os antigenos virais por via IR
quando comparados a 79% por via EV. O mesmo ocorre na resposta contra um alvo
CEA positivo, a citotoxicidade foi de 42% para a imunizagdo IR e de 38% para a
imunizagdo EV.

Pelos resultados mostrados nas Figuras 26 e 27, poderiamos concluir que, a
resposta imunolédgica no bago medida através da citotoxicidade de linfocitos T € a

mesma apds uma imunizagdo realizada por via endovenosa ou intra-retal. Isto ndo
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significa necessariamente que as duas vias de imunizacdo devam apresentar 0 mesmo
tipo de protegdo. Isso foi mostrado na Figura 22 onde os resultados apresentam um
maior grau de protec¢@o para tumores CEA positivos apos imunizag¢@o por via venosa

quando comparado com a via retal.

% Lise especifica

%Efetor/Alvo

n = 3 animais por grupo.
Figura 27 - Citotoxicidade especifica de esplendcitos de animais imunizados com o
rVac-CEA por via intra-retal. O eixo X mostra a propor¢do entre células
efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise especifica e o eixo Z os

diferentes alvos celulares.

Também foi avaliada a citotoxicidade de linfocitos do sistema mucoso. As
células efetoras foram obtidas das placas de Peyer dos animais imunizados com o
vetor rVac-CEA por via venosa e retal. A Figura 28 mostra que a citotoxicidade
aferida no sistema mucoso apos imunizag@o sistémica € menor do que a obtida no
bago apds a imunizagdo pela mesma via (Figura 26) e por via intra-retal (Figura 27).
A citotoxicidade contra o alvo mc-38vac foi de 63%, contra o mc-32 foi de 22% e de

0% contra o mc-38.
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Figura 28 - Citotoxicidade de linfocitos das placas de Peyer em animais imunizados
com o rVac-CEA por via endovenosa. O eixo x mostra a propor¢io entre células
efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise especifica e o eixo Z os

diferentes alvos celulares.

A Figura 29 mostra a citotoxicidade avaliada nas placas de Peyer apos
imuniza¢do intra-retal com o vetor rVac-CEA. Estes resultados também foram
inferiores aos obtidos no bago apds imunizacdo endovenosa ou intra-retal. Quando se
comparam os resultados da Figura 28 com os da Figura 29, observa-se que a resposta
citotoxica dos linfocitos das placas de Peyer de animais imunizados por via IR foi
maior contra todos os alvos com a imunizagdo por via intra-retal. Merece ser
mencionado que nas concentragdes de 12,5 e 25 células efetoras contra o alvo mc-
38-Vac, ndo se detecta nenhuma citotoxicidade. Este resultado pode dar a impressao

de que existiria um numero minimo de células efetoras para lisar a célula mc-38
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infectada pela virus vaccinia, mas isso ndo pode ser confirmado e também ndo se

repetiu nos experimentos semelhantes.

% Lise especifica

= 3 animais por grupo.
Figura 29 - Citotoxicidade de linfocitos das placas de Peyer em animais imunizados
com rVac-CEA por via intra-retal. O eixo x mostra a propor¢dao entre células
efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise especifica e o eixo Z os
diferentes alvos celulares.

Um grupo controle de animais foi imunizado da mesma maneira do que
relatado acima, porém o vetor foi o rVac-LacZ. A Figura 30 mostra um resumo
comparativo de todos estes resultados. Como pode ser visto, as maiores
citotoxicidades observadas foram contra o alvo mc-38vac no bago apés imunizagdo
EV ou IR, seguidas pela resposta nas placas de Peyer contra este mesmo alvo,
também independente da imunizag@o ter sido EV ou IR.

A resposta contra o alvo CEA+, mc-32, foi a mesma do que contra o alvo
controle CEA-, mc-38, no bago e nas placas de Peyer apds imuniza¢do por via
endovenosa ou intra-retal. Estes resultados mostram que nao houve nenhum tipo de
resposta inespecifica e que s6 observamos citotoxicidade contra alvos CEA+ apés

imunizagdo com vetores que carregam este gene. Estes resultados corroboram os
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obtidos com o vetor rVac-CEA, mostrando que a citotoxicidade no bago e placas de
Peyer apods imuniza¢do EV ou IR sdo semelhantes mesmo ndo tendo correlagdo com

o grau de prote¢do contra tumores CEA positivos implantados.
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Figura 30 - Resumo do experimento, mostrando a citotoxicidade no bago e placas de
Peyer em animais imunizados com o vetor controle rVac-Lacz, por via retal ou
venosa, de acordo com os alvos CEA(mc-32), Neg (mc-38), Vac (mc38Vac) no 7°
dia apds o implante tumoral. O grafico mostra a citotoxicidade com 100 e 50 células

efetoras para cada célula alvo respectivamente em azul e vermelho.
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57 RESPOSTA IMUNOLOGICA (CTL) NOS ANIMAIS
IMUNIZADOS APOS O IMPLANTE TUMORAL

Os resultados mostrados nas préximas figuras mostram a citotoxicidade
sistémica e mucosa contra alvos que expressam o CEA, antigenos virais e controle
negativo, conforme mostrado anteriormente. A diferenca é que nestes experimentos a
citotoxicidade foi medida no 22° dia apés o implante tumoral CEA positivo ou
negativo e os resultados foram comparaveis, mostrando que a presenca do CEA no
tumor implantado ndo afeta a citotoxicidade contra esta proteina. Estes resultados
bem como os anteriores foram repetidos e confirmados em 3 experimentos
individuais. Como n@o houve nenhuma diferenca de citotoxicidade em relacao ao
implante tumoral ser CEA negativo ou nao, os resultados foram mostrados de
maneira conjunta.

A citotoxicidade obtida tardiamente nestes experimentos € menor do que a
obtida nos experimentos anteriores. Isto se deve porque jd teriam transcorridos 32
dias desde a Gltima imuniza¢ao e também porque a maioria dos animais evoluiu com
tumores volumosos e todas as complicagdes compativeis com a sindrome de
caquexia tumoral. Esta diferenca € mais nitida comparando a citotoxicidade
especifica maxima. Nos experimentos anteriores ao implante tumoral a
citotoxicidade maxima medida foi de 100%, nestes foi de no maximo 32%. Para
tanto o eixo Y que nos experimentos anteriores tinha o valor maximo de
citotoxicidade de 100%, nos resultados seguintes foi até o valor maximo de 40% para
possibilitar uma melhor visualizag@o de cada grafico.

A Figura 31 mostra que no bago apds imunizagdo por via venosa ainda se

pdde medir uma citotoxicidade especifica contra antigenos virais de 30% e contra o

AL iy
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CEA de 9% na propor¢do de 100 células efetoras para um alvo. Estes mesmos
resultados medidos precocemente antes do implante tumoral e apenas 7 dias apos a
Gltima dose de imunizagdo foram, respectivamente, de 79 e 38%, conforme foi
demonstrado na Figura de nimero 26.

Também a citotoxicidade inespecifica contra o alvo controle negativo (mc-
38) caiu de 15% para 1,4%. Isso poderia ter ocorrido em virtude dos animais, neste
altimo experimento, ja estarem com tumores avangados, desnutridos e possivelmente

imunossuprimidos.
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Figura 31 - Citotoxicidade especifica de esplenocitos de animais imunizados com o
rVac-CEA, por via endovenosa, no 22° dia apos o implante tumoral. O eixo x mostra
a proporgdo entre células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou

lise especifica e o eixo Z os diferentes alvos celulares.

Nos resultados mostrados na Figura 32, vemos que a citotoxicidade medida
no bago apos a imunizag@o intra-retal também diminui muito contra todos os alvos

em comparacdo com os resultados mostrados na Figura 27. Esta redugdo ¢
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proporcionalmente maior do que a observada no bago tardiamente apos a imuniza¢do
endovenosa mostrada na Figura 31. De alguma maneira a imunizagdo intra-retal foi
menos eficiente do que a venosa em gerar memoria imunologica. Ou entdo, os
animais que receberam a imunizagdo intra-retal apresentavam maiores tumores e,
conseqiientemente, maior imunossupressio diminuindo a eficacia da resposta

imunologica.

% Lise especifica

n = 5 animais por grupo.
Figura 32 - Citotoxicidade especifica de esplenocitos de animais imunizados com 0
rVac-CEA, por via intra-retal, no 22° dia apos o implante tumoral. O eixo x mostra a
proporg¢ao entre células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise

especifica e o eixo Z os diferentes alvos celulares.

A Figura 33 mostra a redugdo de citotoxicidade mais significativa de todo o
experimento. A citotoxicidade medida tardiamente nas placas de Peyer apds a
imunizag¢@o endovenosa foi de 13% contra o alvo com antigenos virais, de apenas 6%
contra o CEA e de 2,7% para o controle negativo. Os resultados sdo muitos menores

do que os mensurados precocemente e mostrados na Figura 28, que foram,
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respectivamente, de 63%, 22% e 0%. Estes resultados poderiam ser um indicativo
que as placas de Peyer e o sistema imunologico mucoso sdo capazes de processar
uma resposta imunoldgica apés imunizagdo sistémica, mas sdo menos capazes de

manter uma memoria imunologica nestes sitios.

% Lise especifica

Efetor / Alvo

n = 5 animais por grupo.
Figura 33 - Citotoxicidade de linfocitos das placas de Peyer em animais imunizados
por via endovenosa no 22° dia apés o implante tumoral. O eixo x mostra a proporgao
entre células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise especifica

e o eixo Z os diferentes alvos celulares.

A resposta imunolégica tardia nas placas de Peyer apds a imunizagdo intra-
retal mostrada na Figura 34 foi semelhante a observada no mesmo sitio apos
imunizagdo endovenosa, conforme mostrado na Figura 33. Todos os resultados
tardios, obtidos com células das placas de Peyer foram proporcionalmente menores
do que os tardios observados com células do bago. Isso mais uma vez reforga a
possibilidade do sistema imunologico mucoso representado pelas placas de Peyer, ser

um sitio de ativagdo de respostas imunolégicas rapidas porém, menos eficientes para
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manter uma memoria imunologica. Estes resultados serdo abordados com maiores

detalhes na discusséo.

% Lise especifica

n = 5 animais por grupo.
Figura 34 - Citotoxicidade de linfocitos das placas de Peyer em animais imunizados,

por via intra-retal, no 22° dia ap6s o implante tumoral. O eixo x mostra a propor¢do
entre células efetoras/célula alvo, o eixo Y mostra a citotoxicidade ou lise especifica

e o eixo Z os diferentes alvos celulares.

A mensuragdo da citotoxicidade tardia, apos o implante tumoral, seguiu a
mesma metodologia empregada para os experimentos anteriores, que mediram a
resposta imunologica precoce. Também tivemos um grupo experimental que foi
imunizado com o vetor rVac-lacZ, por via endovenosa ou intra-retal.

Conforme mostrado na Figura 35, estes animais nd3o apresentaram nenhuma
resposta citotoxica contra alvos CEA positivos como foi observado na resposta
precoce demonstrada na Figura 30. A resposta tardia para o alvo controle negativo
também foi insignificante. Assim como se observou tardiamente nos animais

imunizados com o vetor rVac-CEA, a resposta citotoxica no bago foi sempre maior



116

do que a observada nas placas de Peyer independente da imunizacdo ter sido feita por

via endovenosa ou intra-retal.

% Lise especifica

e
e e Sitio efetor
Venoso T
Intra-retal Via de imunizacio

n =5 animais por grupo.
Figura 35 - Resumo do experimento, mostrando a citotoxicidade no bago e placas de
Peyer em animais imunizados com o vetor controle rVac-LacZ por via retal ou
venosa de acordo com os alvos CEA(mc-32), Neg(mc-38), Vac(mc-38vac) no 22°
dia ap6s o implante tumoral. O grafico mostra a citotoxicidade com 100 e 50 células

efetoras para cada célula alvo, respectivamente em azul e vermelho.
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58 PRODUCAO DE ANTICORPOS CONTRA O CEA E

ANTIGENOS VIRAIS

A presenca de anticorpos também foi medida em uma fase precoce 7 dias
ap6s a 3" dose de imunizagdo, antes do implante tumoral e tardiamente apdés o
implante tumoral, 22 dias apés a 3" imunizag@o. Quanto a presenca ou ndo do CEA
no tumor implantado, ndo houve diferenca na producao de anticorpos.

Os animais apresentaram quantidades préximas de anticorpos contra o CEA e
antigenos ‘virais, quando avaliados precocemente e tardiamente (dados nao
mostrados). Sendo assim nos experimentos seguintes o soro dos animais pOs-
imunizagdo e pds-implante tumoral foi processado em um pool de animais. Nao
foram avaliados os diversos isotipos de anticorpos.

Para a mensuracio de anticorpos contra antigenos virais nao relacionados ao
CEA a placa de deteccdo foi recoberta com lisados celulares com mais de 10°
particulas virais por ml. Este lote de virus para detecc@o foi produzido conforme
descrito em métodos em células Hela. O lisado para as imunizagdes foi produzido
em células BSC-1. Foi tomada esta precaucdo, porque durante a imunizacdo o
in6culo viral apresentava quantidade significativa de células BSC-1 lisadas. Estes
antigenos celulares poderiam gerar anticorpos anti-BSC-1. Na reacdo de
quantifica¢do de anticorpos tinhamos particulas virais com lisado de células HeLa de
maneira que estes possiveis anticorpos anti-BSC-1 n3o foram mensurados,
magnificando de maneira inespecifica o resultado.

Conforme mostrado na Figura 36B, a quantidade de anticorpos contra os

antigenos do virus vaccinia presentes nos soros de animais vacinados com o vetor
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rVac-CEA ou rVac-LacZ foi semelhante e independente da via endovenosa ou intra-
retal. Estes resultados s3o comparados na mesma figura com o grupo controle que
ndo recebeu nenhum tipo de imuniza¢do e que mostra a quantidade de anticorpos
inespecificos que foram mensurados.

