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RESUMO

PORCHIA B. F. M. M. Imunoterapia e imunomodulagdo envolvendo a glicoproteina D
(gD) do HSV-1 em formulagdes vacinais voltadas para o controle de tumores associados
ao HPV-16. 2015. 135 f. Tese (Doutorado em Biologia da Relagdo Patogeno-Hospedeiro) —
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de S&o Paulo, Sdo Paulo, 2015.

O céancer cervical é considerado um grande problema de satde pablica e um dos maiores
causadores de mortes relacionadas a tumores em mulheres. Praticamente todos os casos de
cancer cervical, assim como uma proporcdo crescente de tumores na regido anal e
cabeca/pescoco, estdo associados a infecc¢do pelo virus do papiloma humano (HPV), sendo o
HPV-16 e 18 o0s genOtipos mais comumente relacionados a esses tumores. Apesar da alta
eficacia na prevencédo da infecgdo pelo HPV, as vacinas profilaticas ndo beneficiam mulheres
ja infectadas com o virus ou que ja apresentam lesGes precursoras ou cancer. Desta forma, a
busca de novas abordagens imunoterapéuticas para o controle de tumores induzidos pelo HPV
ainda é uma prioridade. O principal objetivo desta tese foi aumentar a eficacia antitumoral
terapéutica conferida pela proteina gDE7, obtida apds fusdo genética da oncoproteina E7 do
HPV-16 com a proteina gD do envelope do HSV-1, por meio da associacdo de adjuvantes
vacinais em formulacOes testadas em condicGes experimentais com uma linhagem celular
tumoral (TC-1). A proteina gDE7 foi produzida e purificada a partir de uma linhagem
laboratorial recombinante de Escherichia coli e, em seguida, testada em associacao a diferentes
adjuvantes. A formulacdo vacinal baseada na proteina gDE7 coadministrada ao adjuvante
poly(l:C) conferiu protecdo antitumoral completa aos camundongos previamente desafiados
com células TC-1 e foi mantida mesmo ap6s aumento do intervalo entre o desafio e a primeira
dose de imunizacdo. A formulagdo vacinal composta pela proteina gDE7 coadministrada ao
poly(l:C) induziu resposta de linfocitos T CD8* E7-especificos polifuncionais, com forte
atividade citotoxica e de fendtipo de memdria efetora/efetor. Além disto, a formulacéo vacinal
promoveu o controle indireto da expansao de células supressoras do sistema imune induzidas
pelo crescimento do tumor. Por outro lado, a administragdo do adjuvante poly(l:C) nao
apresentou qualquer efeito colateral deletério nos camundongos imunizados. Por fim, foi
demonstrado que a proteina gDE7 ativa de forma especifica a subpopulacdo de células
dendriticas especializada na apresentacdo cruzada de antigenos para linfécitos T CD8", tanto
em camundongos como em seres humanos. Portanto, os resultados indicaram que o efeito
antitumoral conferido pela vacina esta relacionado tanto a ativacao de respostas imunologicas
capazes de reconhecer e destruir células tumorais como, concomitantemente, controlar as
respostas imunossupressoras desencadeadas pelo crescimento do tumor. Esses resultados abrem
perspectivas para o emprego da proteina gD como plataforma vacinal para o controle de
tumores induzidos pelo HPV-16.

Palavras-chave: Cancer cervical. HPV-16. Imunoterapia. E7. gD. HSV-1.



ABSTRACT

PORCHIA B. F. M. M. Immunotherapy and immunomodulation involving glycoprotein D
(gD) of HSV-1 in vaccine formulations directed to HPV-16-associated tumors control.
2015. 135 p. Ph. D. thesis (Host-Pathogen Relationship Biology) — Instituto de Ciéncias
Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, S&o Paulo, 2015.

Cervical cancer is considered a major public health problem and one of the leading causes of
cancer death in women. Virtually, all cases of cervical cancer, as well as a growing share of
anal and head/neck tumors, are associated with human papillomavirus (HPV) infection, mainly
by HPV-16 and 18, the two most commonly genotypes related to tumors. Despite the
effectiveness of prophylactic vaccines in preventing HPV infections, such vaccines do not
benefit those already infected or bearing precursor lesions or cancer. Thus, the search for new
immunotherapeutic approaches that control HPV-induced tumors is still a priority. The main
goal of this thesis was the improvement of a therapeutic antitumor vaccine based on gDE7
recombinant protein, generated after fusion of the HPV-16 E7 oncoprotein with the gD type 1
HSV envelope protein, in formulations admixed with adjuvants under experimental conditions
with a tumor cell line (TC-1). The gDE?7 protein was expressed and purified from a recombinant
Escherichia coli laboratory strain, and then tested in combination with different vaccine
adjuvants. The gDE7 protein admixed with poly(l:C) conferred complete therapeutic antitumor
protection to mice previously challenged with TC-1 cells and the effect was maintained even
after a prolonged interval between tumor implantation and the first immunization dose. The
vaccine formulation comprised by gDE7 admixed with poly(l:C) induced polyfunctional E7-
specific CD8* T cells with strong cytotoxic activity and effector/effector memory phenotype.
In addition, the vaccine formulation had a negative impact on the expansion of immune
suppressor cells induced by the tumor growth. On the other hand, poly(l:C) administration did
not show any deleterious side effects in immunized mice. Finally, it was also demonstrated that
the gDE7 protein activated a specialized dendritic cell subset involved in specific antigen cross-
presentation to CD8* T cells, both in mice and humans. Thus, the results indicated that the
antitumor effects conferred by the vaccine is related both to the activation of immune responses
capable to recognize and destroy specifically tumor cells and to, concomitantly, control of
immune suppressor responses deployed by the tumor growth. These results open perspectives
for the use of the gD protein use as a vaccine platform for the control of HPV-16-induced
tumors.

Keywords: Cervical cancer. HPV-16. Immunotherapy. E7. gD. HSV-1.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Regulacédo do sistema imune mediada pelo receptor HVEM............ccccoiniiiiiennn. 29
Figura 2. Regime vacinal utilizado na maioria dos ensaios de imunizagao............c.c.cecvervenee. 36
Figura 3. Obtencdo da proteina de fusdo gDE7 a partir do extrato insoltvel de E. coli............. 47
Figura 4. Obtencéo da proteina gD a partir do extrato insoltvel de E. COli..........ccccoeriinnnnne. 48
Figura 5. Obtencgdo da proteina E7 a partir do extrato soltvel de E. COli.........ccccceviriinnnnnne 49

Figura 6. Efeito antitumoral terapéutico promovido pela coadministracdo da proteina gDE7 a

diferentes adjuvantes vacinais em camundongos desafiados com as células TC-1

Figura 7. Resposta humoral sistémica E7-especifica desencadeada pela imunizagdo com as
proteinas gDE7 e E7 coadministradas ou ndo ao Poly(l:C).......cccevviveieeieiie e 54
Figura 8. A imunizacdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) confere 100% de
protecdo antitumoral terapéutica e ativa linfocitos T CD8" E7-especificos em camundongos
desafiados COM CEIUIAS TC-1 ....oviiiiiiicicice e anes 56
Figura 9. Duas doses da proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) confere 100% de protecédo
antitumoral terapéutica e ativa linfécitos T CD8" E7-especificos em camundongos desafiados
COM CEIUIAS TC-Li.niiieiieceee ettt et et et e beareesa e s e e b e s e bestesaennearean 57
Figura 10. Duas doses da proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) conferem protecdo
antitumoral terapéutica completa mesmo com o aumento do intervalo entre o desafio e a
oL L=TT = o (01T OSSPSR 59
Figura 11. A imunizacdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) induz resposta de
linfécitos T CD8" E7-especificos com potencial efetor...........ccoevrvreireireiseereeee e, 61
Figura 12. A imunizacdo em esquema de prime-boost homdlogo com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) induz maior ativacdo de linfécitos T CD8" E7-especificos
(001 (0] (0 )40 <SS 62
Figura 13. A imunizacdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) ativa maior
proporcdo de linfocitos T CD8* E7-especificos polifuncionais..............ccccvevveevieerceiceieeeneane, 66
Figura 14. A imunizagdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) induz a ativacdo
de linfocitos T CD8" de memoria efetora / €fetores..........ccooevveiiiviciiceicice e 68
Figura 15. A protecdo antitumoral terapéutica induzida pela imunizagdo com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) é independente de linfécitos T CD4* helper e dependente de
[INFOCITOS T CD8™ ... ettt b et st e sttt seereerens 72



Figura 16. A imunizagdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) induz infiltracdo
significativa de linfécitos T CD8" ET7-especificos para 0 microambiente
EUMOTAL... ettt b e e st e et e be st e st bt et e e neeneeneas 74
Figura 17. Efeito das imunizacdes em linfocitos T regulatorios sistémicos em camundongos
desafiados COM @S CEIUIAS TC-L.....ciiiiieieiecie et sreens 77
Figura 18. Efeito das imunizages em MDSCs sistémicas em camundongos desafiados com as
(012 (U] - O PSSR P PR PRTR 79
Figura 19. A coadministracdo da proteina gDE7 ao poly(l:C) confere protecdo antitumoral
terapéutica completa e ativacdo de linfocitos T CD8" E7 especificos em camundongos TLR4
KO desafiad0os COmM CEIUIAS TC-L.....ciiiiiiieieiese sttt 81
Figura 20. Analise de parametros de seguranca vacinal em camundongos imunizados com o
X0 TNV Lo (=3 1o 1Y/ (O TSP USSTRSSN 84
Figura 21. A proteina gDE?7 liga e ativa com maior eficiéncia a subpopulagdo CD11c* CD8a*
de células dendriticas em relagdo a pProteina E7.........cccccviiieiiiieneiie e 87
Figura 22. A proteina gDE7 liga com maior eficiéncia a subpopulagcdo CD11c" CD8a* de DCs
eM relaCdo @ ProteiNA E7......c.ociiieci et 89

Figura 23. A Polimixina B inibe a ativacdo induzida pelo LPS em DCs de camundongos

Figura 24. A subpopulacdo BDCA3" de células dendriticas sanguineas humanas sdo ativadas
mais eficientemente ap6s a incubacdo com as proteinas gD e gDE7..........ccococvveviiieveevie e, 93
Figura 25. A Polimixina B inibe a ativacdo induzida pelo LPS em DCs derivadas de mondcitos

€ SaNQUiNeas NUMANAS IN VITIO..........cviieiiieice ettt sneereas 94



LISTA DE TABELAS

Tabela 1. Quantificacdo de LPS presente nas proteinas gD, gDE7 e E7 utilizadas nos ensaios

in vitro com células dendriticas de camundongos € hUMANAS............cecveeeiveieenieciee e 44

Tabela 2. Avaliacdo de alteracdo de parametros hematoldgicos em camundongos imunizados



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ANOVA — Anadlise de variancia

APC(s) — Antigen presenting cell(s) (célula(s) apresentadora(s) de antigeno)

APC - aloficocianina

BSA — Bovine serum albumin (Albumina de soro bovino)

BTLA — B and T lymphocyte attenuator (Atenuador de linfocitos T e B)

CD - Cluster of differentiation (Grupo de diferenciacao)

CFSE — Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester

CpG — Sequéncia de nucleotideos que contem dinucleotideos CG ndo metilados

CRD - Cysteine rich domain (Dominio rico em cisteina)

CTL — Cytotoxic T lymphocyte (Linfdcito T citotdxico)

DCs — Dendritic cells (Células dendriticas)

DNA — Desoxyribonucleic acid (Acido desoxirribonucleico)

EDTA — Ethylenediaminetetraacetic acid (Acido etileno diamino tetra acético)

ELISA — Enzyme-linked immunoabsorbent assay (Ensaio imunoenzimatico)

ETEC — Enterotoxigenic Escherichia coli (Escherichia coli enterotoxigénica)

FITC — Fluoresceina

gD — glicoproteina D

GM-CSF — Granulocyte macrophage colony-stimulating factor (Fator estimulador de col6nias
de macréfagos e granulécitos)

GSK - GlaxoSmithKline

HPV — Human papillomavirus (Virus do papiloma humano)

HSP — Heat shock protein (Proteina de choque térmico)

HSV — Herpes simplex virus

HVEM — Herpes virus entry mediator (Mediador da entrada de herpes virus)

IFN-y — Interferon gama

IgG — Imunoglobulina G

IL — Interleucina

INCA — Instituto Nacional do Cancer

IPTG — Isopropyl p-D-1-thiogalactopyranoside (isopropil-beta-D-tiogalactopiranosideo)

LPS — Lipopolissacarideo



LTK63 — Mutante de LT-I com substituicdo pontual do aminoéacido serina pelo aminoécido

lisina na posic¢éo 63 da subunidade

MDSCs - Myeloid-derived supressor cells (Células miel6ides supressoras)

MFI — Median fluorescence intensity (mediana da intensidade de fluorescéncia)

MHC — Major histocompatibility complex (complexo principal de histocompatibilidade)

NF-xB — Nuclear fator kappa B (Fator nuclear kappa B)