A Figura 36A mostra a reatividade dos anticorpos presentes no soro dos
animais imunizados com o CEA bem como o controle adequado. Na coluna do grupo
controle a direita do gréfico, estes animais mesmo sem nunca terem tido exposi¢ao
ao CEA humano, apresentaram uma absorbancia de 0,361. Este niimero foi subtraido
de todos os demais por representar reatividade inespecifica de anticorpos presentes
no soro que se ligaram ao CEA (parte inferior e mais clara de cada coluna). Os dois
grupos controle seguintes referem-se a animais que foram imunizados com rVAC-
LacZ por via endovenosa ou intra-retal. Estes animais apresentaram uma absorbancia
adicional contra o CEA de 0,32 e 0,41, respectivamente. Como estes animais
também nunca foram expostos ao CEA pudemos concluir que, se trata de uma
reatividade inespecifica. Duas possibilidades poderiam explicar isso, a reatividade
cruzada de anticorpos contra vaccinia, que reconhecem o CEA, ou o virus vaccinia
que poderia estimular, inespecificamente, a producdo de anticorpos que
reconheceriam o CEA. Foram também subtraidos e representam a parte de cor
intermediaria nas duas colunas a esquerda.

Os dois ultimos grupos das colunas a esquerda foram os animais imunizados
com o vetor rVac-CEA por via endovenosa ou intra-retal. Pudemos considerar que
apenas a parte superior de cada barra poderia ser realmente considerada como
quantidade de anticorpos contra o CEA. Em cada barra foi subtraida a quantidade

referente aos anticorpos inespecificos mensurados no grupo controle bem como os
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anticorpos especificos contra o virus vaccinia, que de maneira inespecifica,
reconheceram e se ligaram ao CEA. Péde-se mostrar que os animais imunizados com
rVac-CEA por via endovenosa apresentavam absorbancia de 0,754 e os por via intra-
retal apresentavam uma absorbancia praticamente idéntica de 0,787, conforme
demonstrado na Figura 33A.

A partir dos resultados mostrados na fig. 36A, poderiamos estimar a
concentracao média de anticorpos contra CEA presentes no soro dos animais
imunizados. Utilizamos o anticorpo monoclonal anti-CEA Col-1, com o qual fizemos
uma curva de calibracdo para reatividade deste anticorpo frente a uma quantidade
fixa de antigeno, variando a concentracdo do anticorpo monoclonal. Assumindo a
reatividade especifica contra CEA obtida no experimento anterior (imunizagao IV=
0.754 - X; imunizacao IR= 0.787 — Y), e considerando a afinidade de Col-1,
pudemos estimar que a concentracao sérica destes anticorpos reativos ao CEA foi de
9,782 pg/ml, apés imunizagdo endovenosa e de 10,393 pg/ml, apés imunizagao intra-

retal.



120

A
Anticorpos anti-CEA
:2 ] E Anticorpos contra o CEA
E 1.4 - 3 Anticorpos anti-Vaccinia que
B 1.2 reconhecem o CEA
= : « -
= 4 O Anticorpos no especificos
] contra o CEA
5 081 -
S 06 -
'g .
<< 0.4 N
0.2 -
ol B E . :
CEA IV CEAIR  Lac-ZIV Lac-Z IR Controle
B
Anticorpos anti-Vaccinia
3

Absorbancia (450nm)
&

0 +— : ;
CEA-IV CEA-IR LacZ-IV LacZ-IR Controle

n = 3 animais por grupo.
Figura 36 - Produc¢do de anticorpos contra o CEA, figura A e o virus vaccinia, figura
B, em animais imunizados por via intra-retal ou venosa com o virus vaccinia Lac-Z

ou vaccinia CEA.
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Curva Padrao para o anticorpo anti-CEA Col-1
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Figura 37 - Curva padrdo de absorbancia para o anticorpo monoclonal anti-CEA
Col-1.

59 PROLIFERACAO LINFOCITARIA APOS IMUNIZACAO

A resposta proliferativa contra o CEA também foi medida em 2 tempos da
mesma maneira que a mensuracdo de citotoxicidade. Nao foi feita medida de
proliferacdo contra o virus vaccinia, porque este € citolitico e durante um
procedimento de 5 dias de duragdo iria infectar e lisar todas as células. Também ndo
dispusemos de antigenos purificados do virus vaccinia para serem utilizados como
1Imundgenos.

A proliferacao de linfécitos foi avaliada frente a tré€s formas de apresentacdo
de CEA: (1) peptideo CAP- M8 (correspondente aos aminoacidos 526-533 do CEA
humano) de apresentacio restrita a H-2° (halotipo de C57B16) (KASS et al. 1999);
(2)Proteina recombinante CEA ultrapura; (3) lisado de mc-32, linhagem de

camundongo que expressa CEA. As Figuras 38A, C e E mostram os resultados
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obtidos, avaliando linfécitos do baco de animais imunizados, porém ndo desafiados
pelo implante tumoral de mc-32. As Figuras 38B, D e F mostram os resultados de
animais imunizados e desafiados com o implante tumoral (22° dia ap6s o implante).

Conforme mostrado na Figura 38, ndo houve um padrdao de aumento ou
diminui¢do da resposta proliferativa, considerando-se os 3 imundgenos. Com a
estimulagdo com o peptideo pudemos observar uma proliferacao linfocitaria
semelhante antes ¢ apés o implante tumoral. Este grupo também apresentou uma
pequena populacao de linfécitos de animais que foram imunizados com o vetor rVac-
LAC-Z por via EV e IR e que proliferaram na presencga deste peptideo.

As Figuras C e D mostram que a proteina CEA ultrapura nao € eficiente para
se estimular a proliferacao de linfécitos. Foram empregadas 8 concentracoes (dados
ndo mostrados) diferentes desta pro‘;eina € a concentracao mais satisfatéria mostrou
ser a de 2 pg/ml. Mesmo assim as contagens obtidas foram pouco acima do
estimulado com a proteina controle ovoalbumina na mesma concentragao.

O terceiro imundégeno empregado foi um lisado celular da linhagem mc-32,
largamente empregada neste projeto e com alta expressao de CEA. Utilizando-se este
imunégeno ndo obtivemos populagdes de linfécitos de animais imunizados com
rVac-LacZ que proliferaram. Também, pelo pequeno nimero de animais ndo foi
possivel fazer uma andlise estatistica para avaliar principalmente no grupo imunizado
com rVac-CEA endovenoso se realmente ocorreu uma diminui¢@o da proliferacdo no

grupo avaliado apés o implante tumoral.
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Depois do implante Tumoral
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Figura 38 - Proliferacdo de esplendcitos apds imunizacdo venosa ou retal com

vaccinia Lac-Z ou vaccinia CEA com os seguintes imundgenos, A ¢ B (peptideo

imunodominante do CEA), C e D (proteina do CEA) e E e F (Lisado com corpos

apoptoticos de mc-32). Os gréaficos da coluna da esquerda mostram os resultados

antes do implante tumoral e os da direita apés, no 22° DPL O eixo Y mostra a

porcentagem de proliferacdo acima do controle. Cada grupo com 3 animais.
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5.10 QUANTIFICACAO DA DISSEMINACAO VIRAL SISTEMICA
APOS IMUNIZACAO VENOSA E INTRA-RETAL ATRAVES DA
TITULACAO VIRAL

Um dos objetivos deste projeto foi o de avaliar e quantificar a resposta
imunolégica sist€émica € mucosa apdés a imunizacdo endovenosa e intra-retal.
Conforme mostrado anteriormente, conseguimos quantificar esta resposta sistémica e
mucosa apés a imunizacao endovenosa e intra-retal.

Uma etapa importante para ajudar a esclarecer esta compartimentalizagdo da
resposta imunolégica seria a quantificac@o e avaliacao da disseminacao viral apds a
imunizagao endovenosa e intra-retal.

A Figura 39 mostra que 2 horas apés a imunizagdo endovenosa com 10’ pfu
do vetor rVac-CEA, a maior parte dos virus deixaram a circulacio sist€émica. Duas
horas apés a imunizacdo pudemos detectar 1616 particulas virais sendo 1110 no
baco, 500 nos ovirio, 4 nas placas de Peyer e apenas 1 no sangue. Apds 24 horas
pudemos detectar apenas 28,5 particulas virais formadoras de placa sendo 17 no
baco, 10 no ovdrio, 1,2 nas placas de Peyer e 0,3 no sangue. Apés 72 horas foram
detectados apenas 3 particulas no bago e uma no ovario. E importante ser
mencionado que ao contrdrio do que afirmado em muitos artigos, pode-se detectar a
presenga viral no sistema imunoldgico mucoso (placas de Peyer) apds imunizagao
sistétmica endovenosa. Sendo assim, como o virus carregava o gene do CEA, este
poderia iniciar uma resposta imunoldgica mucosa contra este vetor, mesmo apds
imunizagao por via sist€émica, independente do fluxo de células apresentadoras de

antigenos ou efetoras.
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Injecdo venosa de 10”pfu of rV-CEA

1500 —e— Bago

o 1000+ —— Qvario
% 5004 —— Placas de Peyer
A —— Sangue
E -

S 10 A

o

=

] 5_/\ &

0 T T ) :
0 10 20

T 1
100 200

Horas apds injecéo EV

n =4 animais por grupo.
Figura 39 - Gréfico mostrando a disseminacao viral apds a injecdo endovenosa de
10’ pfu do vetor rVac-CEA. O eixo Y mostra o nimero de particulas virais por ml de
tecido. O eixo X mostra o tempo apds a inoculacdo. Foram avaliados os titulos no

bago, ovario, placas de Peyer e sangue.

A Figura 40 mostra a distribui¢o viral e sua quantificacao apds a imunizagao
com O mesmo vetor por via intra-retal. A principal diferenca detectada € que a
quantidade de particulas virais detectadas foi bem menor do que a detectada na
imunizacido endovenosa. Conforme mostrado na Figura 40, apés 24 horas pudemos
detectar apenas 345,1 particulas virais ao contrario da imuniza¢cdo endovenosa onde
foram detectadas mais 1600 pfu, conforme mostrado na Figura 39. Destas, 340 foram
no bago, duas no ovdrio e 1,1 nas placas de Peyer. Nao foram detectadas particulas
virais no sangue em nenhum tempo. Isto pode ter ocorrido porque o virus inoculado
intra-retal em sua maioria ndo atravessou a barreira mucosa, ficou retido nas células
coldnicas, foi neutralizado por anticorpos nas secre¢des mucosas, entre outras

possibilidades (ver discussdo). Também, o clareamento viral foi muito mais rapido
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do que apds a injecdo endovenosa. Apds 24 horas da imunizacdo, apenas 0,1 pfu

foram identificadas no ovario.

IR injection of 10”pfu of rV-CEA
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Figura 40 - Grifico mostrando a disseminacio viral apés a injecio intra-retal de 10’
pfu do vetor rVac-CEA. O eixo Y mostra o nimero de particulas virais por ml de
tecido. O eixo X mostra o tempo apds a inoculag¢do. Foram avaliados os titulos no

baco, ovario, placas de Peyer e sangue.

511 RESPOSTA IMUNOLOGICA (CTL) NOS ANIMAIS

TRANSGENICOS IMUNIZADOS

A caracterizag@o do tipo de resposta imunolégica em cada grupo de animais é
uma etapa importante para quantificar o tipo de tolerdncia ao CEA. Conforme
descrito anteriormente, e detalhado em varios artigos, os animais transgénicos CEA
j4 nasceram com este antigeno sendo o CEA um auto antigeno mesmo nao sendo
expresso no timo durante a embriogénese. Isso foi parcialmente comparado,

conforme a Figura 15A que mostra que os tumores CEA positivos crescem de
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maneira mais rdpida nos animais CEA. Sendo assim, uma das hipéteses decorrentes €
a descricdo destes animais como incapazes de iniciar € manter uma resposta
citotoxica contra o CEA (KASS et al. 1999).

Ja os animais knock-out Apc, ndo apresentam nenhuma relacdo com o CEA,
portanto, ndo deveriam apresentar nenhuma restri¢ao especifica quanto a iniciar e
manter uma resposta imunoldgica contra esta proteina. Isso também pdde ser
parcialmente demonstrado na Figura 15A, vé-se que o desenvolvimento de um tumor
CEA positivo implantado nestes animais foi semelhante a evolugao observada nos
animais C57BI6.

Portanto, nas Figuras de nimero 41 a 43 é comparada a citotoxicidade contra
o CEA em linfécitos isolados de bago de animais C57Bl16 e Apc/CEA apds
imunizacao endovenosa aos 2 ¢ 9 meses de idade. Os animais foram estudados em
duas idades diferentes como jovens e adultos. O objetivo foi avaliar a possivel
interacao do CEA com sistema imunolégico nos animais Apc/CEA.

De acordo com a Figura 41, nenhum dos animais C57B16 ou Apc apresentou
nenhum tipo de resposta imunolégica contra uma célula alvo CEA negativa, mc-38.
Resultados semelhantes ja foram demonstrados nos experimentos anteriores,
mostrando que animais imunizados com o vetor rVac-CEA s6 apresentam algum
grau de protecdo apenas contra tumores CEA positivos e nenhuma prote¢@o contra o

mc-38.
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Figura 41 - Citotoxicidade sistémica contra alvo CEA negativo em animais de 2

meses de idade imunizados por via venosa com rVac-CEA.

A Figura 42 mostra que também aos dois meses, tantos os animais C57Bl6
como os Apc/CEA geram citotoxicidade sistémica contra o CEA apds a imunizagio
endovenosa com rVAc-CEA e que esta resposta citotoxica foi comparavel entre as

duas linhagens de animais.
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Figura 42 - Citotoxicidade sistémica contra alvo CEA positivo em animais de 2

meses de idade imunizados por via venosa com rVac-CEA.
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A Figura 43 mostra que também aos 9 meses, conforme mostrado na Figura
41, ambas as linhagens, animais quando imunizados com rVac-CEA, ndo geram
nenhum tipo de resposta citotoxica no bago contra tumores CEA negativos como o

mc-38.
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Figura 43 - Citotoxicidade sistémica contra alvo CEA negativo em animais de 9

meses de idade imunizados por via venosa com rVac-CEA.

A Figura 44 mostra que aos 9 meses, tanto os animais C57Bl6 como os
Apc/CEA depois de imunizados com rVac-CEA por via endovenosa, foram capazes
de gerar citotoxicidade contra 0 CEA no bago da mesma maneira que aos 2 meses,
conforme mostrado na Figura 42. Os animais Apc/CEA apresentaram uma maior
citotoxicidade especifica nas proporgdes de 100, 50 e 25 células efetoras para cada
célula alvo. Este resultado ndo pode ser confirmado para validagdo estatistica em
virtude do pequeno numero de animais utilizado neste experimento. Como sera
apresentado na discussdo, uma das explicagdes possiveis para estes resultados seria a

possibilidade de ocorrer uma imunizagio inicial parcial contra o CEA nos pélipos



destes animais e a imunizagdo com o vetor rVac-CEA funcionar também como um

refor¢o adjuvante para estes linfocitos ja imunizados.
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Figura 44 - Citotoxicidade sistémica contra alvo CEA positivo em animais de 9

meses de idade imunizados por via venosa com rVac-CEA.

Neste experimento também foram obtidos linfécitos das placas de Peyer e
soro dos dois grupos animais. Além da avaliagdo da citotoxicidade dos esplendcitos,
conforme mostrado nas figuras acima, foram também avaliadas a citotoxicidade dos
linfocitos das placas de Peyer contra os mesmos alvos, a proliferago linfocitaria e a
capacidade de produgao de anticorpos contra o CEA.

O grande fator limitante em todos os experimentos que utilizavam os animais
transgénicos era o pequeno numero de animais disponiveis para cada experimento.
Em nosso projeto, nossas limitagdes ainda eram maiores, porque estavamos
trabalhando principalmente com animais hibridos transgénicos para o CEA e knock-
out para o Apc.

Em virtude destas limitacGes técnicas a dosagem de anticorpos, proliferagio e
medida de citotoxicidade dos linfocitos das placas de Peyer ndo apresentaram
resultados conclusivos ou mesmo com qualidade técnica para serem apresentados

neste projeto.
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6 DISCUSSAO

6.1. MODELOS ANIMAIS TRANSGENICOS CEA, KNOCK-OUT
APC E HIBRIDO APC/CEA

O modelo apresentado e caracterizado neste projeto, o camundongo hibrido
Apc/CEA (HORIG et al. 2001) é uma ferramenta importante para o melhor
conhecimento da imunologia dos tumores bem como o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas contra o céncer de cdlon. Uma etapa essencial para o
desenvolvimento de uma vacina com atividade oncolégica € a avaliacdo de sua
eficicia em um modelo animal. Isto ja € feito hd varias décadas, mas a grande
maioria dos resultados em experimentos animais nao se repete em protocolos clinicos
experimentais em humanos (GURA et al. 1997). Existem vérias explicagdes para
estas incompatibilidades de resultados entre animais e humanos, principalmente
quando sdo aplicados tratamentos que visam a imunizac¢do contra antigenos tumorais
(FINN e LOTZE 2001). Uma das mais importantes € que muitos destes modelos
animais nao apresentam tumores espontdneos, sendo os mesmos implantados
cirurgicamente ou induzidos por agentes carcinéides (PAULSEN et al. 1999).

A cada dia, descobrimos mais informacdes sobre as complexas interacoes
tumor/hospedeiro. Estas intera¢des podem ser locais no microambiente tumoral ou
sistémicas. Um fato importante € ilustrado, por exemplo, quando um tumor passa a
apresentar antigenos relevantes para a ativagdo do sistema imunoldgico, como €
preconizado que ocorre nos casos de tumores com regressao espontdnea. Ou, quando,
ap6s anos de comportamento menos agressivo, o tumor adquire um fendtipo

agressivo e indolente e com grande potencial de disseminagao a distancia. Isso ilustra
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como pequenas variagdes neste ambiente podem alterar completamente a relagdo
entre os elementos do microambiente tumoral, ora dificultando, ora favorecendo o
crescimento tumoral (MATZINGER 1994; ZINKERNAGEL 2000a; RUITER et al.

2002).

Diversas linhagens de animais transgénicos ou ‘knock-out” tem sido
pesquisadas e desenvolvidas para tornar os modelos animais mais préximos da
situagao humana (HEYER et al. 1999). Um dos processos iniciais de carcinogénese
mais bem caracterizados sdo os casos de mutacdes somadticas do gene Apc que levam
ao aparecimento de multiplos pélipos adenomatosos do intestino. Estes,
freqiientemente, se degeneram em adenocarcinomas invasivos e metastdticos apos
uma séria de mutacdes subseqiientes do processo de carcinogénese, que envolvem
multiplos outros genes como os envolvidos na via e-Caderina/ b-Catenina
(MIYOSHI et al. 1992; BALMAIN 2001; TUCKER et al. 2003). O primeiro modelo
animal com desenvolvimento de pdélipos seguidos de adenocarcinomas no trato
digestivo foi o camundongo Min. Estes animais apresentam uma muta¢ao nio sense
no cédon 850 inativando um alelo do gene Apc. Uma grande limitacdo deste modelo
animal era que os tumores desenvolviam de maneira precoce e agressiva, levando os
animais a morte sempre em menos de 150 dias (MOSER et al. 1992), com sobrevida
média de poucos meses (THOMPSON et al. 1997). Trabalhamos com o modelo
“knock-out” Apc 1638 no Albert Einstein Cancer Center (FODDE et al. 1994). Estes
animais apresentavam uma mutagio no Exon 15 do gene Apc murino, o mesmo local

onde ocorreu a muta¢do em humanos com polipose coldnica familiar (MIYOSHI et
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al. 1992; FODDE et al. 2001). Os animais Apcl638 ¢ Min apresentam muitas
semelhancas como a presenca de multiplas lesdes polipdides no trato digestivo que
evoluem de lesdes benignas para adenocarcinomas. As principais diferencas sao que
os animais Apc podem sobreviver at€é 2 anos conforme mostrado neste projeto. Ao
contrario dos animais Min, os animais Apc produzem uma proteina Apc normal nio
truncada, mas aparentemente muito instavel.

Estas duas diferencas sao muito importantes porque a carcinogénese € um
processo de multiplas etapas. Os tumores de célon sao um excelente modelo para se
estudarem todas as etapas deste processo € se intervir em diversas fases. Para tanto
seria necessdrio um animal com uma longa sobrevida, que possibilitasse que uma
intervencdo terapfutica imunolégica tivesse tempo de gerar seus efeitos e
apresentasse resultados.

Apesar da gera¢do dos animais Apc ter sido muito bem descrita, incluindo
varias de suas caracteristicas genéticas e moleculares, os mesmos ainda nao estavam
bem caracterizados quanto ao seu fenétipo.

Conforme mencionado anteriormente, estes animais apresentam lesGes no
trato gastrointestinal com uma evolucdo gradual de poélipos hiperplasicos para
adenomas, adenocarcinomas locais e finalmente invasivos. Estes p6lipos apareciam
antes dos 4 meses de idade. O nimero de pdlipos, bem como o seu tamanho,
aumentaram entre os 4 ¢ 6 meses. E interessante ser mencionado que entre os 6 e 8
meses o nimero de pdlipos continua aumentando, mas o seu tamanho médio
permanece o mesmo. Uma das explicacdes plausiveis € que nesta fase os pélipos ja
teriam atingido seu tamanho maximo como lesdes pré-malignas. Como o nimero de

polipos continuava aumentando e os mais antigos ndo estavam mais crescendo,
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ocorria uma estabiliza¢do do tamanho médio dos pélipos. O inverso ocorreu apds os
8 meses de idade. Nesta fase, o nimero de pdélipos médio por animal para de
aumentar, nao se observando o aparecimento de novos e pequenos pélipos. Como os
pélipos ja existentes continuaram crescendo, ocorre um aumento progressivo do
tamanho médio dos p6lipos por animal. Também nesta fase, muitos dos pélipos com
alteracdes histologicas benignas ou pré-malignas se tornaram malignos. Isto permitiu
que estas lesdes se tornassem autdonomas, desencadeando angiogénese funcional e
atingindo maiores dimensdes, que contribuiram para o aumento do tamanho médio
das lesdes. por animal. Estas hipéteses estdo em acordo com os resultados de
DeVRIES et al. (2001), mostrando que os tumores maiores € mais agressivos
apresentam uma maior atividade angiogénica (GIMBRONE et al. 1972; FOLKMAN
1975).

A pesquisa de sangue oculto nas fezes destes animais apresentou resultados
significativos. Todos os animais Apc/CEA positivos apresentavam sangue oculto nas
fezes desde a idade de 2 meses. Deve ser mencionado que nesta época, estes animais
ainda ndo apresentavam alteracOes histoldgicas decorrentes da inativacao do gene
Apc, que pudessem justificar estas alteracoes. Nao existem relatos conclusivos sobre
a presenca de sangue oculto nas fezes nos animais Apc (YANG et al. 1997). Nao foi
possivel esclarecer a origem deste sangue. Presume-se que, previamente a formagao
de polipos, possa ocorrer solugdes de continuidade na mucosa gerando sangramentos
microscopicos, fato este que ndo foi pesquisado ou confirmado em nosso projeto.
Também, a desregulacdo da expressio do CEA humano nestes animais poderia
alterar o processo de anoikes fazendo com que um incorreto posicionamento de cada

tipo celular nas criptas intestinais pudesse gerar microscépicas solucdes de
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continuidade na mucosa que levariam a micro-hemorragias. Caso este resultado se
confirme em uma grande série de animais, a pesquisa de sangue oculto nas fezes
poderia ser um rapido, simples e barato teste para a identificagdo dos animais Apc e
possivelmente até os Apc/CEA positivos. Apesar de descrito também em pacientes
com FAP, a presenca de sangue oculto nas fezes nao estd diretamente relacionada
com degeneracdao maligna (SU et al. 1972). Apesar destas discussdes especulativas
acima, ainda ndo esta claro qual o papel do gene do CEA nos animais Apc/CEA ou

mesmo se este sangramento se deve exclusivamente ao gene Apc.

CEA

Outra prerrogativa essencial para um modelo animal ser usado para o estudo
de imunoterapias para o cancer € a presenga de um antigeno relevante (BOON e van
der BRUGGEN 1996). A pesquisa e desenvolvimento destas novas abordagens
terapéuticas oncoldgicas sdo complexas. Envolvem grandes investimentos
financeiros e, freqiientemente sdao pesquisas de longa duracdo e com miiltiplas etapas
seqiienciais. Logicamente, o objetivo final € o desenvoivimento de uma nova
metodologia efetiva para ser aplicada em humanos. Para tanto, quando mais préoximo
da situagdo humana for o 'modelo animal, mais promissora serdo as chances destes
resultados serem aplicados numa situacdo humana, de maneira mais rdpida e a um
menor custo. O emprego de antigenos humanos em modelos animais e o
desenvolvimento de modelos com sistema imunolégico humanizado, tornam os
resultados mais relevantes. Também, € interessante utilizar um antigeno que
apresente uma maior expressao em diversos tumores humanos. O CEA € o antigeno
oncofetal mais freqlientemente superexpresso e encontrado em praticamente todos os

tumores colo retais (THOMPSON e ZIMMERMAN 1988; THOMPSON et al.
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1993). Esta proteina é altamente glicosilada com varios sitios distintos de exposi¢ao
e faz parte da super familia das imunoglobulinas. Mesmo sem que os camundongos
apresentassem qualquer tipo de molécula compardvel ao CEA, pudemos detectar
uma propor¢ao significativa de anticorpos inespecificos que se ligou a proteina do
CEA ultrapura.

Foi detectada a presenca de CEA nas fezes nos animais CEA positivos, ja aos
2 meses, antes mesmo da presenca de qualquer alterac@o histopatoldgica. Isso mostra
que da mesma maneira que em humanos o CEA estd presente no epitélio colonico.
Estes epitélios s3o continuamente renovados, e esta renovacao gera o
desprendimento de células do trato gastrointestinal, liberando o CEA no intestino.
Este pode passar a ser avaliado como “metabdlito constitutivo da dieta” sendo gerado
tolerancia imunoldgica contra esta proteina (THOMPSON et al. 1991; STROBEL e
MOWAT 1998; VEZYS et al. 2000). Nestes animais transgénicos para o CEA
humano, este antigeno também poderia ser apresentado no trato gastrointestinal de
maneira fisiolégica, sem nenhum processo inflamatério ou co-estimmulagdo, de
acordo com o discutido acima. Isto pode ser evidenciado no estudo histopatolégico
dos animais CEA neste experimento, onde nao foram evidenciadas nenhuma
alteragao histopatolégica durante toda sua vida, apenas o CEA estava expresso de
maneira fisiolégica em alguns tecidos. Em nenhum trabalho com estes animais, o
CEA pbde ser detectado no timo e, portanto nao existe nenhuma razao para que estes
animais fossem incapazes de estabelecer uma resposta imunolégica contra o CEA,
baseados nos estudos de dele¢ao central para selecdo de repertdrio e ndo tolerancia
induzida (CLARKE et al. 1998). Ndo s@o todos os auto-antigenos que sdo expressos

no timo, € mesmo com uma extensiva dele¢cdo negativa baseada na inducdo de
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apoptose por superestimulac@o, numerosos clones de linfécitos auto-reativos podem
ser exportados para a periferia (HUANG e MACPHERSON 2001;
GOLDSCHNEIDER e CONE 2003). A delecao timica fetal através da selecdo
negativa de células com imunogenicidade contra antigenos do CEA neste modelo é
pouco provavel, e mesmo que ocorra deveria estar limitada a linfécitos T de alta
afinidade (BOUNEAUD et al. 2000; SPRENT e KISHIMOTO 2001). Portanto,
como pudemos observar neste projeto, os animais CEA positivos devem ser
tolerantes ao CEA por indugdo de tolerdncia periférica a partir do trato
gastrointestinal (NAGLER-ANDERSON 2001). Apesar destes animais ndo serem
capazes de produzir anticorpos contra o CEA, se corretamente estimulados podem
apresentar uma resposta citotoxica contra esta proteina conforme mostramos em
concordancia com outros trabalhos (CONRY et al. 1994). Um dado que reforca esta
teoria de superexposi¢ao do trato gastrointestinal ao CEA foi mostrado por CLARKE
em 1998 e confirmado neste trabalho, ao demonstrar que os animais CEA positivos

apresentam valores de CEA fecal 100 vezes superiores ao encontrado em humanos.