NK — Natural killer cells

OVA - Ovalbumina

PE — Ficoeritrina

PBS - Phosphate buffered saline (tampé&o salina fosfato)

PMSF — Phenylmethanesulfonyl fluoride

Poly(I:C) - Polyinosinic:polycytidylic acid

SDS-PAGE - Sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis (separagdo
eletroforética em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de s6dio)

SFB — soro fetal bovino

Th — T helper (T auxiliar)

TLR — Toll-like receptor (Receptor do tipo Toll)

TNF-a — Fator de necrose tumoral alfa

Treg — Células T regulatérias

VLPs — Virus like particles (Particulas semelhantes a virus)



LISTA DE SIMBOLOS

ADbSs92nm — Absorbancia lida a 492 nm
DOsoo — densidade dptica lida a 600 nm
°C — graus Celsius

mm? — milimetros quadrados

kDa — kiloDalton(s)

L — litro(s)
M — molar
m — mili (10°%)

1 — micro(10°®)

n —nano (10°)

pH — potencial hidrogenibnico

psi — pound force per square inch (libra forca por polegada quadrada)
rpm — rotagdes por minuto

% — porcentagem



SUMARIO

(O 1N 20 ] 51U 07:Y0 TR 22
1.1 0 VIRUS DO PAPILOMA HUMANO (HPV) E O CANCER CERVICAL...........c.......... 22
1.2 HPV, CANCER CERVICAL EVACINAS.......co ettt 24
1.3 A GLICOPROTEINA D (GD) DO HSV-1 ... 28
2 OBUIETIVOS ...ttt s et sttt st et e s e bt nenne e 31
3 MATERIAL E METODOS .....ocoiiiieieeeeeiieieseeiess st esisses s ses e ssssssssesssssssn s sensssenns 32
3.1 OBTENC}AO DOS ANTIGENOS EMPREGADOS NOS ENSAIOS DE IMUNIZAC;AO
EM CAMUNDONGOS E IN VITRO.....iiiiiiiiiee ettt e e 32
3.1.1 Linhagem bacteriana e condigdes de CUItIVO ..........ccceevuviieiieiiiie e 32
3.1.2 Purificacéo das proteinas gD, gDE7 e E7 expressas em E. COli ........cccocevvveviiicinennnne 32

3.2 EFEITO ANTITUMORAL TERAPEUTICO DA PROTEINA gDE7 ADMINISTRADA
SOZINHA OU EM ASSOCIACAO A ADJUVANTES EM CAMUNDONGOS

015y =] I SRS PRTTSPRPRN 34
3.2.1 Camundongos utilizados e ensaios de desafio com células TC-1..........cccccevviiveinennnne 34
3.2.2 EXPerimentos de IMUNIZAGOES. ........ccrveiiriiriiiriesiieieiei ettt 35
3.2.3 Isolamento de células do DAGO..........cccoiriiiiiie e 36
3.2.4 Intracellular cytokine staining (ICS) de amostras de sangue periférico e bago.......... 36
3.2.5 Ensaio de CitotoXiCidade IN VIVO ........cccviiiiiiiiiiieeeie e 37
3.2.6 Analise de resposta de linfocitos T CD8* polifuncionais.............cccccevveveeveiieiecinennnn, 38
3.2.7 Imunofenotipagem dos linfécitos T CD8* E7-eSPeCifiCoS......c.cvvvereiieieiiireieieienn 38
3.2.8 Processamento de tumores em mMatrigel...........ocoovviiiiiiiiiie e 39
3.2.9 CEIUIAS SUPIESSOFAS......ccveeviiuieiiieiteettesteeste et e steeste st e s teeste e e e sbeessesssesreestesseesreenesneessaeneens 39
3.2.10 Cytokine Beads Array (CBA).......cooi ettt ste ettt sraenne s 40
0 T N TSP 40
3.3 ANALISE DE PARAMETROS DE SEGURANCA VACINAL NOS CAMUNDONGOS
IMUNIZADOS COM O ADJUVANTE POLY (LC).eeiviieiieieiee et 41
3.3.1 ANAlises NEMALOIOQICAS. .......ccveivieiieciccie ettt sraeae s 41

3.3.2 Testes bioquimicos para analise de funcdo hepética, renal e lactato
ESTATOGENASE. .....cveneete ettt b bbbt b et e e e et e bbbttt neene e e 41
3.4 ESTUDO DO EFEITO ADJUVANTE DA PROTEINA gD — FOCO EM CELULAS
DENDRITICAS (DCS)....couvicvieeeesssieeessesteses s tesessessssesssses s sesssssssssssssssssssssssnssssssssasensas 41



3.4.1 Isolamento de células dendriticas de CamuNAONGOS ........c.cccerverererienereneseeeeeeseeeas 41
3.4.2 Ensaios de ligacdo em células dendriticas de camundongo..........ccccceevevereieresesnnneas 42
3.4.3 Ativacao de células dendriticas de camundongos iN VItro.........cccccccevvivieieesesieesnennnns 43

3.4.4 Diferenciacao de células dendriticas derivadas de monadcitos humanos (Mo-DCs) in

LT 0 TSR PP PRPRO 44
3.4.6. Quantificacao de LPS contaminante nas proteinas gD, gDE7 e E7.........c.ccccovvvvennne 44
3.5 ANALISES ESTATISTICAS. ...ttt 45
A RESULTADOS ..ottt e e et e e st e e st e e e an b e e e sab e e e ssbeeenneeeesnaeeans 46
4.1 OBTENCAO DOS ANTIGENOS EMPREGADOS NOS ENSAIOS DE IMUNIZACAO
EM CAMUNDONGOS E IN VITRO......cotiiiiiiiiiiieeis e 46
4.1.1 Obtencdo da proteina de fUSA0 gDET ..o 46
4.1.2 Obtencéo da proteina gD recOmMbINANTE.........cccoviiiiiiiiee e 47
4.1.3 Obtencdo da proteina E7 recombinante.............cccccoovveiiiii s 48

4.2. EFEITO ANTITUMORAL TERAPEUTICO DA PROTEINA gDE7 ADMINISTRADA
EM ASSOCIAQAO A DIFERENTES ADJUVANTES EM CAMUNDONGOS
(O = T I TP 49
4.3. EFEITO ANTITUMORAL TERAPEUTICO DA FORMULAQAO VACINAL
CONSTITUIDA PELA PROTEINA RECOMBINANTE gDE7 EM ASSOCIACAO AO
POLY (11C) ittt bbbttt ettt s e bt n et a et b e r et et ne e 52
4.3.1 Resposta imunoldgica humoral E7-especifica em camundongos imunizados pela via
subcutanea com as proteinas gDE7 e E7 coadministradas ou ndo ao adjuvante
0101 1Y/ (O TSP 52
4.3.2 Resposta imunologica celular E7-especifica e protecdo antitumoral terapéutica em
camundongos imunizados pela via subcutdnea com as proteinas gDE7 e E7
coadministradas ou NA0 0 POIY(1:C)....oiuiiiiiiiiiiiiiie e 54

4.3.2.1 Efeito antitumoral terapéutico e ativacdo de respostas de linfécitos T CD8* E7-

BSPECITICOS. ..ttt ettt e e te e e e re e r e re e te e e e nraens 54
4.3.2.2 Avaliacao da atividade citotoxica dos linfocitos T CD8" E7-especificos ..........c.......... 60
4.3.2.3 Avaliacao do perfil polifuncional dos linfécitos T CD8" E7-especificos ...........c...c...... 63

4.3.2.4 Imunofenotipagem dos linfocitos T CD8*E7-eSPecifiCoS........cccceveivecieiieiiiiececeeveania 67



4.3.2.5 Contribuicdo dos subtipos de linfocitos T na protecdo antitumoral mediada pela

proteina gDE7 coadministrada a0 POIY(1:C).....ouiiiiiiiiiieeseeee e 70
4.3.2.6 Avaliacdo da presenca de linfécitos T CD8* E7-especificos no microambiente
100120 - | PSPPSRSO 72
4.3.2.7 Efeito das imunizacgdes sobre células imunoSSUPIeSSOras.........ccovveerereeererierenenienens 75
4.3.2.8 Impacto da presenca de LPS na resposta antitumoral terapéutica.............cccccceeueeneee. 79
4.4 ANALISE DE PARAMETROS DE SEGURANCA VACINAL NOS CAMUNDONGOS
IMUNIZADOS COM O ADJUVANTE POLY (LC).eeiviieiieieieie et 81
4.4.1 ANALISES NEMALOIOGICAS. ......cviieiiiieiieiccie ettt 82

4.4.2 Testes bioquimicos para andlise de funcdo hepética, renal e lactato

(o [Ty o [ o0 T<] T =TSSR 83
4.5 ESTUDO DO EFEITO ADJUVANTE DA PROTEINA gD — FOCO EM CELULAS
DENDRITICAS (DCS)....couveveviieeseeeteeiese st asses st s ssae s sssse s st ssssss s s ssnen o 84

4.5.1 Efeito das proteinas gD, gDE7 e E7 em subpopulagdes de células dendriticas de
(o7 1 410 0o (o] 1 o [0 <SSP RS 84
4.5.1.1 A polimixina B neutraliza os efeitos do LPS “in vitro” em culturas de células dendriticas
A& CAMUNTONGOS. ...ttt bbb bbbt b e bbb 89
4.5.2 Efeito das proteinas gD, gDE7 e E7 em células dendriticas derivadas de mondcitos
(MoDCs) e subpopulaces de células dendriticas sanguineas humanas.............cc.ccceveeneen. 91

4.5.2.1. A polimixina B neutraliza os efeitos do LPS “in vitro” em culturas de células

AeNAritiCAS NUMANES. ... ...eiuiiiieieie et sttt et et sbesbesnenreas 94
5 DISCUSSAD. ...t 95
6 CONSIDERAQ()ES FINAIS . e 101
REFERENCIAS ..ottt sttt s s s et nees e seneas s 102
APENDICE A — SUMUIA CUMTICUIAN. .........ovvieereevceeseceeeeeeee e 116

APENDICE B — Artigos publicados durante 0 doutorado..............cc.ccceeevreerrereeerecreresienene. 118



22
INTRODUGAO

1 INTRODUCAO

1.1 O VIRUS DO PAPILOMA HUMANO (HPV) E O CANCER CERVICAL

O cancer cervical é considerado um sério problema de satde publica e um dos maiores
causadores de mortes relacionadas a tumores em mulheres. Aproximadamente 490.000 novos
casos de cancer de colo de Utero sdo diagnosticados, causando em torno de 270.000 mortes
todos os anos (ZUR HAUSEN, 2006). Foi estimado pelo INCA que em 2014 houve 15.590
novos casos de cancer cervical no Brasil com a morte de 5.160 mulheres no ano de 2011.

A relagdo entre o virus HPV e o cancer cervical foi reportada pela primeira vez no
inicio da década de 1970 por Harold zur Hausen (ZUR HAUSEN, 2009). O seu grupo de
pesquisa foi o primeiro a demonstrar que verrugas genitais continham genes do HPV
(GISSMANN; ZUR HAUSEN, 1980) e também a descobrir a relacdo da infecgdo pelo HPV e
o cancer cervical (DURST et al., 1983). De la para c4, muitos estudos mostraram que 0 virus
do papiloma humano (HPV) esta presente em 99% dos casos clinicos, sendo considerado o
agente etiologico do cancer cervical (LIN et al., 2010). Além disso, 90% dos casos de cancer
de anus e em uma proporcdo crescente dos canceres de cabeca e pescogo também estdo
relacionados ao virus HPV.

Dentre os mais de 200 genétipos de HPV ja identificados, acredita-se que 40 possuam
afinidade pelo epitélio anogenital e aproximadamente 12 genotipos sdo considerados
carcinogénicos. Logo, os gendtipos de HPV sdo classificados como alto risco (genétipos 16,
18, 33, 45, entre outros) e baixo risco (genotipos 6, 11, 29, 63, 65, entre outros), dependendo
da propensdo em desencadear tumores em diferentes sitios anatbmicos (EGAWA et al., 2015;
LIN etal., 2010; SMITH et al., 2007; ZUR HAUSEN, 1996). Estima-se que 70% dos casos de
neoplasias intraepitelial cervical (CIN) e tumores cervicais estdo associados aos genétipos de
alto risco 16 e 18.

A maioria das infec¢des por HPV ¢ transiente, cerca de 90% delas séo eliminadas em
até 2 anos sem qualquer intervencdo (MOSCICKI et al., 2004). No entanto, algumas infeccdes
persistem e podem modificar o epitélio cervical dando origem a CINs ou lesdes intraepiteliais
escamosas (SIL), que na maioria dos casos, sdo assintomaticas e sdo diagnosticadas pelo exame
de Papanicolau. Se ndo diagnosticadas, as les6es precursoras podem evoluir para lesdes de alto

grau e carcinoma cervical in situ, ainda localizado. Os tumores se tornam metastaticos a partir
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do momento que as células tumorais ultrapassam a membrana basal do epitélio e alcancam a
circulagdo sanguinea e linfatica. Este processo de evolugdo tumoral é lento, mas ocorre em uma
proporcéo significativa de pacientes com carcinoma cervical in situ.