Apc/CEA

Os animais Apc/CEA apresentam todas as alteragdes histopatologicas dos
animais Apc bem como a expressdo de CEA humano com a mesma distribui¢io
espaco temporal que € observada em pacientes. Um dos objetivos deste projeto foi
estabelecer e quantificar neste modelo as inter-relacdes do antigeno CEA com as
alteracdes histopatoldgicas desencadeadas pela inativacdo do gene Apc.

A primeira etapa, antes mesmo de qualquer caracterizacdo funcional foi

qualificar a expressdo do CEA para termos padrdes para compararmos este modelo
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animal com os demais. Os animais Apc/CEA apresentavam sinais de envelhecimento
precoce quando comparados com os animais Apc ou CEA, mas estas altera¢des ndo
afetaram de maneira significativa sua sobrevida. Ao contrdrio dos animais Apc
Min/CEA (THOMPSON et al. 1997) que continuavam a apresentar curta sobrevida,
comparavel a dos animais Min, nosso modelo Apc/CEA apresentava longa sobrevida
com freqiiéncia superior a 1 ano, podendo atingir até a 18 meses, conforme descrito
neste trabalho.

O nidmero, o desenvolvimento e a progressao das alteracdes histoldgicas dos
pélipos gastro-intestinais nos animais Apc/CEA foi comparavel aos dos animais Apc
(dados nao mostrados).

A expressao do CEA era maior nos tecidos do trato gastrointestinal com
alteracdes histolégicas polipdides, conforme descrito neste trabalho. Nao foram
realizados ensaios de radio-imunoensaios para se fazer uma quantificacdo precisa do
CEA nos diversos tecidos micro-dissecados com varias alteracoes histolégicas. Estes
ensaios poderiam gerar resultados com significincia estatistica, mas apresentam
complexa padronizacdo técnica que incluem de técnicas de micro-dissecao a
composi¢cao heterogénea de cada tecido bem como a conformacdo e grau de
glicosilagdo do CEA em cada tipo histolégico. Existem diversos outros fatores que
nos impedem de corretamente quantificar o CEA nestes tecidos (SCREATON et al.
2000). Estas limitacdes se devem em parte a falta de padronizacdo metodoldgica
entre as técnicas para se quantificar a coloracao de exames de imuno-histoquimica e,
relacionar estas intensidades de coloragdo com a correta expressao protéica. O CEA
também € uma molécula muito glicosilada e, conforme descrito previamente,

membro da super familia das imunoglobulinas o que a torna uma molécula com
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multiplos sitios de exposi¢cdes antigénicas (HORIG et al. 2000b; HUARTE et al.
2002). Os camundongos nao apresentam nenhuma molécula homoéloga ao CEA do
ponto de vista funcional ou estrutural, mas os mesmos apresentam antigenos que de
maneira inespecifica podem ser reconhecidos por anticorpos monoclonais contra o
CEA humano (MURARO et al. 1985). E por udltimo, a expressao do CEA nestes
animais transgénicos pode gerar proteinas de diversas massas moleculares,
glicosilagdo e conformacao, sendo estas alteragdes ainda mais significativas nos
tecidos histologicamente alterados com alta expressdo do CEA como os polipos neste
modelo Apc/CEA. Independente de todas estas restricdes nosso trabalho pdde
mostrar que a expressdo do CEA estava aumentada nos pdlipos e, que com o
aumento da degeneracdo histolégica e malignizacdo destas lesdes, ocorria um
aumento da expressao do CEA. O. CEA ¢ uma proteina com grande expressao
embriondria e como ocorre com os tumores humanos, estes com fregiiéncia
superexpressam proteinas embrionarias (SHIVLEY e BEATTY 1985). Nao era certo
de que isto ocorreria com este modelo tendo em vista que o gene do CEA humano foi
transduzido nestes animais, nao sendo teoricamente uma proteina constitutiva dos
mesmos. O que pdde ser demonstrado € que a medida que os processos de
carcinogénese decorrente da delecdo do gene Apc progridem, ocorre uma maior
expressao do CEA nestes tecidos com alteracoes histolégicas mais avancadas. Estes
resultados também foram descritos no modelo animal similar o também hibrido Apc
Min/CEA (THOMPSON et al. 1997). Neste trabalho, os animais Apc/CEA quando
comparados com animais Apc, CEA e C57B16, de mesma idade, mostravam-se com
sinais mais evidentes de envelhecimento ¢ mesmo desnutricdo quando mais velhos.

Uma das hipéteses nao confirmadas, mas que merece ser discutida seria de que a
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interagcdo da inativagdo do gene Apc oncosupressor com o CEA relacionado com a
anoikes, pudesse promover um maior nimero de podlipos ou mesmo alteracdes
histolégicas mais agressivas. Nestes animais idosos poderiam também exibir algum
grau de enterite e colite CEA relacionados. Todos estes fatores isolados ou de
maneira sinérgica poderiam contribuir para uma sindrome de mé-absorcao e todos os
sinais e sintomas decorrentes deste estado. Apesar destas hipéteses nao terem sido
pesquisadas e conseqiientemente comprovadas, foi sempre constatado que os animais
Apc/CEA encontravam-se mais debilitados que os demais.

Estes animais Apc/CEA apresentavam CEA no soro apds os 4 meses de
idade, antes do descrito para os animais CEA. Também ndo fomos capazes de
detectar a presenca espontdnea de anticorpos contra este antigeno. Nesta época os
animais ja apresentavam alteracdes histoldgicas. Possivelmente, nestes pdlipos que
sdo tecidos desorganizados, ocorria dreas de necrose com liberacdo de CEA que
chegava até a circulagdo sistémica. A diferenca € que a expressio do CEA nos
pélipos e adenomas € completamente desregulada (SCHOLZEL et al. 2000),
possibilitando aos animais Apc/CEA exposicao a esta proteina de maneira distinta a
que ocorre com os animais CEA.

Estes resultados discutidos acima tornaram os animais Apc/CEA um modelo
apropriado para se avaliar agentes de vacinacdo e protocolos de imunizacao contra
tumores CEA positivos. As implicacdes desta superexpressao do CEA nos pdlipos e

sua influéncia quanto a toleréncia a antigenos tumorais serd discutida oportunamente.
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6.2. IMUNIZACAO COM O VETOR rVac-CEA

Antes de se avaliar a resposta de tumores implantados a diferentes protocolos
de imunizagdo, deve-se obter o crescimento padrdo destes tumores em animais niao
imunizados. Esta etapa, em qualquer experimento que avalie novas abordagens
imunoterdpicas para o cancer, € importante porque os resultados entre os diversos
artigos publicados nd3o sdo comparaveis, e as vezes chegam a ser conflitantes
(KAUFMAN et al. 1991; KANTOR et al. 1993; WHITE et al. 2000). O mesmo se
aplica para vacinas profildticas, terap€uticas e a validacdo de modelos transgénicos,
conforme descrito por FINN e FORNI (2002). Esta € uma das grandes limitacdes
para se validarem os resultados de protocolos experimentais em humanos
(HAMILTON et al. 1994; TSANG et al. 1997; MARSHALL et al. 2000). Em
humanos ndo temos como quantificar a resposta em um grupo controle ndo tratado
por questdes claramente éticas.

O tumor empregado como alvo para a resposta imunoldgica anti CEA gerada
com os esquemas de imunizacdo foi a linhagem mc-32 (CEA positiva), conforme
descrito previamente. Esta linhagem € derivada de um tumor de célon murino CEA
negativo designada mc-38 (ROBBINS et al. 1991). Em nossos experimentos ficou
demonstrado que a linhagem mc-38 apresentava maior indice de proliferacao tanto
“in vitro” quanto “in vivo”. Esta diferenca nunca foi bem esclarecida, mas de alguma
maneira o processo de transducdo do CEA nesta linhagem tumoral desencadeou
como efeito colateral algum déficit de replicacdo. Apesar desta maior taxa de
proliferacao da linhagem mc-38 atingindo tumores de maior volume, ndo foram

observadas outras alteragdes que pudessem afetar os resultados dos experimentos,
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como maior disseminacgdo,agressividade com invasdo local ou o estabelecimento de
metdstases a distdncia. Quando implantado em animais ndo transgénicos ou
Apc/CEA a linhagem mc-38 apresentava o mesmo padrio de crescimento. O mesmo
nao pode ser dito para os tumores mc-32. Estes apresentavam crescimento mais
agressivo nos animais CEA positivos em comparac¢ao com os demais Apc, Apc/CEA
e C57BI6. Estes resultados estdo de acordo com o publicado por outros autores que
mostram que os animais CEA transgénicos parecem ser tolerantes contra este
antigeno.

Nos animais Apc e C57B16, o CEA era um antigeno expresso unicamente no
tumor implantado. Era um antigeno Gnico, novo para um sistema imunolégico que
ainda ndo tinha tido contato com esta proteina, e certamente nio tolerante. Era
também um antigeno introduzido cirurgicamente (pung¢ao), presente em um tecido
manipulado pelo implante tumoral e certamente com resposta inflamatdria local.
Neste contexto, seria de se esperar que o sistema imunoldgico destes animais fosse
capaz de iniciar e manter uma resposta contra o CEA, um antigeno completamente
exdgeno, apenas expresso em um tumor implantado artificialmente (CONRY et al.
1994; HODGE 1996; GREINER et al. 2002).

Ja o modelo ApchEA deveria ser tolerante ao CEA de maneira compardvel
ao animal CEA. Conforme mostrado por HORIG et al. (2001), estes animais sao
apenas parcialmente tolerantes ao CEA.

Em todos os experimentos a imunizagao visava a geracao de uma resposta
imunoldgica contra o CEA e que esta resposta fosse capaz de reconhecer e destruir
células tumorais CEA positivas. Existem vérias opcdes comprovadamente eficazes

para se alcancar este objetivo como o emprego de proteinas, fragmentos de DNA,
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células apresentadoras de antigenos e vetores carreadores de genes (HENDERSON e
ARITA 1995; KARZON 1995; CHEN et al. 2000; JENNE et al. 2001; Le POOLE et
al. 2002).

Para este objetivo, gerar antigenicidade contra o CEA e destrui¢cdo de células
tumorais CEA positivas, mediada por células do sistema imunolégico, foi empregado
o vetor vaccinia. O emprego deste vetor viral como carreador de genes para a
geragdo de resposta imunoldgica apresenta diversas vantagens apresentadas neste
trabalho na revisao da literatura. Inicialmente os animais ndo imunizados tiveram o
seu crescimento tumoral padronizado para podermos comparar a evolucdo tumoral
em animais imunizados pela via convencional endovenosa. Estas mesmas
padronizacoes foram empregadas para termos um critério de comparacao com a

inovadora via de imunizagao intra-retal proposta neste projeto.

6.3. IMUNIZACAO ENDOVENOSA E INTRA-RETAL

A imuniza¢@o endovenosa com vetor rVac-CEA ndo mostrou nenhum tipo de
protecdo quando foram implantados tumores CEA negativos. Esta pode parecer uma
conclusdao ébvia que ndo precisaria ser comprovada experimentalmente, mas nao €.
Desde os relatos das pesquisas iniciais de COLEY apresentados em 1908 na Reunido
da Associagao Médica Americana, sdo descritos resultados de regressdo de tumores
ap0s estimulagao completamente inespecificas (COLEY 1911; SPORN 1996). Estes
resultados foram compardveis com a imunizagdo apenas com solucdao salina,
deixando evidente que a imunizacao com o vetor rVac-CEA ndo gera nenhum tipo de
protecao inespecifica para tumores CEA negativos. Todos os experimentos foram

realizados de maneira profildtica, ou seja, os animais recebiam as 3 doses de
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imunizacao e a seguir eram desafiados com o implante de tumores CEA positivos ou
negativos. O ideal seria a realizacdo de imunizagOes terapéuticas por se aproximar
mais da real situacdo humana onde com raras excec¢Oes, nao podemos prever o
aparecimento de tumores (SRIVASTAVA 2000). O grande limitante para estes
experimentos terapéuticos era o fato de o tumor apresentar um crescimento rapido,
atingindo grandes propor¢des aos 20 dias apés implante. Sendo assim, qualquer
tratamento, baseado na imunoterapia nao teria tempo suficiente para gerar uma
resposta imunoldgica efetiva. Felizmente esta situacdo ndo € a que ocorre em
humanos. O processo de carcinogénese € longo, fregiientemente sdo necessarios anos
para que se desenvolva um tumor com células plenamente capazes de invadir e
metastatizar.