A progressdo de lesdes precursoras para tumores invasivos esta relacionada com a
integracdo do genoma do HPV ao genoma da célula hospedeira, com perda de alguns genes
virais neste processo. O potencial de malignizagdo aumenta com a inativacdo do gene E2,
responsavel pela regulacdo da expressao das oncoproteinas E6 e E7, que passam a ser expressas
de forma constitutiva. A expressao continua de E6 e E7 dos gendtipos de HPV de alto risco
pode induzir a malignizacdo celular e levar ao desenvolvimento de lesdes e do cancer cervical
(HOWLEY et al.,, 1991). O processo de malignizacdo das células infectadas ocorre
principalmente quando as oncoproteinas E6 e E7 dos genétipos de alto risco inativam 0s
produtos dos genes p53 e pRb, respectivamente, levando ao descontrole do crescimento celular.
A expressao da proteina E6 pelas células infectadas resulta na degradacéo da proteina p53 e o
ciclo celular passa a ocorrer sem reparos. Além disso, a oncoproteina E6 é capaz de degradar a
proteina pro-apoptética BAK (JACKSON et al., 2000) e ativar a telomerase (VELDMAN et
al., 2010). Por sua vez, a oncoproteina E7 interage com a proteina do retinoblastoma (pRb) e
causa a liberacdo do fator de transcricdo E2F, fator responsavel pela transcricdo de genes que
atuam na replicacdo dos cromossomos. A liberacdo do E2F causa perturbacdo do ciclo celular
através de estimulo excessivo para a proliferacdo dos queratindcitos infectados (YUGAWA,;
KIYONO, 2009). Acredita-se que estas interacOes, apesar de nao serem suficientes,
desempenhem um papel fundamental no processo de carcinogénese das células infectadas pelo
HPV.

As células que desempenham papel fundamental no processo de eliminagéo de lesdes
precursoras e tumores induzidos pelo HPV fazem parte tanto do sistema imune inato quanto do
sistema imune adaptativo. Em verrugas genitais e lesbes cervicais precursoras que regridem
espontaneamente sdo encontradas maiores frequéncias de macréfagos M1, linfécitos T CD4*
com perfil Th-1 e linfécitos T CD8" citotoxicos infiltrados (BUONAGURO et al., 2011; VAN
DER BURG; MELIEF, 2011). Os macrofagos M1 possuem um fenotipo pré-inflamatorio e
secretam mediadores solUveis que recrutam outras células efetoras para o local da lesdo, como
linfocitos T e células natural killers (NKs). Os linfocitos TCD4" sdo essenciais na montagem
de respostas imunolodgicas antitumorais porque sustentam a atividade efetora dos CTLs, ativam

células efetoras do sistema imune inato e auxiliam no desenvolvimento de células de memoéria.
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De fato, a importancia deste subtipo de linfocitos fica clara em pacientes soropositivos para o
HIV que, com a diminuicdo dos linfécitos T CD4", apresentam aumento da incidéncia de
infec¢Oes por HPV e de tumores cervicais (VAN DER BURG; PALEFSKY, 2009). Por sua
vez, os linfécitos T CD8* citotdxicos sdo pecas importantes na imunidade antigeno-especifica,
e tém papel fundamental na regressdo de lesdes associadas ao HPV (DELIGEOROGLOU et
al., 2013).

O escape da imunovigilancia esta intimamente relacionado com a capacidade dos
tumores cervicais em impedir um processo inflamatdrio necessario para a maturacao de células
apresentadoras de antigenos (APCs), e consequentemente, a ativacao de respostas antitumorais
efetoras (TINDLE et al., 2002). Além disso, varios estudos mostraram que ha um aumento no
namero de linfocitos T regulatdrios, células mieldides supressoras (MDSCs) e macréfagos M2,
na interface entre tumores cervicais e 0 sistema imune ou infiltrados nos tumores
(BATTAGLIA et al., 2009; STONE et al., 2014; VAN DER BURG et al., 2007). E ainda, na
transicdo do epitélio normal e o carcinoma cervical foram encontradas baixas concentracdes de
IFN-y e aumento de IL-10, citocina capaz de inibir a sintese de citocinas pro-inflamatérias,
suprimir apresentacdo de antigenos pelas APCs, recrutar MDSCs e bloquear respostas efetoras
(BOLPETTI etal., 2014; KOBAYASHI et al., 2008; SCOTT et al., 2009; STONE et al., 2014).
Somente 25% das lesdes precursoras regridem espontaneamente em decorréncia de respostas
antitumorais naturais (TRIMBLE et al., 2010). Fato que refor¢ca o papel do microambiente
imunossupressor promovido pelos tumores cervicais no escape da vigilancia do sistema imune.
Neste contexto, as imunoterapias ativas, incluindo as vacinas terapéuticas, podem reverter o
escape da imunovigilancia por meio da modulacdo do sistema imune e inducdo de respostas
antigeno-especificas, capazes de promover a regressdo e eliminacao das lesdes induzidas pelo
HPV (VAN DER BURG; PALEFSKY, 2009).

1.2 HPV, CANCER CERVICAL E VACINAS

O HPV possui dois genes de expressdo tardia que codificam as proteinas L1 e L2 do
capsideo, expressas nas camadas mais superficiais do epitélio infectado. Tanto L1 como L2
possuem epitopos reconhecidos por anticorpos neutralizantes, e por isso, tornaram-se alvos
atraentes para o desenvolvimento de vacinas que impegam a infecgdo pelo HPV. Existem

atualmente duas vacinas profilaticas disponiveis no mercado, e ambas sdo compostas por
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particulas virais recombinantes ndo infecciosas denominadas virus-like particles (VLPs). Estas
VLPs sdo compostas majoritariamente pela proteina L1 que quando expressa em células
eucariotas, promovem um arranjo estrutural tomando a forma do capsideo viral do HPV. A
primeira vacina profilatica a ser licenciada, a Gardasil da Merck (Merck & CO., Whitehouse
Station, NJ, USA) é uma vacina quadrivalente composta por VLPs dos genétipos 6, 11, 16 e 18
produzidos em células de levedura. A segunda, Cervarix, produzida pela GlaxoSmithKline
(GSK, Filadélfia, PA, Estados Unidos) é uma vacina bivalente composta por VLPs dos
gendtipos 16 e 18 produzidos em células de inseto e contém o adjuvante hidroxido de aluminio
associado ao monofosforil lipidio A (AS04). Essas vacinas induzem resposta robusta de
anticorpos neutralizantes e sdo altamente eficazes na prevencdo da infeccdo dos respectivos
genotipos de HPV (PINTO et al., 2003; PINTO et al., 2005; VILLA et al., 2005; VILLA et al.,
2006). Com a intencdo de evitar futuras infecgdes pelos virus e prevenir o aumento dos casos
de cancer cervical, em 2014, o Ministério da Satde do Brasil adotou a campanha de vacinagédo
contra 0 HPV com a utilizacdo da vacina bivalente Cervarix. Apesar da alta eficacia na
prevencdo da infecgdo pelo HPV, as vacinas profilaticas ndo beneficiam mulheres ja infectadas
com o virus ou que ja apresentam lesGes precursoras. Portanto, o desenvolvimento de novas
terapias é desejavel e necessario.

As vacinas terapéuticas buscam impedir ou controlar o crescimento de lesbes/tumores
induzidos pelo HPV pela ativacéo de respostas imunoldgicas do tipo celular, particularmente
de linfécitos T CD8" citotoxicos. As oncoproteinas E6 e E7 do HPV-16 sdo consideradas
antigenos ideais para vacinas terapéuticas contra tumores cervicais devido as seguintes
caracteristicas: 1) sdo antigenos expressos constitutivamente em lesGes precursoras e tumores
cervicais, pois possuem papel crucial na malignizacdo das células tumorais; I1) sdo antigenos
especificos de células infectadas ou tumorais, e ndo de células sadias e Il1) representam
proteinas ndo-proprias ao hospedeiro, desta forma, os riscos de inducdo de autoimunidade
podem ser menores. Por estas razdes, E6 e E7 sdo o0s antigenos mais comumente empregados
no desenvolvimento de vacinas terapéuticas contra tumores associados ao HPV (HUNG et al.,
2007; LIN et al., 2010; TINDLE et al., 2002).

Algumas vacinas terapéuticas ja foram testadas em ensaios clinicos contra tumores
induzidos por HPV, mas até 0 momento nenhuma estratégia vacinal demonstrou resultados
satisfatorios para uso em humanos. Estes ensaios mostraram a inducdo de respostas

imunoldgicas especificas contra antigenos do HPV, como anticorpos, células T CD4" ou T
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CD8*, mas a regressao completa das lesGes ainda precisa ser demonstrada (BAGARAZZI et
al., 2012; DE JONG et al., 2002; GOLDSTONE et al., 2002; KENTER et al., 2008; KIM et al.,
2014; SHEETS et al., 2003; WELTERS et al., 2008). Portanto, a descoberta de formulagdes
vacinais terapéuticas com eficdcia comprovada ira mudar radicalmente as estratégias de
tratamento do cancer cervical, atualmente baseadas em cirurgias, radioterapias, quimioterapias
ou uma combinacdo destas. Além da alta morbidade, esses tratamentos sdo de alto custo e
traumaticos para o paciente.

Neste cenério, o Laboratdrio de Desenvolvimento de Vacinas do Instituto de Ciéncias
Biomédicas da USP desenvolveu duas vacinas com potencial terapéutico contra tumores
associados ao HPV-16, uma baseada em vacina de DNA (DINIZ et al., 2010, DINIZ et al.,
2013) e outra baseada em proteina recombinante purificada (PORCHIA et al., 2011). Ambas
estratégias sdo baseadas na expressdo de uma proteina hibrida, resultado da fusdo genética da
glicoproteina D (gD) do Herpes simplex virus -1 (HSV-1) com a oncoproteina E7 do HPV-16,
capazes de ativar células T CD8* E7-especificas e gerar efeito antitumoral terapéutico em
camundongos tratados. Em relacdo a estratégia baseada em proteina recombinante purificada,
a imunizacdo com a proteina gDE7 conferiu protecdo preventiva completa (100%) em
camundongos imunizados e desafiados com a linhagem tumoral TC-1. Por outro lado, a
abordagem terapéutica conferiu protecdo antitumoral parcial (30%) aos camundongos
desafiados e imunizados com quatro doses da proteina gDE7, sem a utilizacdo de adjuvantes
vacinais (PORCHIA et al., 2011). A prote¢do antitumoral foi relacionada a ativacdo simultanea
de linfécitos T CD8" E7-especificos sistémicos e também a propriedades adjuvantes da proteina
gD geneticamente fusionada ao antigeno E7. Os resultados obtidos indicaram que o potencial
terapéutico da proteina gDE7 poderia ser aumentado pela incorporacao de adjuvantes vacinais.

As vacinas baseadas em proteinas recombinantes purificadas tém vantagens sobre as
vacinas baseadas em peptideos porque apresentam todos 0s epitopos potenciais para o
processamento do antigeno e ativacdo de células do sistema imunoldgico. Além disso, as
vacinas baseadas em proteinas recombinantes purificadas sdo mais seguras em relacdo as
vacinas baseadas em vetores virais ou bacterianos. Por outro lado, a ativacdo de respostas
citotoxicas €, muitas vezes, deficiente. Uma alternativa comumente utilizada para contornar
este problema é o emprego de adjuvantes adequados para a ativagdo de linfocitos T.

A coadministracdo de um adjuvante vacinal pode melhorar a eficacia de imunoterapias

contra o cancer. O poly(l:C) (polyinosinic:polycytidylic acid) € uma molécula sintética analoga
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ao RNA de dupla fita viral, agonista de Toll like receptor 3 (TLR3) e ligante do receptor
citoplasmatico melanoma differentiation-associated portein 5 (MDA-5) (CHEEVER et al.,
2008; PICHLMAIR; REIS E SOUZA, 2007). O poly(l:C) foi incluido no ranking do U.S.
National Cancer Institute como o agente de maior potencial imunoterapéutico no tratamento de
diversos tipos de cancer (CHEEVER et al., 2008). Essas moléculas podem ter efeito direto em
células tumorais que expressam os receptores TLR3 e MDA-5 funcionais, promovendo a
inibicdo do crescimento tumoral e a indugdo de apoptose (CHENG; XU, 2010; SMITS et al.,
2007). A inducdo de apoptose de alguns tipos de células tumorais mediada pelo poly(l:C) pode,
indiretamente, contribuir para a geracdo de respostas imunes antitumorais devido a maior
disponibilidade de antigenos tumorais para captura e processamento pelas APCs. Além do
efeito citotdxico em células tumorais, a potencializagdo das respostas imunes inata e adaptativa
é considerada o principal mecanismo antitumoral do poly(l:C). O efeito destas moléculas ja foi
descrito em diferentes processos e em diferentes células do sistema imune, incluindo células
dendriticas (DCs), NKs e linfocitos T. Estudos demonstraram que o poly(l:C) é capaz de
maturar e ativar eficientemente DCs in vitro (BENWELL et al., 2010), estimular linfécitos T
(SALEM et al., 2009), promover a atividade citotoxica em células NK (LION et al., 2011) e
melhorar a apresentacdo cruzada de antigenos em DCs (McBRIDE et al., 2006). Além disso,
dentre outros agonistas de TLRs, o poly(l:C) é o indutor mais eficiente de interferon do tipo |
(IFN-I) (LONGHI et al., 2009), importante elo entre a resposta imune inata e a adaptativa.
Diversos estudos pré-clinicos e clinicos foram conduzidos com o intuito de mostrar a
eficacia e a seguranca da administracio do poly(I:C) ou poly ICLC (Hiltonol™ — poly(l:C)
estabilizado com poli-L-lisina e carboximetilcelulose) como adjuvante para diversas
imunoterapias contra o cancer (AMM I et al., 2015), inclusive para o cancer cervical. Domingos-
Pereira et al. (2013) reportaram que a instilacdo intravaginal do poly(l:C) ap6s a imunizacao
subcutanea com a proteina E7 induziu um aumento no nimero de linfécitos T CD8* E7-
especificos na mucosa genital de camundongos, quando comparada a imunizagdo com a
proteina E7 sem a instilagdo do poly(l:C). Um outro estudo demonstrou que a coadministracao
do poly(I:C) a peptideos da proteina E7 (BiVax) induziu resposta robusta de linfocitos T CD8*
efetiva contra tumores estabelecidos (CHO et al., 2013). Em 2007, a Nventa
Biopharmaceuticals Corporation, hoje Akela Pharma, realizou um estudo clinico de fase | para
avaliar a seguranca e tolerabilidade de uma imunoterapia composta pela proteina de fuséo

HspE7 coadministrada ao poly ICLC em pacientes com CIN. A administracédo de trés doses da
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proteina HspE7 (500 pg) coadministrada ao poly ICLC (1mg) induziu respostas de linfocitos T
E7-especificos em todos os pacientes envolvidos. (NVENTA BIOPHARMACEUTICALS,
2007). O estudo clinico de fase 1l ndo foi iniciado até o0 momento.

Portanto, o poly(l:C) / poly ICLC contribuir efetivamente na inducdo de respostas
antitumorais como componentes estimuladores em imunoterapias contra o cancer. Embora a
eficdcia destas moléculas a longo prazo ainda ndo tenha sido avaliada, a sua atividade
imunoestimuladora em pacientes torna o poly(1:C)/poly ICLC um bom adjuvante para vacinas

terapéuticas contra o cancer.

1.3 A GLICOPROTEINA D (gD) DO HSV-1

As glicoproteinas do HSV sdo componentes estruturais do envelope do virus e sdo
essenciais no processo de internalizacdo do virus em células permissivas. Elas ligam em
receptores celulares especificos que permitem a fusdo da membrana celular com o envelope do
HSV. A glicoproteina D (gD) interage com trés tipos de receptores: Nectin-1, heparan-sulfato
e HVEM (Herpes Virus Entry Mediator), este Gltimo membro da familia de receptores de
fatores de necrose tumoral (TNFR).

O receptor HVEM e seus ligantes sdo amplamente expressos em células do sistema
imune, incluindo linfécitos T, linfécitos B, mondcitos, macréfagos, células dendriticas, entre
outras (CAl et al., 2008; CAIl; FREEMAN, 2009; TAO et al., 2008). Quando o HVEM, presente
em células dendriticas ou linfocitos, interage com os ligantes LIGHT ou linfotoxina a (LT-a)
sdo gerados sinais estimulatérios que resulta na ativacdo e proliferacdo destas células (DEL
RIO et al., 2010). Por outro lado, quando HVEM interage com BTLA (B and T lymphocyte
attenuator) ou CD160 expressos nos linfocitos T ou B, desencadeia sinais inibitérios que
bloqueiam a ativacdo destes linfécitos, levando-os a um estado de anergia (CAl et al., 2008).
Portanto, o receptor HVEM tem papel importante na regulacdo do sistema imune, podendo
exercer efeitos estimuladores para a proliferacéo, diferenciacdo e sobrevivéncia de células do
sistema imune, bem como o bloqueio de respostas ja iniciadas e manutencdo da homeostase
(MURPHY; MURPHY, 2010) (Figura 1).

Além de interagir com ligantes enddgenos, o receptor HVEM ¢é reconhecido pela
glicoproteina D do HSV (HELDWEIN; KRUMMENACHER, 2008). A gD compete com 0s
ligantes inibidores (BTLA/CD160) pela ligacdo no receptor, mas ndo interfere na interacao dos
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ligantes estimuladores (LIGHT/LT-a) de HVEM. Desta forma, a proteina gD pode favorecer o
aumento da imunogenicidade do antigeno E7 ou outras proteinas a ela fusionadas, por competir
com o BTLA pela interagdo com 0 HVEM, reduzindo os efeitos inibitorios em linfécitos T e B
(LASARO et al., 2008). Por isso, além de intermediar a entrada do HSV, a interagéo da proteina
gD com o HVEM altera a complexa via regulatéria mediada por este receptor, podendo desta

forma, favorecer vias estimuladoras do sistema imune.

BTLA CDIS0O LIGHT
Host
Virus cell I I“
HsV ’g:[ . ) '
i A LTex
. - :
\ Inhibitory ‘. ,‘ ; iy
. signals s b= g -
% from HVEM! \ / K .4
N L pu 2
e - " B ”l ”f
e P - o
i
CRD Co-stimulatory
signals to HVEM
Host cell

HVEM

Figura 1. Regulacéo do sistema imune mediada pelo receptor HVEM. Os ligantes LIGHT e LT-a
interagem com o receptor HVEM pelos dominios ricos em cisteina 2 e 3 (CRD2 e CRD3), 0 que
desencadeia a sinaliza¢do coestimuladora em células que expressam este receptor. Os ligantes BTLA e
CD160 interagem com HVEM pelo dominio N-terminal CRD1 e disparam sinais co-inibidores para
linfocitos T e B. A glicoproteina D também interage com o receptor HVEM por meio do seu dominio
CRDL1 e, desta forma, facilita a entrada do HSV em células que expressem este receptor. Embora 0s
ligantes estimuladores e inibidores interajam com regifes distintas do receptor HVEM, a gD pode
competir com o0 BTLA e CD160 pela ligagdo no HVEM. Fonte: Modificado de Sedy; Spear e Ware
(2008).

Um estudo recente adicionou maior complexidade a esta rede de sinais ao mostrar que
a interacdo de HVEM com os ligantes BTLA, CD160 e a prépria gD também pode disparar
sinais estimulatérios, sem nenhuma influéncia dos ligantes LIGHT ou LT-o (CHEUNG et al.,
2009). Evidéncias in vitro demonstraram que a ligacdo da proteina gD ao receptor HVEM
resultou na ativagdo de NF-kB e na redugdo dos niveis de apoptose em diferentes linhagens
celulares, caracteristicas que podem afetar a entrada do HSV nas células hospedeiras e,
principalmente, nas respostas imunologicas induzidas. (CHEUNG et al., 2009; POLLARA et
al., 2004; SCIORTINO et al., 20084, b).
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Stiles et al. (2010) demonstraram que a interacdo da proteina gD com o receptor
HVEM promove a internalizagdo deste receptor durante a entrada do HSV via endocitose. A
baixa disponibilidade de HVEM na superficie celular tem consequéncias potencialmente
importantes na modulacdo do sistema imune, devido a acessibilidade restrita dos ligantes a este
receptor. Pelo fato dos ligantes LIGHT e LT-a promoverem sinais estimulatorios ao interagirem
com outros receptores celulares, foi proposto que a sinalizago inibitdria, induzida pela ligagcdo
exclusiva de BTLA, ¢ a principal fungdo do receptor HVEM (WANG et al., 2005). Portanto, a
interacdo da proteina gD com o receptor HVEM pode induzir sinais de sobrevivéncia para as
células que expressam este receptor (DCs, linfdcitos T) e diminuir a interacdo do BTLA com o
HVEM pela internalizacdo deste receptor. Estes dois fatores tém potencial para aumentar a

intensidade de respostas baseadas em linfécitos T e B.
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2 OBJETIVOS

O objetivo principal deste trabalho de tese foi aumentar a eficacia antitumoral

terapéutica conferida pela proteina gDE7 por meio da associa¢do de adjuvantes vacinais em

formulacGes testadas em condicOes experimentais com tumores associados ao HPV-16. Uma

vez identificada a formulacdo vacinal com maior eficacia terapéutica antitumoral, procurou-se

avaliar os mecanismos envolvidos nas respostas imunologicas protetoras.

Dentre as etapas experimentais especificas realizadas para a conclusdo deste estudo

estao:

A obtencdo das proteinas gD, gDE7 e E7, empregadas nos ensaios de
imunizacdo e in vitro, por meio de super-expressdo em E. coli seguida de
purificagdo por cromatografia de afinidade;

Avaliacdo do efeito antitumoral terapéutico da proteina gDE7 associada a
adjuvantes vacinais com diferentes formas de estimulacdo do sistema imune:
CpG, peptideo LAH4, um variante atéxico da toxina LT de E. coli (ETEC)
(LTK63) e o poly(l:C) em formulagbes vacinais administradas por via
subcutanea.

Avaliacdo do efeito antitumoral terapéutico e de respostas imunoldgicas
(humoral e celular) desencadeadas pela formulacdo vacinal constituida pela
proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C).

Analise de alguns parametros de seguranca vacinal indicativos de toxicidade
relacionada ao emprego do adjuvante poly(l:C).

Estudo do efeito adjuvante do componente gD da proteina de fusdo gDE7 em
células dendriticas de camundongos e de sangue periférico de doadores

humanos saudaveis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 OBTENGCAO DOS ANTIGENOS EMPREGADOS NOS ENSAIOS DE IMUNIZAGAO
EM CAMUNDONGOS E IN VITRO

3.1.1 Linhagem bacteriana e condicdes de cultivo

A linhagem de E. coli utilizada nos ensaios de expressdo das proteinas gD, gDE7 e E7
foi a BL21(DE3). Em todos os ensaios realizados, a linhagem BL21(DE3) foi cultivada em
meio Luria Broth (LB) (1% triptona, 0.5% extrato de levedura, 171 mM NaCl, pH 7.0) por um
periodo de aproximadamente 18 horas a 37 °C sob agitagdo intensa (200 rpm) em agitador
orbital. As linhagens recombinantes foram rotineiramente cultivadas em meio LB

suplementado com canamicina (50pg/mL).

3.1.2 Purificacdo das proteinas gD, gDE7 e E7 expressas em E. coli

O protocolo a seguir foi adaptado para melhorar os processos de purificacdo das
proteinas gD, gDE7 e E7 previamente descritos por nds (PORCHIA et al., 2011). A expressao
das proteinas foi induzida com 0,5 mM de Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) apds
as culturas atingirem DOsoo de 0,5, por 3-4 horas. A expressdo das proteinas gD, gDE7 e E7
recombinantes foi escalonada para 4 L de volume de cultura. Para a extracdo das proteinas gD
e gDE?7, os sedimentos bacterianos foram ressuspendidos em 10% do volume original de cultura
em tampéo A (Tris 100 mM; NaCl 500 mM; pH 9 para a gD e Tris 100 mM; NaCl 500 mM,;
pH 7,5 para a gDE7) acrescido do inibidor de proteases phenylmethylsulphonyl fluoride
(PMSF) a uma concentracdo final de 1 mM, lisozima a 0,1mg/mL, DNAse (1,75U/4L cultura)
e cloreto de magnésio a 20mM. A suspenséo foi mantida em banho a 37 °C durante 30 minutos.
Em seguida adicionou-se 0,1% de Triton X-100 e as células foram rompidas mecanicamente
em homogeneizador a 6.000 psi por 10 minutos. A fracdo soltvel dos extratos bacterianos foi
separada da fracdo insolvel por centrifugagdo a 10.000 rpm por 40 min a 4 °C. A fragéo
insoldvel das culturas foram submetidas a solubilizacdo em 1% do volume original de cultura
com tampéo A; (ureia 8M; Tris 100 mM; NaCl 500 mM; pH 9 para a gD e ureia 8M; Tris 100
mM; NaCl 500 mM; pH 7,5 para a gDE7) sob agitagéo a 4 °C por aproximadamente 18 horas.
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O extrato obtido foi clarificado através de centrifugagdo a 10.000 rpm por 30 minutos e filtracdo
em membrana de acetato celulose (diametro dos poros: 0,45 e 0,22 um - Millipore). As
proteinas contidas no extrato clarificado foram aplicadas em coluna Histrap HP (GE Healthcare
Life Sciences, Schenectady, New York, U.S.) de cromatografia de afinidade ao niquel,
previamente equilibrada com o tampdo A1, em um AKTA FPLC (GE). Apos a injecdo da
amostra, a coluna foi lavada com tampéao A e entdo com um gradiente linear do tampdo A: ao
B (ureia 8M, Tris 100 mM, NaCl 500 mM e Imidazol 1 M pH 9 para a gD e ureia 8M, Tris 100
mM, NaCl 500 mM e Imidazol 1 M pH 7,5 para a gDE7) para a eluicdo das proteinas
recombinantes.