Nos experimentos deste projeto, bem como na maioria dos experimentos com
tumores implantados em animais, as células tumorais sao de linhagens imortalizadas,
selecionadas em cultura em que quase 100% das células implantadas encontram-se
plenamente capacitadas para a replica¢do imediata. Em um tumor humano muito
proliferativo, menos de 20% das células tumorais encontram-se em replicacdo
simultaneamente. Isto faz com que uma resposta em um modelo com quase 100%
das células em replicaga@o seja mais dificil do que seria em um tumor humano. Neste
contexto, seria possivel que diversas novas opgdes terapéuticas, que tem se mostrado
pouco ou parcialmente efetivas nestes modelos animais pudessem ser mais
promissoras ¢ eficazes em humanos. Esta € certamente uma afirmacdo polémica e
muito dificil de ser confirmada por questdes éticas. Uma alternativa seria o
desenvolvimento e emprego de modelos animais com tumores espontaneos cada vez

mais préximos da situacao humana.
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Uma possivel aplicacdo para modalidades de imunizacdo profilatica para
pacientes com cancer colo retal seria para pacientes com polipose colénica familiar
(KINZLER et al. 1996). Estes pacientes identificados na adolescéncia evoluem em
100% dos casos com cancer do intestino grosso € uma imunizagao que prevenisse a
degeneracdo dos poélipos adenomatosos para adenocarcinomas poderia ser
interessante. E importante ser mencionado que qualquer abordagem imunoldgica
para pacientes com sindromes genéticas proliferativas como esta seriam capazes de
destruir apenas as células que apresentam os alvos passiveis de imunizacdo. Ainda
nao estd claro, se uma imunizagao contra o CEA, nestes pacientes, inibiria o
crescimento e desenvolvimento de todos os polipos, ou se selecionaria para a
permanéncia de poélipos CEA negativos, que poderiam continuar crescendo,
causando complicacbes obstrutivas, sangramentos ¢ mesmo degeneracdo para
adenocarcinomas CEA negativos.

Mesmo assim, os animais que foram imunizados com rVac-CEA por via
endovenosa apresentaram uma significativa reducao do tamanho médio de seus
tumores, quando comparados com 0s animais imunizados com o vetor controle rVac-
LacZ. Mais de 35% destes animais ficaram protegidos ndo desenvolvendo tumores.

E importante ser mencionado que o implante tumoral era de 10 milhdes de
células tumorais em um volume de 200 microlitros. Deste total de células
implantadas, pudemos detectar que cerca de 80% expressavam o CEA em quantidade
suficiente para ser mensurada por citometria de fluxo, conforme descrito previamente
em métodos. Sendo assim, era também inoculada uma porcentagem significativa de
c€lulas, em que ndo fomos capazes de detectar a presenga do CEA. Mesmo assim

mais de 35% dos animais ndo desenvolveram tumores tendo destruindo as células
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tumorais implantadas. Existem duas explicacdes que poderiam justificar estes
achados: A primeira é que mesmo o CEA sendo detectado em menos de 80% das
células implantadas, ele estava presente em 100% das mesmas, tornando todas as
células tumorais implantadas candidatas a lise pela reatividade anti-CEA
desencadeada pela imunizag@o. O que poderia justificar esta hipétese € o fato de que
juntamente com o gene do CEA humano estas células também receberam um gene
que conferia resisténcia a neomicina(G-418). Antes de cada experimento, estas
c€lulas eram mantidas em cultura com o G-418 de maneira que as células que ndo
apresentassem o CEA, também nao poderiam apresentar a resisténcia a este produto,
e conseqiientemente, nao replicariam e morreriam. Pode ter ocorrido que durante este
longo tempo em que esta linhagem vinha sendo mantida em cultura com multiplas
selecoes genéticas com o G-418, tepha ocorrido alguma mutagao, e que durante a
replicacdo algumas células poderiam ter perdido ou inativado o gene, que codificava
a producao do CEA e mantido o que conferia a resisténcia a neomicina.

Neste contexto estariamos também implantando nos animais células CEA
negativa. Sendo assim como poderia ter ocorrido a destrui¢do também das células
CEA negativas. Uma explicacao possivel para se justificar o ndo desenvolvimento do
tumor nestes animais poderia ser uma grande resposta inflamatéria no local do
implante. Como foi mostrado estes animais apresentavam significativa citotoxicidade
sisttmica contra o CEA. Poderia ocorrer no local do implante tumoral, o
desenvolvimento de uma intensa e poderosa resposta citotoxica contra estas células
CEA positivas. Isto poderia mobilizar outros efetores inespecificos como
macréfagos, e linfécitos NK e NKT além da liberac@o de perforinas e mediadores da

resposta inflamatéria aguda que poderiam desencadear a lise de c€lulas proximas nado
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necessariamente alvo de citotoxicidade (SMYTH e GODFREY 2000; FAUNCE et
al. 2001). Estes poderiam indiretamente induzir a destruicdo também das cé€lulas
tumorais CEA negativas, deixando estes animais livres de tumores (DARCY et al.
2000).

O mesmo raciocinio poderia ser empregado de maneira inversa para o0s
demais 65% dos animais imunizados com rVac-CEA endovenoso. Estes
demonstraram significativa citotoxicidade e proliferacdo contra o CEA e mesmo
assim, desenvolveram tumores apds o implante de tumores CEA positivos. Poderia
ocorrer de a resposta imunoldgica para o CEA gerada ter sido realmente efetiva e
destruido todas as células tumorais CEA positivas. Desta maneira, o tumor que
cresceu nestes animais deveria ser CEA negativo. Foi feita a imuno-histoquimica
contra o CEA para estes animais imunizados que desenvolveram tumores e
infelizmente ndo foi conclusiva (dados nao mostrados). Estes tumores apresentavam
grandes dreas de necrose, com extensos segmentos mal perfundidos na regido central,
dreas de proliferacdo nas bordas e processos inflamatérios mal distribuidos. Estas
areas a imuno-histoquimica apresentava grande coloragao, possivelmente de maneira
inespecifica pelo CEA, ndo podendo ser concluido se estes tumores eram realmente
CEA positivos ou negativos. Também foi tentado realizar a digestdo enzimadtica
destes tumores e aplicados a citometria de fluxo com dupla coloracao para PI e
anticorpo COL-1 contra o CEA para se avaliar a expressao deste antigeno nas células
vidveis. Também estes experimentos nao foram conclusivos com grandes limitagdes
técnicas (dados nao mostrados).

Os animais que receberam a imunizagdo por via intra-retal também

apresentaram algum grau de prote¢ao, porém, de magnitude inferior ao obtido com a
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imunizacdo endovenosa. Uma das explicagdes poderia ser o fato de que uma
porcentagem significativa do inoculo viral pode ter ficado retido na luz intestinal ndo
tendo nenhum efeito terapéutico. As rotas de imunizacdo, por via mucosa, estdo
sendo muito avaliadas atualmente, em virtude da epidemia pelo HIV, que tem esta
via como uma de suas principais portas de entrada em seus hospedeiros (FINERTY
et al. 2000; AMARA et al. 2001). Apesar de amplamente estudadas, as vias de
imuniza¢d@o mucosa sd@o mais empregadas para vacinas contra agentes infecciosos e
mesmo assim a comparacao de resultados entre os autores e entre estas diversas vias
€ inconclusiva (EGGERT et al. 1999; EO et al. 2001; EXTERNEST et al. 2000).
Apenas 20% dos animais imunizados com o vetor rVac-CEA por via intra-retal
ficaram protegidos e nao desenvolveram tumores. O tamanho dos tumores dos
animais que o desenvolveram foi estatisticamente menor do que o grupo tratado com
rVac-LacZ por via IR e também estatisticamente maiores que os animais tratados por
via endovenosa. Estes resultados mostram que, para um tumor implantado no
subcutdneo a via de imunizag@o intra-retal pode ser empregada para gerar uma
resposta imunolédgica sistémica € que esta resposta ¢ de menor eficicia do que a
obtida com a mesma imuniza¢ao por via endovenosa.

A imunizacdo intra-retal foi feita com 0 mesmo volume empregado com a
imunizacdo endovenosa. Na imunizacdo EV conforme descrito, pode-se ter a certeza
de que a totalidade do volume injetado atingiu a circulagdo sistémica. Para a
imunizag¢ao intra-retal, 0 maximo de precisao que pudemos obter foi que o conteido
foi injetado dentro da luz do reto e que nao foi evacuado nos 30 segundos seguintes.
A quantificacdo do volume que emulsificou com o conteiido fecal ¢ permaneceu na

luz intestinal ou mesmo foi evacuada posteriormente antes de ser absorvido nao pdde
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ser avaliado. Também pode ocorrer uma significativa neutralizagdo do vetor ainda na
luz intestinal por anticorpos IgA neutralizantes de maneira especifica. Outra opc¢ao
seria o fato de grande parte das particulas virais poderem infectar enterdcitos longe
de sitios processadores de resposta imunoldgica. Todos estes fatores poderiam ter
influenciado a imunizagdo intra-retal em comparacdo com a endovenosa, gerando
menor grau de protec@o, apesar da citotoxicidade gerada contra o CEA pelas duas ter
sido comparavel.

Estes resultados de protecdo foram obtidos para um tumor implantado no
subcutdneo destes animais. Nestes experimentos, nao temos como quantificar ou
qualificar a resposta caso este tumor estivesse no trato gastrointestinal. Foram
tentados experimentos onde as células tumorais foram implantadas de maneira
ortotoptica na parede intestinal durante laparotomia com micro-agulhas. Estes
procedimentos se mostraram de imediato pouco factiveis e de dificil reproducao,
porque havia refluxo das células implantadas através do orificio de injecdo, com
contaminacao da cavidade peritoneal e estabelecimento de carcinomatose peritoneal.
Também, em virtude do pequeno volume implantado de 10 microlitros, ocorria uma
grande imprecisdo no nimero de células tumorais implantadas o que tornariam os

resultados obtidos pouco confidveis.

6.4. COMPARTIMENTALIZACAO DO SISTEMA IMUNOLOGICO

Existem muitas polémicas a respeito da compartimentalizacdo do sistema
imunolégico entre mucoso e sistémico e as implicagdes sobre esta possivel divisio.

A minoria destes resultados tem se tornado consenso e cada novo trabalho publicado
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aumenta a diivida sobre este complexo sistema (REGNAULT et al. 1996; KIM et al.
1997; BELYAKOV et al. 1998b; CZERKINSKY et al. 1999; ARSTILA et al. 2000;
KOGA et al. 2000; ALPAN et al. 2001; HASHI et al. 2001; LILLARD et al. 2001;
YAMANAKA et al. 2001; ROCHA-ZAVALETA et al. 2002).

Trabalho cldssico de BELYAKOV et al. (1999) mostrou que a imunizacao
com vetor vaccinia recombinante com o gene HIV gpl60 por via endovenosa ou
intra-retal conferia protegdo sist€émica contra o HIV com alta producdo de anticorpos
e citotoxicidade contra este virus. Este mesmo trabalho mostrou que as respostas
imunoldgicas sistémica e mucosa eram semelhantes apds a imunizacao intra-retal,
mas que apdés a imunizag¢do endovenosa ndo se obtinha resposta mucosa e, que 0s
sitios indutores mucosos permaneciam virgens apds esta imunizagdo sistémica.
Baseados nestes resultados, apresentou-se a hipétese de que a via de imunizacao
mucosa poderia ser empregada de maneira autonoma para se amplificar uma resposta
sistémica. Estes resultados estdo de acordo com os consagrados trabalhos de vacinas
contra a poliomielite, baseados na vacina Sabin e Salk.Também se hipotetizou que
esta via poderia ser usada como alternativa para o emprego de vetores contra o qual
ja existem altos titulos de anticorpos neutralizantes tornando os mesmos inefetivos
como agentes carreadores de genes tumorais para imunizagdo sist€émica. Isso teria
aplicacOes prdticas para pacientes previamente imunizados contra a variola como
ocorreu até 1971 em que se empregava como agente de imunizag@o o virus vaccinia.
Estes pacientes ja apresentam altos titulos de anticorpos neutralizantes contra o virus
vaccinia. Atualmente a variola ja esta erradicada de nosso planeta e estes pacientes
estdo na faixa etdria mais acometida por tumores. Estes individuos poderiam se

beneficiar de imunoterapias, baseadas neste virus como plataforma de entrega de
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genes se ndo tivessem tantos anticorpos neutralizantes anti-vaccinia. Caso realmente
o sistema imunolégico mucoso destes pacientes ainda fosse virgem em relagédo a este
vetor, o virus vaccinia recombinante poderia ser utilizado para imunizago.

Os resultados que obtivemos neste projeto contradizem parcialmente o
preconizado por BELYAKOV (1998a, 1998b). Apds a imunizacdo intra-retal
obtivemos resultados semelhantes aos descritos previamente. Esta imunizacdo foi
capaz de gerar citotoxicidade sistémica (baco) e mucosa (placas de Peyer) contra
antigenos virais(vaccinia) e contra a proteina(CEA) codificada pelos genes exdgenos
que o mesmo carregava. Esta via de imuniza¢do também foi capaz de gerar
anticorpos sist€émicos contra estes mesmos antigenos, conforme mostrado em
resultados.

A incompatibilidade de resultados foi que a nossa imunizacao endovenosa
com o vetor rVac-CEA além de desencadear potente resposta citotoxica sistémica e
producio de anticorpos foi também capaz de desencadear citotoxicidade, avaliada em
linfécitos do sistema imunolégico mucoso (placas de Peyer). Sendo assim, o sistema
imunolégico mucoso ndo poderia ser considerado um santudrio imunoldgico em
relacdo a vetores aplicados por via endovenosa. Existem algumas explicagdes que
podem explicar esta aparente discrepincia de resultados. Em primeiro lugar, nos
resultados descritos por Belyakov mencionados acima, foram avaliadas a resposta
imunoldgica contra os antigenos que o vetor carregava. Estes de alguma maneira
poderiam ser menos capazes de iniciar e manter uma resposta imunoldgica no
sistema mucoso (HOUGHTON 1994; ZINKERNAGEL 2000b; GROSENBACH- et
al. 2001). Estes resultados ocorrem com freqii€ncia em experimentos que visam gerar

uma resposta imunoldgica contra antigenos do HIV, conforme avaliado por
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BELYAKOV et al. (1998a). Existem trabalhos com protocolos de imunizag¢do que
mostram protecdo induzida contra a inoculag@o sistémica do virus sendo que esta
mesma imunizacdo ndo protegeu os animais contra a inoculacdo mucosa (FINERTY
et al. 2000; EGAN et al. 2000). Em nosso experimento trabalhamos com o CEA
como gene de interesse e foi claramente demonstrado que, apds imunizagdo
endovenosa era possivel mensurar citotoxicidade contra células CEA + em linf6citos
das placas de Peyer do sistema mucoso. O mesmo foi observado para os antigenos
virais. Apds a imuniza¢do endovenosa foi detectada a presenca de citotoxicidade
contra os antigenos virais nao apenas no baco, mas também nas placas de Peyer.

A mensuracao da citotoxicidade contra o CEA sistémica e mucosa nao sao
completamente compativeis com os resultados de prote¢do a tumores CEA positivos
discutidos anteriormente. A citotoxicidade contra o CEA no baco e nas placas de
Peyer ap6s imunizacdo endovenosa ou intra-retal foi muito semelhante em todos os
experimentos. O mesmo se aplica a produgdo de anticorpos contra o CEA que foi
semelhante nas duas vias de imunizagio. E consenso de que a maioria das respostas
imunolégicas contra tumores sdo predominantemente citotéxicas, e que, a producao
ou presenca de anticorpos desempenham papel secunddrio neste processo. A
protecao contra tumores CEA positivos foi melhor no grupo de animais que recebeu
a imunizacdo por via endovenosa e seria esperado que este grupo apresentasse maior
citotoxicidade sistémica contra o CEA o que ndo foi observado. Existem diversas
explicagOes para isto. Em primeiro lugar, o teste de citotoxicidade por liberacdo de
cromo radioativo realizado “in vitro” tenta otimizar a0 maximo as condi¢des para
que os linfécitos reconhecam e destruam as células que apresentam os antigenos

contra os quais foram imunizados. Neste contexto, todos as células alvo apresentam
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o antigeno de interesse e sdo alvos de fato para estes linfécitos. O mesmo ndo ocorre
“in vivo” onde existem células com diversas expressdes de CEA em suas
membranas. Sendo assim, muitos linfécitos com maior afinidade contra esta proteina
poderiam se perder ao reconhecerem células normais com baixa expressdo de CEA.
Como existe enorme nimero de células normais que apresentam o CEA e um
relativo pequeno nimero de linfécitos gerados para destruir as c€lulas tumorais,
qualquer perda de células efetoras, que ndo migrem para o tumor, poderia diminuir o
efeito terapéutico citotoxico sem, contudo, gerar respostas auto-imunes com
significancia clinica ou histolégica. Estes resultados foram claramente mostrados por
ALEXANDER-MILER et al. (1996). A afinidade dos linfécitos gerados nos vérios
protocolos de imunoterapia € assunto que ganha maior importincia a cada dia
(GERVOIS et al. 1996; BOUSSO et _al. 1999; YEE et al. 1999; ZEH III et al. 1999;
CORDANO et al. 2002). Possivelmente muitos linfocitos ativados contra o CEA na
imunizacdo intra-retal migraram para o trato gastrointestinal n3o sendo
conseqiientemente capazes de localizar e destruir um tumor CEA positivo
implantado no subcuténeo.

Ainda ndo € consenso sobre qual deve ser o tipo de célula T gerado durante os
diversos protocolos de imunoterapia. Os linfécitos de baixa afinidade contra os
antigenos tumorais s6 reconhecem e destroem células com altas expressdes destes
antigenos. S@o menos eficazes para a lise celular, mas também tem menor
probabilidade de desencadearem reagdes auto-imunes (ECHCHAKIR et al. 2002;
OH et al. 2003). Ja as células com alta afinidade irdo destruir células com pequena
expressao destes antigenos, mesmo as normais. Estas células teriam alta eficiéncia

para destruir células CEA + independentemente de sua concentra¢cdo. Mesmo com o
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maior risco de doengas auto-imunes a preferéncia tem se voltado para as tltimas.
Deve ser lembrado que os protocolos clinicos experimentais de vacinas para
pacientes oncoldgicos estdo sendo aplicados em sua maioria para pacientes que ja
falharam as demais terapias existentes e conseqiientemente tem pequena expectativa
de vida (McANEMY et al. 1996; REICHERT e PAQUETTE 2002). Nestes casos
quanto maior a eficiéncia da imunizacdo em gerar células efetoras capazes de
reconhecer e destruir células tumorais, maior serd a chance de controle do céncer
mesmo que isto implique no risco de desenvolvimento de doencas auto-imunes. Em
Nnossos experimentos com os animais transgénicos com o CEA e hibrido Apc/CEA,
nunca fomos capazes de detectar nenhuma alteracdo clinica ou histoldgica
compativel com alguma resposta auto-imune contra 0 CEA em tecidos sadios. Estes
resultados estao de acordo com diversos outros trabalhos em animais e humanos
(LONG et al. 1999; VON MEHREN et al. 2000; ZHU et al. 2000; XIANG et al.
2001a; NIETHAMMER et al. 2001; ULLENHAG et al. 2002).

Uma consideracdo importante que merece ser discutida € como se processa
uma resposta imunoldgica cldssica e quais as possiveis interacdes que ocorreram
neste projeto. Nao existe divida de que as células dendriticas apresentam papel
central como apresentadoras de antigenos para a gerac@o de linfécitos citotoxicos. A
imunizagdo com vetores virais, carregando genes de antigenos tumorais como a
empregada neste projeto, podem apresentar duas vias distintas de gerar uma resposta
imunolégica. A primeira € que o virus infecte uma célula dendritica, e nesta célula
haja a transcricdo do gene do antigeno tumoral. Transcricdo, traducdo e
processamento de maneira que peptideos desta proteina sejam apresentados por

moléculas MHC em um contexto de imunogenicidade por esta célula dendritica
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(SMITH e MOSS 1983; TARTAGLIA et al. 1992; SODEIK e KRIJNSE-LOCKER
2002). A segunda e mais provavel é que o virus gere um infec¢@o local onde é
inoculado e infecte diversos tipos celulares. Estas células infectadas poderiam
secretar o CEA ou mesmo promover a sua liberacdo, apés sua lise induzida pelo
virus de maneira que as c€lulas dendriticas que migrem para este sitio de infeccao
pudessem processar o CEA ¢ apresentd-lo em uma modalidade chamada
apresentacdo cruzada (CARBONE et al. 1990, 1998). O CEA sendo apresentado
juntamente com antigenos virais seria apresentado em um contexto de “perigo”,
descrito como danger signal (AUSTYN 1999; ANDERSON et al. 2001). Também
neste segundo cendrio poderia ocorrer a migracdo do CEA, juntamente com
antigenos virais para 6rgaos linféides organizados onde esta resposta também
pudesse ser processada (ALTERS et al. 1998; HELMICH e¢ DUTTON 2001;
RONCAROLO et al. 2001). Apds esta etapa inicial de imunizacdo das células
dendriticas estas desencadeariam o processo de apresentacdo antigénica e a gerag@o
de linfécitos citotéxicos contra o CEA.

Como discutimos previamente, fomos capazes de detectar resposta
imunoldgica mucosa apds imuniza¢do venosa e resposta sistémica apds imunizagao
mucosa, mas nao ficou claro onde esta resposta se processa. Fazendo uma ampla
revisao da literatura publicada sobre o assunto, evidencia-se que nfo existe consenso
sobre esta divida (SPAHN et al. 2001). O principal fator limitante € a atual falta de
metodologias que possibilitem determinar onde ocorre a imunizacgdo e qual o tipo de
célula que migra (WENINGER et al. 2001). Um dos cendrios € que apds a
imunizac¢do endovenosa, células dendriticas, apresentando o CEA migrassem para as

placas de Peyer. Assim apresentariam este antigeno no sistema imunolégico mucoso.
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Outro cendrio € que estas células dendriticas ficassem restritas ao sistema
imunolégico sistémico e apenas linfécitos ja imunizados contra o CEA migrassem
para o sistema mucoso, gerando citotoxicidade contra este antigeno neste local.
Existe, também, a possibilidade de uma completa compartimentalizacdo entre o
sistema imunoldgico mucoso € sistémico sem nenhum fluxo regular de informacoes
antigénicas entre os dois, 0 que € pouco provavel, ja que o proprio antigeno pode
“migrar” (BELL et al. 2001).

Antes mesmo de definir como se processa a resposta imunoldgica entre estes
dois compartimentos imunoldgicos este projeto quantificou e qualificou a
disseminacga@o do virus vaccinia apds inoculégﬁo endovenosa e intra-retal. Como seria
esperado, logo apds a inoculagao endovenosa detectamos altos titulos do virus no
baco e no ovério que decaem progressivamente. A alta presenga no ovdrio pode estar
relacionada com seu alto teor de lipidios e ser parcialmente um santudrio
imunolégico onde a maioria da replicac@o viral poderia ocorrer (BACHMANN et al.
1997; KARUPIAH et al. 1990). Também detectamos o virus no sangue apés 2 horas.
O mais importante € que o virus também foi detectado nas placas de Peyer do
sistema mucoso. Sendo assim, apds a imunizagdo sistémica com o vetor rVac-CEA
por via venosa também ocorre a infecgc@o viral do sistema mucoso onde este vetor
pode iniciar, manter e amplificar esta resposta imunolégica sist€émica.

Resultado semelhante ocorreu apds a imunizacdo intra-retal. Foram
detectados menores titulos virais, pois conforme discutido previamente,
possivelmente apenas uma parte do indculo viral realmente consegue atravessar a
barreira mucosa. O virus foi imediatamente detectado no baco, mas em nenhum

momento foi detectado de maneira significativa no sangue. Isto poderia ser
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explicado, caso a imunizagao intra-retal fosse mais eficiente do que a endovenosa em
produzir anticorpos neutralizantes em um tempo de horas. Neste contexto, as
particulas virais e células infectadas seriam opsonizadas, retidas no baco sendo
retiradas da circulagdo. Ao contrario do esperado, ndo foram detectados grandes
titulos do virus nas placas de Peyer apds imunizagao intra-retal. Existem algumas
explicacdoes que poderiam justificar estes achados. A primeira € que sendo o trato
gastrointestinal a nossa maior porta de entrada é também o 6rgdo com maior
concentragao de patégenos. Neste contexto conforme abordado previamente, deve
apresentar a maior permissividade possivel para os antigenos da dieta a0 mesmo
tempo em que deve ser intransponivel para os patdgenos que podem ameacar nossa
integridade.

O trato gastrointestinal € nosso maior 6rgao linféide por concentrar a nossa
maior quantidade de tecidos linféides e c€lulas efetoras. Neste projeto, avaliamos
apenas as placas de Peyer para mensurarmos a resposta imunolégica mucosa.
Existem diversos outros sitios imunoldgicos organizados como os linfécitos intra-
epiteliais, tecido linféide associado a mucosa (MALT) e os linfonodos mesentéricos
que também participam das respostas imunoldgicas mucosas e poderiam estar
retendo, destruindo ou amplificando estes vetores virais (MULLER et al. 2000).
Outro aspecto interessante € que nos animais que receberam a imunizag@o por via
intra-retal, observou-se um aumento do nimero de particulas virais no ovério, a
partir da segunda hora apdés a imunizacdo que persistiu na 12° hora. Atingiu seu
maximo na 24" hora, caindo ap6s este tempo e sé desaparecendo no 5° dia apés a

imunizagao.
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Um resultado interessante deste projeto foi a comparac@o entre a resposta
imunoldgica citotéxica e humoral precoce e tardia. Conforme apresentado em
resultados, a quantidade de anticorpos mensurados em uma fase logo apds a
imunizagdo e tardiamente apds o implante tumoral foi a mesma. Isto necessariamente
nao significa que a propor¢cdo entre os diversos isotipos de anticorpos tenha se
mantido ja4 que nao fizemos a andlise dos isotipos de anticorpos contra o CEA
(ULLENHAG et al. 2002).

Um dos objetivos deste projeto foi avaliar se a presenca ou nao do CEA, nos
tumores implantados, poderia causar algum impacto na resposta imunoldgica
mensurada nestes animais. Esta. hipétese foi aventada porque o tumor poderia
funcionar como um tecido indutor de tolerancia periférica contra antigenos tumorais,
incluindo o CEA por apresentar este antigeno em um contexto sem co-estimulacao
(SCHREURS et al. 2000; HOWLAND et al. 2000; DOAN et al. 2000; OHLEN et al.
2001) ou mesmo o oposto. Fizemos alguns experimentos pilotos neste projeto com
animais Knock-out para células B. Estes animais, quando implantados com tumores,
apresentavam um crescimento mais lento do que quando comparados com animais de
mesma estirpe e que apresentavam células B (dados nao mostrados). Estes resultados
indicavam para a dire¢cdo em que as células B estariam implicadas no processo de
inducdo de tolerdncia contra antigenos tumorais e facilitacio do crescimento de
tumores (BENNET et al. 1998; QIN et al. 1998; BARBERA-GUILLEM et al. 1999;
HOYNE et al. 2000). Os resultados deste projeto piloto, no que se refere ao estudo
dos processos de determina¢do de tolerancia, nao foram aqui apresentados, porque
estdo sendo usados num protocolo experimental. Neste protocolo pesquisa-se a

importancia das células B neste processo, bem como as células regulatérias
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CD25+CD4+ que a cada dia ganham maior importancia como mediadores e efetoras
dos mecanismos de tolerancia imunolégica (TAKAHASHI et al. 2000).