Em seguida, as fracBes das proteinas purificadas foram homogeneizadas e submetidas a
filtracdo tangencial (Millipore LabScale TFF System) com membranas Pellicon (Merck
Millipore, Darmstadt, Alemanha) de corte de 10k para a troca gradual do respectivo tampéo Az
pelo respectivo tampdo A. O processo de refolding das proteinas ocorreu retirando
gradualmente o agente desnaturante através de tampdes com concentragdes decrescentes de
ureia. Para o refolding da proteina gD utilizamos os tampdes: ureia 4 M Tris 100 mM NaCl 500
mM pH 9; ureia 2 M Tris 100 mM NaCl 500 mM pH 9; ureia 1 M Tris 100 mM NaCl 500 mM
glicerol 10% pH 9 e Tris 100 mM NaCl 500 mM glicerol 10% pH 9. Para o refolding da proteina
gDE?7 utilizamos os tampdes: ureia 4 M Tris 100 mM NaCl 500 mM pH 7,5; ureia 2 M Tris
100 mM NaCl 500 mM pH 7,5; ureia 1 M Tris 100 mM NaCl 500 mM glicerol 10% pH 7,5 e
Tris 200 mM NaCl 500 mM glicerol 10% pH 7,5.

Para a purificacdo do antigeno E7, o sedimento bacteriano foi ressuspendido em 10%
do volume original de cultura em tampdo A (Tris 100 mM; NaCl 500 mM; pH 7,5) acrescido
de inibidor de proteases PMSF a 1 mM, lisozima a 0,1mg/mL, DNAse (1,75U/4L cultura) e
cloreto de magnésio a 20mM. A suspensao foi mantida em banho a 37 °C durante 30 minutos.
Em seguida adicionou-se 0,1% de Triton X-100 e as células foram rompidas mecanicamente
em homogeneizador conforme descrito anteriormente. O extrato sollvel obtido contendo a
proteina E7 foi clarificado através de centrifugacdo a 10.000 rpm por 30 minutos a 4 °C e
filtracdo em membrana de acetato celulose (0,45 e 0,22 um). Em seguida, o extrato foi aplicado
em coluna Histrap HP de cromatografia de afinidade ao niquel previamente equilibrada com o
tampédo A em um AKTA FPLC. A coluna foi lavada com um gradiente linear do tamp&o A ao
B (Tris 100 mM, NaCl 500 mM e Imidazol 1 M pH 7,5) para a eluigdo da proteina E7. Apds o

processo de purificacdo, as fragdes contendo a proteina E7 purificada foram homogeneizadas e
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submetidas a duas trocas de tampéo (para o tampao A) em sacos de dialise com poros de corte
de 10K (Thermo Scientific, Waltham, MA, USA) por aproximadamente 18 horas.

O rendimento final das proteinas gD, gDE7 e E7 foi determinado por quantificacdo com
0 reagente de Bradford (Thermo Scientific) utilizando uma curva padréo de BSA (albumina
sérica bovina), de acordo com as instrugdes do fabricante. Em seguida, as proteinas foram

analisadas em SDS-PAGE 15% para a confirmacdo da quantificagéo.

3.2 EFEITO ANTITUMORAL TERAPEUTICO DA PROTEINA gDE7 ADMINISTRADA
SOZINHA OU EM ASSOCIACAO A ADJUVANTES EM CAMUNDONGOS C57BL/6

3.2.1 Camundongos utilizados e ensaios de desafio com células TC-1

Camundongos machos ou fémeas C57BL/6 selvagens, C57BL/6 TLR4 knockout (KO)
e C57BL/6 CD4 KO (The Jackson Laboratory) de 6 a 8 semanas foram fornecidos pelo biotério
do Departamento de Parasitologia do Instituto de Ciéncias Biomédicas Il (ICB-Il) da
Universidade de Sdo Paulo (USP). Camundongos fémeas C57BL/6 CD8 KO (The Jackson
Laboratory) de 6 a 8 semanas foram fornecidos pelo biotério do Departamento de Imunologia
do ICB-IV da USP. Todas as manipulacGes, imunizacdes e procedimentos de eutanasia foram
aprovados pelo comité de ética para experimentacdo animal e seguiram as regras aprovadas
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA).

A linhagem tumoral TC-1, derivada de células epiteliais de pulmdo de camundongos
C57BL/6 transformadas com o oncogene c-Ha-ras e as oncoproteinas E6 e E7 do HPV-16, foi
gentilmente cedida pelo Dr. T.C. Wu da Universidade Johns Hopkins, Baltimore, EUA (LIN et
al., 1996). As células TC-1 foram cultivadas em meio RPMI 1640 (Gibco, Waltham, MA USA)
suplementado com 10% (vol/vol) de soro fetal bovino (SFB) (Vitrocel, Campinas, SP, Brasil),
100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina (Gibco) e 0,4 mg/ml de G418 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, EUA) a 37 °C e 5% CO». Para os experimentos de desafio tumoral, as células
TC-1 foram retiradas das garrafas com a ajuda de tripsina (Vitrocel), lavadas duas vezes e
suspensas em meio sem soro na concentragdo de 7,5x10%/ml. As células TC-1 foram inoculadas
a uma concentragdo de 7,5x10* em 100 pl no flanco inferior direito de cada camundongo pela
via subcutanea. Para os experimentos de analise de microambiente tumoral, as células TC-1
foram diluidas em matrigel (BD Biosciences) antes da inoculagdo. Os camundongos foram

considerados com tumor quando os tumores se tornaram solidos e atingiram 4 mm?. Os
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camundongos com tumores foram eutanasiados quando os tumores excederam 1 cm de
diametro engquanto os camundongos livres de tumores foram mantidos vivos até o 60° dia do

protocolo vacinal.

3.2.2 Experimentos de imunizagoes

Nos experimentos de protecdo antitumoral terapéutica onde alguns adjuvantes vacinais
foram testados, os camundongos foram imunizados com 30ug da proteina gDE7 sozinha ou
coadministrada a diferentes adjuvantes como: CpG (1pg), LTK63 (5ug), o peptideo LAH4
(GenScript, Piscataway Township, NJ, EUA) (10ug) e o poly(l:C) (InVivogen, Toulouse,
Franca) (50ug). Para a maioria dos experimentos de protegdo antitumoral terapéutica e
avaliacdo de resposta imune, os camundongos foram divididos em seis grupos experimentais:
grupo controle imunizado com salina apirogénica; grupo poly(l:C) imunizado com 50ug do
adjuvante poly(l:C); grupo gDE7 imunizado com 30ug da proteina gDE7; grupo gDE7
coadministrada ao poly(1:C) imunizado com 30pug da proteina gDE7 coadministrada ao
adjuvante poly(l:C) (50pg); grupo E7 imunizado com 10ug da proteina E7 e grupo E7
coadministrada ao poly(I:C) imunizado com 10ug da proteina E7 coadministrada ao
adjuvante poly(l:C) (50ug). Os animais receberam quatro ou duas doses (com intervalos
semanais) das formulac@es vacinais e cada grupo de imunizacgdo era composto de trés a cinco
animais (Figura 2). O protocolo de imunizacdo terapéutica também foi realizado com duas
doses da formulacdo vacinal composta pela proteina gDE7 coadministrada ao poli (1:C) com
diferentes intervalos entre o transplante das células TC-1 e a primeira dose vacinal: 1, 3,5, 7 e
10 dias. Todas as formulac6es vacinais foram veiculadas em salina apirogénica em volume final

de 200ul pela via subcutdnea na regido do flanco inferior dos animais.
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Figura 2. Regime vacinal utilizado na maioria dos ensaios de imunizagdo. Os camundongos foram
desafiados com 7,5x10* células TC-1 no dia 0 e imunizados com 2 doses das formulagdes vacinais, nos
dias 1 e 8 apds o desafio, e acompanhados por 60 dias para avaliacdo do crescimento tumoral. A maioria
das analises imunoldgicas foi feita entre os dias 18 e 22 ap6s o desafio, durante o pico da resposta efetora
E7-especifica sistémica. Os camundongos desafiados com as células TC-1 diluidas em matrigel foram
eutanasiados quatro dias apos a dose de reforco.

3.2.3 Isolamento de células do baco

Camundongos naives ou imunizados foram sacrificados e os bagos foram removidos
assepticamente. Apos a obtencdo da suspensdo de células, as células foram lavadas em 5 mL
de RPMI 1640 suplementado com 2% de SFB e entdo suspensas em meio completo ou tampéo
MACS (0,5% BSA, 2mM EDTA em PBS, pH: 7,2). A viabilidade das células foi avaliada
usando o corante de exclusao azul de Tripan 0,4%. A concentracao celular foi estimada em uma

camara de Neubauer e ajustada para os ensaios imunoldgicos.

3.2.4 Intracellular cytokine staining (ICS) de amostras de sangue periférico e bago

A marcacdo de IFN-y intracelular foi feita com amostras de sangue periférico ou baco
tratadas com o tampao de lise de hemacias ACK a 4°C por cinco minutos. As celulas foram
lavadas com meio RPMI suplementado com 2% SFB, centrifugadas e ressuspendidas em meio
completo (RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, 2 mM L-glutamina, 1 mM piruvato de

sodio (Gibco), 1% vol/vol solucdo de aminoacidos nao essenciais (Gibco) 1% vol/vol solucao
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de aminodcidos essenciais (Gibco), 1% vol/vol solu¢do de vitaminas (Gibco), 55 uM 2pB-
mercaptoetanol  (Gibco)), contendo o peptideo CD8-especifico da proteina E7
(®RAHYNIVTF®) (GenScript) na concentracio 1,5ug/ml, Brefeldina A (Sigma) na
concentracdo de uso de 10 pg/ml e IL-2 (Sigma) na concentracdo final de 5ng/ml. As células
foram cultivadas por 6-12 horas a 37 °C e 5% CO; em placas de 96 pocos de fundo U. Nos
experimentos de anélise de degranulacéo, as células também foram encubadas com monensina
(BD Biosciences) (4ul/6ml de estimulo) e o anticorpo monoclonal anti-CD107a-PECY7 (BD
Biosciences) (1:200). Apds o periodo de incubacdo, as células foram lavadas e incubadas por
30 minutos com o anticorpo monoclonal anti-CD8a-FITC (BD Biosciences) em uma diluicdo
1:100 em tampdo MACS. As células foram lavadas com tampdo MACS e entdo fixadas com
4% de paraformaldeido por 10 minutos a 4°C. As lavagens subsequentes foram feitas com
tampédo de permeabilizacdo contendo 0,5% de saponina (Sigma). Em seguida, as células foram
incubadas por 30 minutos com o anticorpo anti-IFN-y-PE (BD Biosciences) em uma dilui¢do
1:100 em tampdo de permeabilizacdo. Apos as lavagens, as células foram ressuspendidas em
tamp@o MACS e adquiridas no citdbmetro de fluxo LSR Fortessa (BD Bioscience). As células
foram analisadas nos parametros forward scatter (FSC)/ side scatter (SSC) (50.000 — 150.000
eventos) e a porcentagem de linfécitos T CD8* IFN-y* dentre da populacéo total de linfécitos
T CD8" foi determinada. As porcentagens de células produtoras de citocinas foram calculadas
subtraindo-se os valores das amostras ndo estimuladas. Os dados foram analisados no software
FlowJo (versdo 10.0.7, Tree Star).

3.2.5 Ensaio de citotoxicidade in vivo

O ensaio de citotoxicidade in vivo foi realizado para verificar a presenca de células T
CD8* citotoxicas especificas para o antigeno E7 em animais imunizados, de acordo com
metodologia descrita por Barber, Wherrey e Ahmed (2003). Dez dias ap6s a Gltima dose, um
grupo de animais ndo imunizados foi submetido a eutanasia, os bacos foram retirados e
processados como j& descrito. As células foram marcadas com 0,5 uM ou 5 uM de
carboxyfluorescin succinimidyl ester (CFSE) (Invitrogen, Waltham, MA, USA) em PBS, por
15 minutos a 37 °C. Apds a incubacdo, as células foram lavadas e ressuspendidas em meio
RPMI acrescido de 5% de SFB. A populagéo de células marcadas com 5 uM de CFSE também
foi pulsada com 2,5 pg/mL do peptideo CD8-especifico da proteina E7 por 40 minutos a 37 °C.
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Apos esse periodo, as células foram lavadas com meio RPMI suplementado com 5% SFB para
a remocdo do excesso do peptideo e, em seguida, contadas. Quantidades iguais das duas
populacdes de células marcadas foram misturadas e centrifugadas a 1.500 rpm. O sedimento de
células foi ressuspendido em RPMI sem soro de modo a conter 2x107 células/100 uL e injetado
nos animais imunizados pela via do plexo retro orbital. No dia seguinte, todos os animais foram
submetidos a eutanasia e as células do baco foram coletadas. As células do baco foram lavadas
e ressuspendidas em 400 uL de tampdao MACS ¢ examinadas por citometria de fluxo. As
porcentagens de lise especifica das células-alvo foram calculadas como descrito anteriormente
(DE ALENCAR et al., 2009).