Conforme descrito em métodos, apés as 3 doses de imunizagdo por via
endovenosa ou intra-retal, os animais de cada um destes grupos eram divididos em
dois grupos, que recebiam o implante de tumores CEA positivos ou negativos. No
22° dia apés o implante tumoral estes animais foram sacrificados sendo seus 6rgdos e
tecidos processados de maneira separada para se avaliar as diversas respostas
imunolégicas mensurada neste projetos. Estes experimentos foram repetidos por trés
vezes, € em nenhum momento, foi evidenciado se a presenca ou nao do CEA nos
tumores implantados influenciou a citotoxicidade, proliferacao de linfécitos ou
producdo de anticorpos quantificados nos experimentos. Este foi o motivo porque
todos estes resultados foram apresentados de maneira tGnica independente do tumor
implantado ser CEA positivo ou negativo, conforme mostrado em resultados. O
mesmo foi mostrado para a resposta proliferativa dos linfécitos contra varias formas
do CEA. Independente da via de imuniza¢@o a resposta proliferativa foi a mesma no
baco. A avaliacdo da capacidade proliferativa dos linfécitos das placas de Peyer nao
foi possivel de ser mensurada por limitacoes técnicas e também porque € descrito que
estes linfécitos apresentam intrinsecamente uma baixa capacidade proliferativa
(SIDO et al. 2000). Para cada animal sacrificado eram identificadas e ressecadas de 6
a 22 placas de Peyer. Independente da quantidade de placas de Peyer processadas, o
nimero de linfécitos processados e coletados a partir do bago era cerca de 100 vezes
superior ao ndmero de linfécitos coletados das placas de Peyer. Isso limitava muito a
disponibilidade dos dltimos para a repeti¢do e confirmagdo dos resultados. Existem

duas explicacdes para este fato. Em primeiro lugar, o volume do baco mesmo apds a
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lise dos eritrdcitos € muito maior do que o volume de todas as placas de Peyer juntas
de cada animal.

Em segundo lugar, conforme descrito em materiais e métodos, o
processamento para a coleta dos linfécitos do bago € muito mais simples e menos
traumético para estas células. E feita apenas a liberacio mecinica sempre em
temperaturas proximas de 4°C para preservar ao méximo a viabilidade e
funcionalidade destes linfécitos. Ao contrdrio, no processamento e coleta dos
linfécitos a partir das placas de Peyer, apds liberacdo mecénica os mesmos ficavam
por quase 1 hora em uma solu¢do com enzimas proteoliticas em uma temperatura de
37°C sem nenhum aporte de nutrientes ou prote¢do metabdlica. Estes processos
geravam uma grande propor¢do de linfécitos do sistema mucoso invidveis e a
ativacao de processos de necrose, conforme pdde ser avaliado em todos os
experimentos com corantes vitais como o azul de Trypan. Considera-se, também, que
muitos dos linfécitos, que se mostravam vidveis a esta colorac¢do, poderiam estar em
processos iniciais de apoptose. Isso pode ser comprovado em outros experimentos,
usando-se a Anexina-V, que na citometria de fluxo detectava c€lulas vidveis em
processo inicial de apoptose. E por tltimo, apds esta grande manipulagio, muitos dos
linfécitos das placas de Peyer mesmo se mantendo vidveis e ndo apoptdticos ja
poderiam ter comprometidos suas capacidades de proliferar e gerar citotoxicidade
contra os antigenos contra os quais foram imunizados de maneira irreversivel.

O resultado que chama a aten¢do quanto a quantificacdo da citotoxicidade
tardia apds a imunizagdo endovenosa ou intra-retal € que a memoria imunoldgica
contra o CEA ¢ praticamente insignificante tanto no bago quanto nas placas de Peyer

de animais imunizados por qualquer uma das 2 vias de imunizacdo estudadas. J4 a
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resposta imunoldgica tardia avaliada pela citotoxicidade contra os antigenos virais
pode ser detectada no bago, que apresentava acima de 30% de lise especifica contra o
alvo mc-38-VAC. O mesmo ndo pode ser observado nas placas de Peyer. Conforme
discutido previamente, a resposta citotxica tanto mucosa quanto sistémica contra
todos os alvos apds a imunizacdo EV ou IR foi muito semelhante.

Possivelmente a resposta imunolégica citotéxica tardia no sistema
imunoldgico mucoso estava ausente, porque esta deveria ser a nossa porta de entrada,
capaz de iniciar respostas imunoldgicas rdpidas e precisas (NAGLER-ANDERSON
2001). Continuamente passam pelo trato gastrointestinal uma infinita quantidade de
antigenos e patogenos diferentes. O mais provavel € que o sistema imunolégico
mucoso inicie a resposta imunoldgica e ative o sistema imunoldgico sistémico. Este
deveria processar e gerar grande parte das células efetoras e também, manter a
memoria imunoldgica para uma nova ativacdo rapida e precisa contra novas ameagas
para a integridade do individuo (AUSTYN 1999). Um dos objetivos da imunizagao
mucosa seria gerar uma rapida e potente resposta sist€émica contra antigenos tumorais
que carregados em vetores virais poderiam ser interpretados como antigenos de
patégenos invasores. Com isto poderiamos induzir estimulacdes periédicas contra
estes antigenos através de novas imunizagcoes mucosas por diversas rotas.

Se formos capazes de induzir uma resposta imunolégica capaz destruir
pequenos implantes tumorais mesmo que seja inefetiva para grandes tumores, ja seria
uma grande vitéria. Estes ltimos poderiam ser tratados com cirurgia, radioterapia ou
quimioterapia como apresentado anteriormente. E a capacidade de metastatizar e
estabelecer micrometdstases, um dos principais fatores intrinsecos ao tumor que

determina o prognéstico do paciente (LIEFERS et al. 1998) e sdo estas pequenas
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lesdes metastdticas os alvos mais passiveis de destruicio por abordagens

imunoterapicas.

6.5. TOLERANCIA A ANTIGENOS TUMORAIS

Os conhecimentos adquiridos na tltima década tém um grande potencial para
mudar de maneira radical muitos conceitos ja fundamentados sobre a maneira como
diagnosticamos e tratamos vdrias doencas. A oncologia deverd ser um dos campos a
sofrer grandes alteragdes, principalmente pela influéncia da biologia molecular e da
imunoterapia aplicada a tumores (POLAND et al. 2002). Neste projeto além de
abordarmos vdrias rotas e esquemas para se induzir uma resposta imunolégica contra
o0 céncer, pesquisamos também a mecanismos que poderiam estar relacionados com a
tolerancia contra antigenos tumorais.

Este ¢ um assunto de grande relevancia e que foi muito negligenciado até
recentemente. Antes de se tentar induzir uma resposta imunoldgica contra algum
antigeno, tumoral ou ndo, deve-se avaliar se o hospedeiro ja € tolerante contra este
antigeno (ANDERSON et al. 2001). Em caso afirmativo, uma dos principais
objetivos seria quebrar esta tolerancia antes de se obter uma resposta imunolégica
efetora, processos estes que ocorrem de maneira sinérgica. A tolerdncia a antigenos
tumorais pode ser humoral ou celular (BOWNE et al. 1999). Conforme mostrado, os
animais CEA que nasceram com esta proteina foram incapazes de produzir
anticorpos e apresentavam uma citotoxicidade reduzida contra esta proteina. Isto
ficou mais evidente nos experimentos de implantes tumorais. Quando foi implantado

o tumor CEA negativo, mc-38, o crescimento nesta linhagem animal foi semelhante
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ao observado nos animais C57Bl16, Apc e Apc/CEA. Quando implantado o tumor
CEA positivo, mc-32, estes animais transgénicos para o CEA humano apresentaram
tumores com crescimento muito mais agressivos do que os demais. Estes achados sdo
descritos e confirmados por outros autores, que também detectaram, que estes
animais eram tolerantes ao CEA (THOMPSON et al. 2000; SCHMITZ et al. 2002).
Entretanto, conforme também pudemos constatar, esta tolerdncia pdde ser quebrada e
estes animais podem desenvolver citotoxicidade e produzir anticorpos contra o CEA.
Porém estas respostas imunolégicas sdo em magnitudes menores do que as obtidas
em animais ndo tolerantes contra esta proteina, da mesma maneira que ocorre em
humanos que sio inicialmente tolerantes contra este auto-antigeno (McLAUGHLIN
et al. 1996; RAS et al. 1997; NOLAN et al. 1999; MIZOBATA et al. 2000). Como
discutido anteriormente, existem diversas hipdteses concorrentes para explicar os
mecanismos de tolerdncia. Um dos poucos consensos a este respeito € que a mesma
pode ser inata ou adquirida. No caso dos animais CEA, esta tolerancia € inata jd que
os animais nascem com este antigenos e o expressam desde a vida fetal. Conforme
confirmado por outros autores, esta proteina ndo foi detectada no timo destes animais
transgénicos adultos (EADES-PERNER et al. 1994). Isto ndo poderia afastar a
possibilidade de indugﬁd de tolerancia central neste Orgdo, durante a fase de
embriogénese, ja que nao pesquisamos a presenca do CEA, neste 6rgdo, em fetos.

O nosso modelo Apc/CEA pelo seu “background” de ser transgénico para o
CEA apresenta os mesmos mecanismos imunoldgicos de processamento e
apresentagao desta proteina que o observado nos animais CEA por também ja
nascerem com este antigeno (RIDGE et al. 1996). Conforme mostramos em

resultados, eles apresentam a mesma biodistribuicdo o6rgao temporal que a
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distribuicdo do CEA em humanos. Era esperado que estes animais apresentassem a
mesma tolerdncia a esta proteina que ocorria nos animais CEA. Porém, nos
experimentos de implantes tumorais CEA positivos mostrados em resultados,
pudemos comprovar que o crescimento destes tumores, nestes animais hibridos, era
compardvel ao observado nos animais C57Bl6, ou seja, estes animais nao sao
tolerantes ao CEA ou se eram, se tornaram parcialmente tolerantes a esta proteina.
Como a principal diferenca entre os animais CEA e os Apc/CEA € a presenga da
delecdo do gene Apc no segundo, voltamos nossa aten¢do para avaliar como a
interagdo do Apc com o CEA poderia influir na possivel quebra de tolerancia contra
o CEA.

Quando o tumor mc-32 foi implantado nos animais Apc/CEA, o primeiro
resultado que nos chamou a atencdo, foi a grande variacdo da area do tumor
implantado nos animais de mesma linhagem e que receberam o implante do mesmo
nimero de células tumorais. Estes resultados, mostrados na Figura 48, foram
repetidos e confirmados. No 22° dia ap6s o implante tumoral, tinhamos animais com
tumores variando de 140 a 374 mm? conforme mostrado. Quando este mesmo tumor
foi implantado nos animais C57B16, Apc e CEA nao houve esta grande variacao

entre os animais, conforme mostrado nas Figuras 45, 46, 47, respectivamente.
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Figura 45 - Evolu¢do por animal C57Bl6 da area do tumor implantado mc-32

mostrada individualmente.
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Figura 46 - Evolugéo por animal Apc da area do tumor implantado mc-32 mostrada

individualmente.
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Figura 47 - Evolugio por animal CEA da area do tumor implantado mc-32 mostrada
individualmente.
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Figura 48 - Evolucdo por animal Apc/CEA da area do tumor implantado mc-32
mostrada individualmente.

Ocorreu também um pequeno desvio padrio neste mesmo experimento
quando o tumor implantado foi o mc-38 nos animais Apc/CEA. Porém, este foi um

pequeno grupo controle de apenas 3 animais. Destes 3 animais, os camundongos 1 e
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2 tiveram evolugdo tumoral praticamente idénticas, conforme mostrado na Figura 49,
apenas o animal 3 apresentou padrao de crescimento diferente, gerando este desvio
padrdo.

Nestes experimentos, os animais ndo receberam nenhum tipo de tratamento,
assim concluimos que o unico fator que poderia estar influenciando esta grande
variagao de resultados poderia ser a tolerancia ou imunogenicidade contra o CEA
presente nestes animais Apc/CEA no momento do implante. Partindo-se do principio
que por ja ser um procedimento consagrado, nio ocorreram problemas técnicos na

inje¢ao tumoral.

Apc/CEA- Tumor mc-38
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Figura 49 - Evolugdo por animal Apc/CEA da area do tumor implantado mc-38

mostrada individualmente.

Os resultados acima foram repetidos e confirmados, conforme a Figura 50
que mostra novamente crescimentos variaveis quando o tumor mc-32 foi implantado

em animais Apc/CEA.
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Figura 50 - Evolugdo por animal Apc/CEA da area do tumor implantado mc-32

mostrada individualmente.

Estes experimentos foram apresentados de forma individualizada neste
topico, porque mesmo ndo tendo valor estatistico, esta variagdo de crescimento de
tumores CEA positivos merece ser discutida. Infelizmente, o nimero de animais
hibridos Apc/CEA produzidos ndo era suficiente para atender a todos os
experimentos de maneira adequada. Estes animais, conforme exaustivamente
apresentado sdao hibridos transgénicos para o CEA e Knock-out para o Apc o que
justificaria ainda mais as dificuldades técnicas/ operacionais para a sua produgdo.
Eles s6 podem ser obtidos do cruzamento de animais CEA com animais Apc e estes.
também sdo utilizados em experimentos, ndo podendo ser exclusivamente destinados
para acasalamento e produgio de animais Apc/CEA.