3.2.6 Analise de resposta de linfécitos T CD8* polifuncionais

Células do bagco de camundongos imunizados foram estimulados com 2pg/mL do
anticorpo anti-CD28 (BD Biosciences), 1,5 pg/ml do peptideo CD8-especifico da proteina E7
e Brefeldina A — GolgiPlugTM (BD Biosciences) por até 12 horas. Apds este periodo, as células
foram lavadas com tamp&do MACS e marcadas utilizando anticorpos monoclonais anti-CD8a~—
Pacific Blue por 30 minutos a4 °C. As celulas foram entéo fixadas e permeabilizadas utilizando
o kit Cytofix/Cytoperm (BD Biosciences). Células permeabilizadas foram lavadas com o
tampdo Perm/Wash (BD Biosciences) e marcadas com os anticorpos monoclonais anti-CD3-
APCCy7, anti-IL-2-PE, anti-TNFa-PECy7 e anti-IFN-y-APC por 30 minutos a 4°C. Apos a
marcacao as células foram lavadas duas vezes e ressuspendidas em tampao MACS. As células
foram adquiridas em citdmetro de fluxo FACSCanto (BD Biosciences) e analisadas nos
parametros FSC/SSC (500.000 eventos) e pela expressdo das moléculas CD3 e CD8 utilizando
o software FlowJo (version 9.0.2, Tree Star). A plataforma Boolean foi utilizada para criar
diversas combinacdes das trés citocinas analisadas (IFN-y, TNF-a e IL-2) dentro da populagéo
de linfécitos T CD3"CD8*. As porcentagens de producdo de citocinas foram calculadas

subtraindo-se os valores das amostras ndo estimuladas.

3.2.7 Imunofenotipagem dos linfocitos T CD8* E7-especificos

Para analisar o fen6tipo de meméria de linfécitos T CD8* E7-especificos, células foram

inicialmente marcadas um dextramero de MHC-I contendo o peptideo CD8-especifico da
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proteina E7 marcado com APC (Immudex, Copenhagen, Dinamarca) durante 10 minutos a
temperatura ambiente no escuro. Em seguida, as células foram lavadas duas vezes com tampéo
MACS e marcadas com os anticorpos monoclonais anti-CD8a-Pacific Blue, anti-CD44-PE e
anti-CD62L-PECYy5 (BD Biosciences). As células foram lavadas duas vezes e ressuspendidas
em tampdo MACS. As amostras foram adquiridas em citometro de fluxo FACSCanto (BD
Biosciences) e depois analisadas no software FlowJo (versdo 9.0.2, Tree Star). As células foram
analisadas em FSC/SSC (10 eventos) e as porcentagens de linfocitos de memoria efetora /
efetores (CD44*CD62L'""%) e meméria central (CD44*CD62L"9") foram determinadas dentro
da populacdo de linfécitos T CD8" E7-especificos.

3.2.8 Processamento de tumores em matrigel

Os tumores em matrigel foram retirados cirurgicamente do compartimento subcutaneo
dos camundongos eutanasiados quatro dias ap6s a ultima dose do regime vacinal. Inicialmente,
os tumores foram fatiados em pequenos pedacos e digeridos com 1 mg/mL de Colagenase D
(Roche, Basel, Suica) em tampdo PBS pH 7,4 a 37 °C por aproximadamente 1 hora. Apés a
digestdo, as células foram filtradas em membrana de nylon de 70um, lavadas com tampé&o
MACS, contadas e marcadas com o dextramero de MHC-1 contendo o peptideo CD8-especifico
da proteina E7 e o anticorpo monoclonal anti-CD8a BB515, para analise em citometria de

fluxo.

3.2.9 Células Supressoras

As suspensdes de células do baco de camundongos imunizados foram semeadas em
placas de cultura de fundo chato de 24 pogos (5x10° células/poco) contendo meio RPMI 1640
com 10% SFB e cultivadas com 10 pg/ml da proteina E7 do HPV-16. Apds 5 dias de incubacéo,
as células foram recolhidas, marcadas com anticorpo anti-CD4-FITC (BD Biosciences) e anti-
CD25-APC (eBioscience), fixadas utilizando tampé&o de coloracéo para Foxp3 (eBioscience) e
entdo marcadas com anti-Foxp3-PE (BD Biosciences). As celulas mieloides supressoras
(MDSC) foram quantificadas ex vivo através da marcagdo com os anticorpos anti-CD45-PerCP-
Cy5.5, anti-CD11b-BV421 e anti-Gr1-PE (BD Biosciences). As amostras foram adquiridas em

citbmetro de fluxo LSR Fortessa (BD Biosciences) e depois analisadas no software FlowJo



40
MATERIAL E METODOS

(versdo 10.0.7, Tree Star). As células foram analisadas em FSC/SSC (300.000 eventos) e as
porcentagens de linfécitos T regulatérios (CD4*CD25"Foxp3™*) dentre os linfocitos T CD4" e

células mieldides supressoras (CD11b*Gr-1%) dentre células CD45" foram determinadas.

3.2.10 Cytokine Beads Array (CBA)

As células do bago dos camundongos (5x10° células/pogo) foram estimulados in vitro
em meio completo com 10ug/ml da proteina E7 por um periodo de 48 horas. A dosagem de
citocinas do sobrenadante da cultura foi realizada com o kit Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences)
de acordo com as instrugdes do fabricante.

3.2.11 ELISAS

Os ensaios de ELISA (Enzyme-linked Immunosorbent Assay) foram realizados com
250 ng da proteina E7 purificada disposta em placas PoliSorp (Nunc, Waltham, MA, USA).
Apbs incubacdo de 18 horas a 4 °C, as placas foram blogueadas com 3% de gelatina em PBS-
Tween 0,05% (PBS-T) por 2 horas a 37 °C. Apos as lavagens com PBS-T incubou-se as placas
com soros provenientes dos animais imunizados em diluigdes iniciais que variaram de 1:25 e
1:1000 em 1% de gelatina em PBS-T durante 1 hora a 37 °C. Anticorpos anti-lgG de
camundongo conjugados a peroxidase foram diluidos em 1% de gelatina em PBS-T (1:3.000 -
IgG total e 1IgG2c ou 1:10.000 - IgG1) e incubados nas placas previamente lavadas com PBS-
T. A presenca de anticorpos anti-E7 provenientes dos soros ligados aos antigenos foi
visualizada com a solucdo de revelacdo (12,5 mL de tampéo citrato-fosfato 33 mM, pH 5.0; 5
mg de O-fenilenodiaminadihidrocloreto [OPD], e 5 uL de H202) incubada nas placas por 15
minutos no escuro a temperatura ambiente. A reagéo foi interrompida com 50 pL de H2SO4 1
N por poco. As densidades 6ticas das reacfes foram determinadas a 492 nm em leitor de ELISA
modelo MultiScan EX.
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3.3 ANALISE DE PARAMETROS DE SEGURANCA VACINAL NOS CAMUNDONGOS
IMUNIZADOS COM O ADJUVANTE POLY(I:C)

3.3.1 Anélises hematoldgicas

Amostras de sangue periférico foram utilizadas para avaliar sete parametros
hematoldgicos: células da série branca (WBC), neutrofilos (NEU), linfocitos (LYM),
monocitos (MON), células da série vermelha (RBC), hematocrito (HCT) e hemoglobina
(HGB). As amostras foram obtidas através da sangria dos animais (n=5/grupo) pela via do plexo
submandibular em tubos contendo 20 pl do anticoagulante citrato de sodio a 7,2% (m/v) e
analisadas em contador hematologico diferencial (Mindray). Os valores absolutos obtidos pelos
grupos de imunizacdo foram comparados com o grupo controle que recebeu somente o veiculo

vacinal, salina apirogénica.

3.3.2 Testes bioguimicos para analise de fun¢do hepatica, renal e lactato desidrogenase

Os animais imunizados (n=5/grupo) foram sangrados pela via do plexo submandibular
para obtencdo de soro cinco dias ap6s a segunda dose vacinal. Testes laboratoriais foram
empregados para a dosagem de lactato desidrogenase (LDH) (Laborclin) - indicativo de lesdo
tecidual generalizada; transaminase glutdmico oxalacética (TGO) (Laborclin) / transaminase
glutdmico pirtvico (TGP) (Laborclin) — indicativos de funcdo hepética; e ureia (Wiener lab) —
indicativo de funcdo renal. Os testes bioquimicos foram realizados de acordo com as
orientacdes dos fabricantes. Os valores obtidos pelos grupos de imunizacédo foram comparados

com o grupo controle, que recebeu somente o veiculo vacinal, salina apirogénica.

34 ESTUDO DO EFEITO ADJUVANTE DA PROTEINA gD SOBRE CELULAS
DENDRITICAS (DCs)

3.4.1 Isolamento de células dendriticas de camundongos

Os bacos e os linfonodos de camundongos C57BL/6 selvagens naives (com 8 a 12
semanas de idade) foram extraidos e colocados em uma placa de cultura contendo meio RPMI

frio suplementado com 2% de SFB, 100 U/ml de penicilina e 100 ug/ml de estreptomicina. Os
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6rgdos foram cuidadosamente macerados e as grandes particulas foram removidas com a ajuda
de filtros de membrana de nylon de 70 um. As células foram lavadas com tampao MACS gelado
e em seguida, foram incubadas com MicroBeads magnéticas (MiltenyiBiotec) conjugadas com
anticorpos monoclonais anti-CD11c de acordo com as instrugdes do fabricante. A selecdo
positiva de DCs continha um nivel de pureza > 90% de células CD11c".

3.4.2 Ensaios de ligacdo em células dendriticas de camundongo

Os ensaios de ligacdo proteinas/células dendriticas foram realizados usando células
totais de baco (5x10° células/pogo) ou células dendriticas isoladas (4x10° células/pogo) de
camundongos C57BL/6 selvagens ou C57BL/6 TLR4 KO. As proteinas foram utilizadas em
quantidades equimolares: gDE7 = 3 ug/mL; gD = 2,25 pg/ml; E7 = 0,75 pg/ml. Os receptores
Fcy foram bloqueados com anticorpos anti-CD16/CD32 (FcBlock — BD Biosciences) durante
15 minutos em gelo. Em seguida, as células foram incubadas com as proteinas durante 40
minutos em gelo, lavadas duas vezes com tampao MACS e entdo incubadas com anticorpo
purificado anti-His (Thermo Scientific) durante 40 minutos em gelo. Apds as lavagens, as
células foram incubadas com anticorpo anti-lgG-PE (Jackson Immuno Research) durante 30
minutos em gelo, lavadas duas vezes com tampdo MACS e incubadas com anticorpos
biotinilados anti-CD3e, anti-CD19 e anti-CD49b (BD Biosciences) durante 30 minutos em
gelo. Apos as lavagens, as células foram incubadas com anticorpo anti-CD11c APC, anti-1A[b]
(anti-MHC-11) BV421, anti-CD8a-BB515 e estreptoavidina PerCPCy5.5 (BD Biosciences). As
células foram analisadas em FSC/SSC (10° células totais do bago ou 10° células dendriticas
isoladas), seguido de exclusdo de doublets e células CD3*/CD49b*/CD19". A analise partiu,
portanto, da populacdo de células dendriticas CD11c® MHC-II*. Em seguida, a capacidade de
ligacdo das proteinas gD, gDE7 e E7 foi avaliada através da fluorescéncia PE nas populagdes
de dendriticas CD11c"CD8a" e CD11c"CD8a. Os dados estdo apresentados como mediana da

intensidade de fluorescéncia (MFI) do PE.
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3.4.3 Ativacdo de células dendriticas de camundongos in vitro

Polimixina B foi adicionada as solu¢des das proteinas para neutralizar os efeitos da
contaminacgéo por LPS (TYNAN et al., 2012). Resumidamente, a polimixina B (200 ug/ml) foi
previamente incubada com LPS (2 ug/ml), ou com a proteina gDE7 (60 pg/ml), ou com a
proteina gD (45 pg/ml) ou com a proteina E7 (15 pg/ml) durante 2 horas a 37 °C. Em seguida,
4x10° células dendriticas isoladas foram incubadas com 50 uL das seguintes combinagfes e
concentragdes de uso: LPS (100 ng/ml); Polimixina B (10 ug/ml); LPS + polimixina B (100
ng/ml + 10 ug/ml); gDE7 + polimixina B (3 ug/ml + 10 ug/ml); gD + polimixina B (2,25 pg/ml
+ 10 ug/ml) e E7 + polimixina B (0,75 pg/ml + 10 ug/mL). Apds 48 horas, as células foram
lavadas com tampdo MACS e em seguida coradas com anti-CD11c, anti-lIA[b] (anti-MHC-II),
anti-CD8a, anti-CD40 e anti-CD86 conjugados com diferentes fluorocromos (BD Biosciences).
Para a avaliacdo de IL-12 intracelular, as células dendriticas foram incubadas com Brefeldina
A (10 pg/ml) (Sigma) durante as Ultimas 12 horas. As células (50.000 eventos) foram
examinadas por citometria de fluxo utilizando LSR Fortessa (BD Biosciences) e 0s dados foram
analisados utilizando o software FlowJo (versdo 10.0.7, Tree Star). Os valores de MFI (CD40
e CD86) sdo mostrados a partir de células CD11c* CD8a* ou CD11c" CD8a. As percentagens
de células IL-12" foram determinadas dentre as células dendriticas CD11c* CD8a" ou CD11c*
CDS8a.

3.4.4 Diferenciacao de células dendriticas derivadas de monadcitos humanos (Mo-DCs) in
vitro

Os mondcitos sanguineos foram separados a partir sangue periférico de doadores
saudaveis por procedimentos de centrifugacdo dupla com Ficoll-Hypaque (Amersham
Pharmacia Biotech) e 51% de Percoll (GE Life Sciences). Ap6s lavagens extensivas com PBS,
0s mondcitos (pureza CD14+ > 80%) foram ressuspendidos em meio de cultura RPMI-1640
suplementado com 10% de SFB acrescido de antibidtico-antimicético (100 U/ml penicilina,
100 ug/ml estreptomicina, e 25 ug/ml de anfotericina) e semeados em placas de seis pocos na
presenca de GM-CSF (50 ng/ml; R & D Systems) e IL-4 (50 ng/ml; R & D Systems) por 7 dias.
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3.4.5 Ativacgédo de Mo-DCs e células dendriticas do sangue periférico humanas in vitro

No dia 6 do protocolo de diferenciacdo das Mo-DCs, o LPS (100 ng/ml), a Polimixina
B (10 ug/ml); LPS + polimixina B (100 ng/ml + 10 ug/ml); gDE7 + polimixina B (3 ug/ml +
10 ug/ml); gD + polimixina B (2,25 pg/ml + 10 ug/ml) ou E7 + polimixina B (0,75 pg/ml + 10
foram adicionadas as culturas na presenca de reagente de StopGolgi (BD Biosciences) por 6
horas. Em seguida, as Mo-DCs foram colhidas, fixadas/permeabilizadas e a expressdo de TNF-
a foi investigada por citometria de fluxo.

Células dendriticas do sangue periférico de doadores saudaveis foram separadas por
procedimentos de centrifugacdo dupla com Ficoll-Hypaque e 51% de Percoll. Ap6s lavagens
extensivas com PBS, as DC’s foram ressuspendidas em meio de cultura RPMI-1640
suplementado com 10% de SFB acrescido de antibidtico-antimicético (100 U/ml penicilina,
100 ug/ml estreptomicina, e 25 ug/ml de anfotericina) e semeadas em placas de seis pocos na
presenca de LPS (100 ng/ml), Polimixina B (10 ug/ml); LPS + polimixina B (100 ng/ml + 10
ug/ml); gDE7 + polimixina B (3 ug/ml + 10 ug/ml); gD + polimixina B (2,25 pg/ml + 10 ug/ml)
ou E7 + polimixina B (0,75 pg/ml + 10 ug/ml). O reagente de StopGolgi foi incubado nas
culturas por aproximadamente 6 horas. Em seguida, as DCs foram colhidas,

fixadas/permeabilizadas e a expressdo de TNF-a foi investigada por citometria de fluxo.
3.4.6 Quantificacdo do LPS contaminante nas proteinas gD, gDE7 e E7

A quantificacdo do LPS presente nas solucbes das proteinas foi realizada com o kit
Limulus Amebocyte Lysate (Lonza) de acordo com as instru¢des do fabricante. As quantidades

estdo expressas em ng de LPS por pug de proteina conforme demonstrado na tebela 1.

Tabela 1. Quantificacdo do LPS presente nas proteinas gD, gDE7 e E7 utilizados nos ensaios in vitro
com células dendriticas de camundongos e humanas.
gD gDE7 E7

LPS (ng/ng das proteinas) 0.9 3.2 1.2
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3.5 ANALISES ESTATISTICAS

Para verificar diferencas estatisticamente significativas entre grupos foram aplicados o
teste t de Student ou a analise de variancia (ANOVA) seguida do post test de Bonferroni. Testes
Log-rank foram empregados quando curvas de sobrevivéncia foram comparadas. O teste
estatistico aplicado aos dados esta indicado nas legendas das figuras apresentadas. Os resultados
foram considerados significativos para p < 0,05 e as avaliacGes foram realizadas no programa

GraphPad Prism versdo 5.01.
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4 RESULTADOS

4.1 OBTENGCAO DOS ANTIGENOS EMPREGADOS NOS ENSAIOS DE IMUNIZACAO
EM CAMUNDONGOS E IN VITRO

4.1.1 Obtencao da proteina de fusdo gDE7

A obtencdo da proteina gDE7 foi realizada conforme descrito anteriormente, com
pequenas adaptacfes (PORCHIA et al., 2011). A proteina gDE7 produzida em sistema
procarioto acumula-se totalmente no extrato insoltvel de E. coli na forma de corpusculos de
inclusdo. Por este motivo, foi necessario purifica-la na presenca de um agente desnaturante e
posteriormente retird-lo das amostras (refolding/dialise) para as imuniza¢6es em camundongos.
A proteina gDE7 foi purificada por cromatografia de afinidade ao niquel em funcédo da cauda
de 6 aminoacidos histidina geneticamente fusionada a sua porcdo C-terminal. Conforme
mostrado na figura 3A, durante a etapa de eluicdo por gradiente linear de imidazol, foi
identificado um pico de absorbancia contendo a proteina gDE?7 inicialmente adsorvida a coluna
e liberada com aproximadamente 300 mM de imidazol.

Vaérias técnicas foram testadas para a renaturacdo da proteina gDE7: didlise em
membrana, didlise pulsada, refolding em coluna de cromatografia, entre outros. Estes processos
se mostraram muito dispendiosos e de baixo rendimento de producdo. Por outro lado, a técnica
de refolding que permitiu obter maior rendimento da proteina gDE7 soluvel foi a filtracdo
tangencial, onde o agente desnaturante é retirado gradualmente da amostra por meio de lavagens
extensivas com tampdes com concentracOes decrescentes de ureia. Durante o trabalho, foram
feitas adaptagdes no protocolo de extracédo e refolding da proteina gDE7 de forma a aumentar
o0 seu rendimento final. Por exemplo, a adicdo de 10% de glicerol aos tampdes de refolding
melhorou a estabilidade da proteina gDE7 em solucdo durante a retirada da ureia e, desta forma,
foi possivel obter um rendimento final de aproximadamente 14mg da proteina gDE7 solGvel /
litro de cultura induzida, cerca de 40% a mais do descrito anteriormente. Apds o refolding por
filtracdo tangencial, o perfil eletroforético da gDE7 em SDS-PAGE 15% apresentou duas
bandas com massas moleculares compativeis ao descrito anteriormente (~65 kDa para a banda
majoritaria de maior massa molecular e ~55 kDa para a banda minoritaria de menor massa
molecular, ambas reconhecidas por anticorpo monoclonal anti-gD [dados ndo mostrados]) e

com elevado nivel de pureza (Figura 3B).
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Figura 3. Obtencéo da proteina de fusdo gDE7 a partir do extrato insolavel de E. coli. (A)
Cromatograma representativo do processo de purificacdo por afinidade ao niquel da proteina gDE7 na
presenca de 8M ureia. (B) Caracterizacdo da proteina gDE7 purificada por SDS-PAGE 15% apds a etapa
de refolding. M — Marcador de massa molecular (Fermentas); 1 — BSA 1ug; 2 — BSA 2ug; 3 - gDE7

1ug; 4 - gDE7 2ug.
4.1.2 Obtencéo da proteina gD recombinante

A obtencéo da proteina gD foi realizada conforme descrito anteriormente com pequenas
adaptacGes (PORCHIA et al., 2011). Assim como a proteina gDE7, a proteina gD produzida
em sistema procarioto também se acumula totalmente no extrato insoltvel de E. coli, na forma
de corpusculos de inclusdo. Por este motivo, foi necessario purifica-la na presenca de um agente
desnaturante e posteriormente retira-lo (refolding/dialise) para sua utilizagdo em ensaios in
vitro. A proteina gD também foi purificada por cromatografia de afinidade ao niquel em funcéo
da cauda de 6 amino&cidos histidina geneticamente fusionada a sua por¢do C-terminal.
Conforme mostrado na figura 4A, durante a etapa de eluicdo por gradiente linear de imidazol
foram identificados dois picos de absorbancia dos quais o segundo continha a proteina gD
inicialmente adsorvida a coluna, eluida com aproximadamente 300 mM de imidazol.

De forma semelhante a proteina gDE7, a proteina gD também foi submetida ao processo
de refolding apés a etapa de purificagdo. Com o intuito de aumentar o rendimento final desta
proteina, foi adicionado 10% de glicerol aos tampdes de refolding que ajudou a melhorar a
estabilidade da proteina gD em solucdo durante a retirada da ureia e, desta forma, foi possivel

obter um rendimento final de aproximadamente 15 mg da proteina gD soluvel / litro de cultura

induzida.
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Apos o refolding realizado por filtracdo tangencial, o perfil eletroforético da proteina
gD em SDS-PAGE 15% apresentou uma banda com massa molecular compativel ao descrito

anteriormente (~45 kDa) e com elevado nivel de pureza (Figura 4B).
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Figura 4. Obtencdo da proteina gD a partir do extrato insoltvel de E. coli. (A) Cromatograma
representativo do processo de purificacdo por afinidade ao niquel da proteina gD na presenca de 8M
ureia. (B) Caracterizacdo da proteina gD purificada por SDS-PAGE 15% ap0s a etapa de refolding. M
— Marcador de massa molecular (Fermentas); 1 — BSA 2ug; 2 — gD 1ug.

4.1.3 Obtencéo da proteina E7 recombinante

A obtencdo da proteina E7 também foi realizada conforme descrito anteriormente
(PORCHIA et al., 2011). Diferente das proteinas gDE7 e gD, a proteina E7 recombinante é
obtida do extrato soltvel de E. coli e purificada por cromatografia de afinidade ao niquel em
funcéo da cauda de 6 aminoacidos histidina presente em sua por¢do C-terminal. A Figura 5
apresenta o cromatograma do processo de purificacdo da proteina E7 e o produto final obtido.
Durante o processo de eluicdo foram obtidos dois picos contendo proteinas inicialmente
adsorvidas a coluna e liberadas por concentrac6es distintas de imidazol (Figura 5A). O pico A
(100 mM de imidazol) continha proteinas contaminantes (dados ndo mostrados) e a proteina E7
foi localizada no pico B (800 mM de imidazol). As fracGes obtidas a partir do pico B foram
homogeneizadas e submetidas a didlise para remog¢do do imidazol e entdo caracterizadas em
eletroforese (Figura 5B).

Ao final do processo de purificacdo e dialise, foi possivel obter a proteina E7 em sua

forma soltvel, com tamanho similar ao descrito anteriormente (~20 kDa) e com elevado nivel
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de pureza. O rendimento final de producdo foi de aproximadamente 10 mg da proteina E7

soltivel / litro de cultura induzida.
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Figura 5. Obtencdo da proteina E7 a partir do extrato soluvel de E. coli. (A) Cromatograma
representativo do processo de purificagdo por afinidade ao niquel. (B) Caracterizagdo da proteina E7
purificada por SDS-PAGE 15% apds dialise. M — Marcador de massa molecular (Fermentas); 1 — BSA
2ug; 2 - E7 1pg.