Conforme mostrado na Figura 48 e 50 em oito animais Apc/CEA, foram
observados trés padrdes distintos de evolugdo de tumores. Um grupo apresentava
maiores tumores comparaveis com os animais CEA que sdo tolerantes. Um grupo

apresentava menores tumores comparaveis aos animais C57BI6 nio tolerantes a este
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antigeno. O terceiro grupo apresentava uma evolugdo tumoral intermedidria a estes
dois grupos como se fossem parcialmente tolerantes ao CEA.

Conforme foi mostrado na Tabela 1 em resultados, ndo existe homogeneidade
com assincronia quanto a expressao fenotipica do gene Apc nos animais Apc/CEA.
Aos 4 meses 20% destes apresentam polipos, e aos seis meses, este nimero sobe para
80%. Aos 6 meses 50% apresentam adenomas ou displasias e 0% adenocarcinoma.
Aos 8 meses 50% ja apresentavam adenocarcinomas. O mesmo pdde ser observado
quanto a expressao fenotipica do CEA nos animais Apc/CEA mostrados na Tabela 2.
Aos 2 meses a quantidade de CEA no soro variou de 3 a 26,4 Lig/ml e aos 6 meses de
1 a16,8ug/ml.

Todas estas variacOes individuais certamente foram influenciadas por quando
e como o CEA de cada animal foi processado e apresentado pelo sistema
imunolégico. Este processamento pode gerar uma maior imunogenicidade, ndo
influir, ou mesmo intensificar a tolerdncia contra o CEA, gerando anergia (GUY-
GRAND et al. 1986; TSANG et al. 1997; BOWNE et al. 1999; VEZYS et al. 2000;
KALERGISet al. 2001).

O tecido neoplasico benigno tipo adenoma ou maligno tipo adenocarcinoma
apresentam em comum uma maior prolifera¢do. Esta pode ou ndo ser acompanhada
de angiogénese eficiente o suficiente para manter este tecido tumoral proliferativo
vidavel. Quando isto ndo ocorre, partes do tumor apresentam hipdxia, necrose com
diferentes graus de inflamacao. Estas interacdes tumor/hospedeiro podem definir a
capacidade invasiva do primeiro ¢ a capacidade deste dltimo em responder a este
(RUITER et al. 2002). A maioria dos tumores apresenta areas de grande proliferacao

ao lado de areas de isquemia e necrose. Conforme descrito anteriormente, neste
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projeto, o tecido neoplésico apresenta uma maior expressao do CEA. Nestas areas de
isquemia tumoral pode ocorrer indu¢@o de apoptose tumoral bem como necrose. Nao
existe consenso sobre se o lisado tumoral ou os corpos apoptéticos sd@o mais
eficientes em induzir tolerancia ou resposta imunolégica (RONCHETTI et al. 1999;
HOFFMANN et al. 2000).

O que podemos inferir deste modelo € que tanto nos corpos apoptéticos como
nos lisados de tumores CEA positivos pode ocorrer a superexpressdo do CEA
(GOLD et al. 1965). Este antigeno pode ser processado localmente por células
dendriticas, macréfagos, c€lulas M e linfécitos que podem infiltrar o tumor (HUANG
et al. 2000). O CEA pode também ser absorvido, transportado para Orgaos
imunolégicos efetores como placas de Peyer e linfonodos mesentéricos ou mesmo
ganhar a circulacao sistémica. Nossos resultados ndo nos permitem avaliar qual foi a
via preferencial. Algumas destas rotas e subtipos de efetores imunolégicos podem
induzir imunogenicidade ao CEA, tolerdncia ou mesmo nao influir neste processo
(XTANG et al. 2001a; SONODA et al. 2001; KIRK et al. 2001; IEZZI et al. 2001).
Podemos supor que estes poderiam ter sido um dos mecanismos que influiram para
os diversos padroes de evolucao dos tumores CEA positivos implantados nestes
animais Apc/CEA.

Os animais Apc/CEA apresentavam uma maligniza¢do progressiva de suas
lesdes gastro-intestinais onde ocorria a superexpressdo do CEA. Seria esperado que
animais mais jovens apresentassem um grau de tolerancia ao CEA diferente dos
animais adultos. Esta diferenga imunoldgica sistémica, se existente, ndo foi
significativa o suficiente para ser mensurada. Entdo foi comparado um grupo de

animais adultos jovens com dois meses com um grupo de animais idosos com 9
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meses. Os animais Apc/CEA foram comparados com um grupo de animais C57BI6.
O objetivo foi avaliar se a resposta imunoldgica ao CEA ap6s imunizacdo venosa
com rVac-CEA, era semelhante entre estas duas linhagens e se podiam ser
comparados quando jovens e idosos (SKORNICK et al. 1990; KOGA et al. 2000;
KAMATH et al. 2000; THOREUX et al. 2000; HOSHI et al. 2001).

Conforme mostrado em resultados, apés a imunizacdo EV com rVac-CEA
ambas as linhagens de animais tanto jovens quando idosos n@o apresentou nenhuma
resposta citotéxica contra o alvo CEA negativo, mc-38. Estes resultados estao em
concordancia com vérios outros descritos neste trabalho.

Os animais jovens Apc/CEA e C57Bl6 apresentaram a mesma citotoxicidade
contra um alvo CEA positivos. J4 aos nove meses, os animais Apc/CEA
aparentemente apresentavam maior qitotoxicidadc contra 0 CEA nas proporc¢oes de
100, 50 e 25 células efetoras para cada célula alvo. Uma das explicacdes para este
fato poderia ser que o CEA expresso nos tumores espontaneos do trato digestivo
destes animais poderia de alguma maneira, iniciar uma resposta antigénica contra o
CEA que foi posteriormente amplificada durante a vacinacdo. Conforme descrito
anteriormente, estes resultados nao foram submetidos a andlise estatistica pelo
pequeno nimero de animais em cada grupo, mas foram repetidos e confirmados. Os
resultados de citotoxicidade que medem a percentagem de lise especifica sao
freqiientemente apresentados sem uma andlise estatistica por vdrias limitacGes
inerentes ao método e a forma como os resultados sao quantificados (MUDERS et al.
2003).

Os viarios esquemas e vias de imunizagdo podem desencadear

imunogenicidade como € o objetivo da maioria, bem como tolerancia e anergia que
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pode ser o efeito esperado para as vacinas desensibilizadoras. As vacinas com
objetivos de gerar imunogenicidade também podem apresentar o indesejado efeito de
desencadear tolerancia contra os antigenos contra os quais deveria gerar imunizagao.
O resultado depende ndo apenas da via empregada, mas principalmente do tipo de
célula envolvida no processamento antigénico e a presenca de co-estimulagdo (GUY-
GRAND et al. 1978; LITTON et al. 1999; MAINI et al. 1999; SALLUSTO et al.
1999; WHITE et al. 2000; IWASAKI e KELSALL 2001; LAZAVECCHIA et al.
2001).

Este trabalho mostrou que o vetor vaccinia recombinante com o CEA humano
€ capaz de desencadear uma resposta imunoldgica especifica contra este antigeno,
que foi capaz de proteger 0; animais contra tumores CEA positivos. Existem
diversos outros vetores da familia do virus vaccinia, os poxvirus, que também podem
desempenhar esta fun¢do com eficicia (KLENERMAN e ZINKERNAGEL 1998;
AMIN et al. 2000; MULLEN e TANABE 2002). A combinag@o de vérios vetores
recombinantes para 0 mesmo gene é uma opg¢do também aparentemente muito
promissora (MACKETT et al. 1984; HODGE et al. 1997, RAJAGOPALAN ¢
LONG 2000).

O mesmo vetor vaccinia também pode apresentar efeitos indesejaveis como
inibir a maturacdo de células dendriticas, induzir lise precoce de células
apresentadoras de antigenos e estimular a producdo e secrecdo de substincias
imunossupressoras (ENGELMAYER et al. 1999; SMITH et al. 1999; FAUNCE et
al. 2001). Neste trabalho ndo foi quantificado o quanto estes efeitos deletérios do
virus vaccinia poderiam ter influido no resultado de cada experimento.

Continuamente s3o descritos varios novos agentes que podem interagir com os
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processos de carcinogénese e indiretamente influir nos resultados das imunizacOes
oncolégicas e que nio estavam no escopo deste projeto (KADO et al. 2001).

Mesmo sendo considerado um antigeno fracamente imunogénico, o CEA
mostrou, nestes experimentos, que pode ser usado como antigeno para imunizar
animais contra tumores CEA positivos. Estes resultados podem ter o potencial de
serem extrapolados para protocolos clinicos em humanos agregando alguns
resultados promissores como via de imunizacao e doses (HORIG et al. 2000b). Isto
nao impede que se empreguem também outros antigenos que poderiam ser utilizados
de maneira sinérgica ou isolada (ZAREMBA et al. 1997; RENKVIST et al. 2001;
KEOGH et al. 2001). Outras vias e vetores também poderiam ser empregados de
maneira sinérgica para amplificar respostas imunoldgicas antitumorais como as
apresentadas neste trabalho (MALOY et al. 2001; CHEN et al. 2001; KAMMERER
et al. 2001). O mais importante € a geracdo de linfocitos capazes de reconhecer e
destruir as células tumorais (LITTON et al. 1999; HANSON et al. 2000).

Finalizando gostariamos de mencionar que vérios outros experimentos foram
conduzidos durante este projeto e que ndo foram aqui apresentados. Muitos destes
experimentos poderiam apresentar respostas para a maioria das dividas que ainda
persistem, mas por dificuldade técnicas ou resultados pouco confidveis, ndo foram
discutidos neste trabalho. Entre os mais importantes poderiamos mencionar os
apresentados abaixo.

O primeiro € mais importante seria a imunizagao intra-retal com o vetor rVac-
CEA em animais Apc/CEA ainda jovens e o acompanhamento dos mesmos para se
avaliar se haveria a formacao de pdlipos. Poderia ser medido caso houvesse pdlipos,

se estes, foram CEA positivos ou negativos e se esta imunizacdo seria capaz de
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impedir a degeneracdo para adenocarcinomas. Estes experimento foi realizado com 6
animais que receberam 3 doses de rVac-CEA por via IR aos dois meses. Estes
animais foram acompanhados até os 8 meses quando foram sacrificados. Todo o trato
digestivo foi examinado quanto a presenca de lesGes histopatologicas e a
quantificacido do CEA nas mesmas. Também foi avaliada a citotoxicidade,
proliferacdo e anticorpos contra o CEA conforme descrito nos experimentos
anteriores.

Este experimento seria a unido dos dois projetos apresentados nesta tese. A
aplicacao da imunizacdo intra-retal no modelo animal hibrido Apc/CEA, aqui
apresentado e caracterizado. Infelizmente os resultados obtidos foram inconclusivos
e impossiveis de serem discutidos ou apresentados nos resultados. Uma das maiores
limitacOes deste projeto foi a nossa incapacidade de gerar nimero de animais Apc,
CEA e Apc/CEA em quantidade suficiente para atender a demanda dos
experimentos. Outra grande limitacdo foi que o modelo animal Apc/CEA apresentou
uma grande heterogeneidade de resultados em vdrios parametros avaliados. Isto
mimetiza 0 que ocorre na situa¢ao humana onde dificilmente um paciente pode ser
precisamente comparado a outro. Certamente estas limitagdes ndo tornam este
modelo animal menos itil ou os resultados aqui apresentados menos importantes. A
grande similaridade deste modelo com a situagao humana o torna ainda mais atraente
¢ interessante, ja que estes animais, produzidos em grande escala, poderdo servir de
base para a avaliacdo de novas abordagens terap€uticas para o cédncer do trato

gastrointestinal, incluindo a via de imunizag@o intra-retal.
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CONCLUSOES

A via de imunizag@o intra-retal com o vetor rVac-CEA mostrou-se capaz de
gerar resposta imunolégica com citotoxicidade no sistema imunolégico
mucoso e sistémico contra o CEA e antigenos virais.

A via de imunizacdo intra-retal com vetor rVac-CEA foi capaz de gerar
resposta proliferativa de linfécitos do bagco contra o CEA bem como a
produc¢do de anticorpos contra este antigeno.

Mesmo existindo um compartimentalizacdo do sistema imunolégico, uma
imunizacao sist€émica mostra resposta no sistema mucoso, assim como uma
imunizacdo intra-retal mostra resposta no sistema imunolégico sistémico.

O vetor rVAc-CEA apés administracdo endovenosa ou intra-retal pode ser
resgatado no sangue, ovdrios, baco e placas de Peyer, mostrando que nao
existiu compartimentalizacio para a disseminagao deste virus.

A imunizagdo com o vetor rVac-CEA por via endovenosa e intra-retal foi
capaz de proteger parcial ou completamente estes animais contra tumores
CEA positivos sendo esta prote¢do de maior magnitude apds a imunizacao
endovenosa para tumores implantados no subcutaneo.

Foi gerado e apresentado um modelo hibrido transgénico para o CEA humano
e “knock-out” para o gene Apc murino denominado Apc/CEA 1638. Este
modelo apresentava o desenvolvimento de lesdes pré-malignas no trato
gastrointestinal que evoluiam para adenomas e adenocarcinomas invasivos.

Estes animais apresentavam expressao de CEA em tecidos sadios € uma
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maior expressdo deste nos tecidos degenerados. Esta expressdo aumentava
nestes tecidos com o aumento da malignidade. A expressao de CEA, neste
modelo, segue a mesma distribuicdo érgao temporal observada em humanos.
Os animais Apc/CEA apresentavam maior sobrevida do que outros modelos
animais semelhantes.

Estes animais eram parcialmente tolerantes ao CEA e esta tolerdncia podia
ser quebrada, sendo possivel induzir resposta celular contra o CEA nestes
animais, ap6s a imunizacdo IR e EV com o vetor rVac-CEA.

Mesmo o CEA, sendo uma proteina pouco imunogénica, pode ser empregada
para se imunizar animais-e¢ gerar resposta citotoxica contra tumores CEA

positivos.
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