4.2 EFEITO ANTITUMORAL TERAPEUTICO DA PROTEINA gDE7 ADMINISTRADA
EM ASSOCIACAO A DIFERENTES ADJUVANTES EM CAMUNDONGOS C57BL/6

Nos Ultimos anos, nosso grupo de pesquisa tentou melhorar a performance de vacinas
terapéuticas contra tumores associados ao HPV-16 fusionando geneticamente a oncoproteina
E7 do HPV-16 a glicoproteina gD do HSV-1 (DINIZ et al., 2010; DINIZ et al., 2013; LASARO
et al., 2005; PORCHIA et al., 2011). Resultados prévios demonstraram que a proteina de fusédo
gDE7 foi capaz de melhorar a resposta de linfocitos T CD8" E7-especificos e proteger
parcialmente os camundongos previamente desafiados com as células TC-1, comparada com o
antigeno E7 administrado sozinho (PORCHIA et al., 2011). Brevemente, a administracdo de
quatro doses subcutaneas da proteina gDE7 (dias 1, 8, 15 e 22 ap6s o desafio), conferiu protecdo
antitumoral terapéutica parcial (30%) a camundongos desafiados com as células TC-1, ao passo
que nédo houve protecdo antitumoral terapéutica nos camundongos imunizados somente com o0
antigeno E7. Esses resultados reforcaram a hipotese de que a proteina gD possui propriedades
adjuvantes, particularmente para linfocitos T CD8", quando fusionada geneticamente ao

antigeno E7.
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Para alcancar o principal objetivo deste trabalho, alguns adjuvantes vacinais foram
associados a proteina gDE7 com o intuito de melhorar o seu efeito antitumoral terapéutico,
demonstrado no modelo de desafio baseado em células TC-1. Desta forma, camundongos
C57BL/6 foram desafiados com a linhagem TC-1 e imunizados com quatro doses subcutaneas
(dias 1, 8, 15 e 22 apds o desafio) da proteina gDE7 associada a quatro adjuvantes com
diferentes formas de estimulacao do sistema imune: CpG (1 pg) — ligante de Toll like receptor
9 (TLR 9), LTK63 (5 Mg) — um variante atoxico da toxina termo-labil (LT) de E. coli
enterotoxigénica (ETEC), o peptideo LAH4 (10 pg) - candidato a promover apresentagdo
cruzada de antigenos vacinais proteicos e o poly(l:C) (50 pg) — ligante de TLR 3. Os
camundongos foram acompanhados durante 60 dias para a analise do crescimento tumoral.

De forma semelhante ao demonstrado no trabalho anterior (PORCHIA et al., 2011), a
administracdo de quatro doses subcutaneas da proteina gDE7 conferiu protecdo antitumoral
terapéutica parcial (20%) aos camundongos desafiados com as células TC-1 (Figura 6). As
respostas imunoldgicas induzidas por um adjuvante vacinal podem ser influenciadas pela sua
natureza molecular, dose do adjuvante e do antigeno coadministrado, bem como a via de
administracdo empregada. Por conta disso, a medida que os adjuvantes foram associados a
proteina gDE7 diferentes niveis de protecdo antitumoral foram observados. Por exemplo, as
associacOes de gDE7 coadministrada ao CpG e/ou ao peptideo LAH4 resultaram em protecao
antitumoral terapéutica em apenas 40% dos camundongos desafiados. Em nossas condicGes
experimentais, 1 ug de CpG/dose, 10 ug de peptideo LAH4/dose ou a associacdo destes dois
adjuvantes a proteina gDE7 ndo foram suficientes para proteger completamente o0s
camundongos do aparecimento do tumor. Testes adicionais com doses maiores destes
adjuvantes sdo necessarios para avaliar a capacidade de potencializacao da resposta antitumoral
terapéutica induzida pela proteina gDE7.

De maneira interessante, a proteina gDE7 associada a toxina LTK63 ou gDE7
coadministrada ao poly(l:C) resultaram em protecdo antitumoral terapéutica mais elevada. Ao
final de 60 dias de acompanhamento, 80% dos camundongos desafiados e imunizados com
quatro doses da proteina gDE7 associada a LTK63 permaneciam livres de tumores. E ainda, a
formulacdo vacinal composta pela proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) conferiu
protecdo antitumoral terapéutica completa aos animais previamente desafiados (Figura 6).

Apds os primeiros 60 dias de acompanhamento, os camundongos livres de tumores dos

grupos gDE7 (1 camundongo), gDE7 coadministrada ao CpG, gDE7 coadministrada ao
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peptideo LAH4 e gDE7 associada ao CpG e ao peptideo LAH4 (2 camundongos em cada grupo)
foram eutanasiados. Os animais protegidos dos grupos gDE7 associada a LTK63 (4
camundongos) e gDE7 coadministrada ao poly(l:C) (5 camundongos) receberam um segundo
desafio com a mesma carga de células TC-1 do primeiro desafio (7,5x10* células TC-1). Esses
camundongos foram acompanhados por mais 20 dias para avaliacdo de desenvolvimento de
novos tumores. Conforme ilustrado na figura 6, todos os camundongos do grupo imunizado
com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) permaneceram livres do crescimento de
novos tumores até o final da avaliacdo. Neste experimento, o grupo imunizado com a proteina
gDE7 associada a LTK63 mostrou 0 aparecimento de um tumor em um dos cinco
camundongos, mas em seguida houve regresséo e ao final da avaliagdo todos os animais

estavam livres de tumor (Figura 6).
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Figura 6. Efeito antitumoral terapéutico promovido pela coadministracdo da proteina gDE7 a
diferentes adjuvantes vacinais em camundongos desafiados com as células TC-1. Os camundongos
foram desafiados no dia 0, imunizados com quatro doses subcuténeas das formulagdes vacinais testadas
e acompanhados por 60 dias para analise de protecdo antitumoral. No 60° dia do protocolo vacinal os
camundongos livres de tumores dos grupos gDE7, gDE7 coadministrada ao CpG, gDE7 coadministrada
ao peptideo LAH4 e gDE7 associada ao CpG e ao peptideo LAH4 foram eutanasiados. Os camundongos
livres de tumores dos grupos imunizados com a proteina gDE7 associada a LTK63 e gDE7
coadministrada ao poly(l:C) receberam um segundo desafio com as células TC-1 e foram acompanhados
por mais 20 dias. As setas pretas indicam a administracdo das quatro doses de imunizacdo. A seta
vermelha indica 0 momento em que 0s grupos imunizados com a gDE7 associada a LTK63 e gDE7
coadministrada ao poly(1:C) receberam o segundo desafio com as células TC-1 (7,5x10* células TC-1).
n =5 camundongos por grupo. * p < 0.05 versus gDE7. (Log-rank — Mantel Cox).

Baseado nesta observacdo, a formulacdo vacinal que conferiu maior protecéo
antitumoral terapéutica, gDE7 coadministrada ao poly(l:C), foi escolhida para aprofundar o

estudo de alguns aspectos das respostas imunolégicas geradas. Nesta etapa, outros grupos
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experimentais foram inseridos ao estudo: um grupo imunizado com o poly(l:C) (ausente em
alguns ensaios), um grupo imunizados com o antigeno E7 e um grupo imunizado com o
antigeno E7 coadministrado ao poly(l:C). Desta forma também foi possivel avaliar a
contribuicdo da proteina gD na indugdo de respostas imunoldgicas antitumorais. Portanto, as
analises posteriores foram realizadas em camundongos C57BL/6, utilizando as proteinas gDE7
e E7 na presenca ou auséncia do adjuvante poly(l:C) em um regime de imunizacéo de quatro

ou duas doses com intervalo de uma semana entre as doses.

43 EFEITO ANTITUMORAL TERAPEUTICO DA FORMULAGAO VACINAL
CONSTITUIDA PELA PROTEINA RECOMBINANTE gDE7 EM ASSOCIAGAO AO
POLY(I:C)

4.3.1 Resposta imunoldgica humoral E7-especifica em camundongos imunizados pela via
subcutanea com as proteinas gDE7 e E7 coadministradas ou ndo ao adjuvante

poly(1:C)

Embora a resposta de anticorpos E7-especificos ndo tenha papel relevante na resposta
antitumoral no modelo TC-1 de tumores associados ao HPV-16, ela é um parametro indicativo
de imunogenicidade das formulagdes vacinais testadas. A resposta imunoldgica humoral
sistémica E7-especifica, gerada pela administracdo dos antigenos gDE7 e E7 coadministrados
ou ndo ao poly(l:C), foi mensurada pela técnica de ELISA. A Figura 7 apresenta os niveis de
anticorpos 1gG total, 1gG1 e 1gG2c E7-especificos nos soros dos camundongos desafiados e
imunizados (dias 1 e 8 apds o desafio), quantificados 14 dias ap6s a Gltima dose vacinal. E
importante destacar que 0s niveis basais de anticorpos quantificados nos camundongos
imunizados com o veiculo salina apirogénica (grupo controle) foram subtraidos dos grupos
imunizados com as proteinas gDE7 e E7 coadministradas ou nao ao poly(l:C).

Conforme ilustrado na figura 7A, a imunizacdo com a proteina gDE?7 isolada induziu
um aumento estatisticamente significativo dos titulos de IgG anti-E7 em relacdo a imunizacgéo
com o antigeno E7 isolado (média de titulos: gDE7 = 3.6 log1o; E7 = 2.9 l0g10). O mesmo perfil
foi observado com os antigenos coadministrados ao poly(l:C) (média de titulos: gDE7
coadministrada ao poly(l:C) = 3.9 logio; E7 coadministrada ao poly(l:C) = 3.1 logio).
Curiosamente, a combinacdo do adjuvante poly(l:C) ndo aumentou de maneira significativa os

titulos de 1gG anti-E7 em relagdo aos antigenos administrados sem adjuvante. No entanto, a
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coadministracdo deste adjuvante induziu uma resposta de 1gG E7-especifica mais homogénea
entre os camundongos do mesmo grupo (Figura 7A).

As analises das respostas celulares E7-especificas, mostradas mais adiante, indicaram
que a coadministracdo do poly(l:C) as proteinas gDE7 e E7 conduziu a resposta imunolégica
com tendéncia para o braco Th-1 em relacdo aos antigenos administrados sem adjuvante,
confirmado pela maior producéo de IFN-y em camundongos C57BL/6 selvagens tratados com
os antigenos e o poly(I:C) (Figura 19C). A geracdo de citocinas do braco Th-1 impacta
diretamente na resposta humoral alterando as subclasses de 1gG1 (do perfil Th-2) para IgG2c
(perfil Th-1). Para avaliar o papel do adjuvante poly(l:C) na alteracdo das subclasses de IgG,
os titulos de 1gG1 e IgG2c anti-E7 séricos de camundongos desafiados e imunizados (dias 1 e
8 apos o desafio) foram determinados 14 dias ap6s a segunda dose vacinal.

Conforme demonstrado na figura 7B, foi observada uma resposta predominante de
IlgG1 E7-especifico nos camundongos de todos os grupos experimentais (média de titulos:
gDE7 = 3 logi; gDE7 coadministrada ao poly(l:C) = 3.4 logiw; E7 = 2.6 logw e E7
coadministrada ao poly(l:C) = 3.2 logio). No entanto, a coadministra¢do do poly(l:C) elevou os
titulos de 1gG2c E7-especificos nos camundongos imunizados com as proteinas gDE7 e E7,
porém, o aumento foi significativo apenas nos camundongos imunizados com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) (média de titulo: 3 logio), 0 que refletiu na menor razdo de
IgG1/1gG2c E7-especificos observada.

Coletivamente, esses dados demonstraram que a fusdo genética da proteina gD ao
antigeno E7 aumentou a imunogenicidade deste antigeno, refletida no aumento da magnitude
da resposta humoral E7-especifica. Adicionalmente, a imunizacdo com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) produziu niveis significativos de anticorpos da subclasse 1gG2c
em relacdo aos outros grupos experimentais. O aumento dos niveis séricos de 1gG2c, em
conjunto com os resultados de producdo de IFN-y (Figura 19C), demonstrou que a
coadministracdo do poly(l:C) a proteina gDE7 direcionou mais eficientemente a resposta E7-

especifica para o braco Th-1 da resposta imunologica.
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Figura 7. Resposta humoral sistémica E7-especifica desencadeada pela imunizagcdo com as
proteinas gDE7 e E7 coadministradas ou nao ao poly(l:C). (A) Titulos de IgG sistémicos E7-
especificos determinados 14 dias ap6s a ultima dose do protocolo de imunizacao. Estdo representados
os valores médios dos titulos de IgG (linhas pretas) e individuais (circulos brancos) de cada grupo
experimental. (B) Titulos de 1gG1 e IgG2c sistémicos E7-especificos. Os resultados representam a
média dos titulos em logio de 4-5 camundongos por grupo + desvio padrdo. Os valores basais médios de
IgG total, 1gG1 e IgG2c E7-especificos encontrados no grupo controle (imunizado somente com salina
apirogénica) foram subtraidos dos valores dos grupos imunizados com os antigenos. * p < 0.05; ** p <
0.01; » p < 0.05 versus todos 0s outros grupos experimentais em 1gG2c; ns: estatisticamente ndo
significativo. (ANOVA, post test: Bonferroni; Teste t).

4.3.2 Resposta imunoldgica celular E7-especifica e protecdo antitumoral terapéutica em
camundongos imunizados pela via subcutédnea com as proteinas gDE7 e E7
coadministradas ou nédo ao poly(l:C)

4.3.2.1 Efeito antitumoral terapéutico e ativacdo de respostas de linfocitos T CD8" E7-
especificos

Para a avaliacdo do efeito antitumoral terapéutico das formulag6es vacinais e a ativacao
de linfécitos T CD8" E7 especificos, os camundongos foram desafiados com a linhagem
tumoral TC-1 no dia 0 do regime vacinal e imunizados com quatro doses subcutaneas (dias 1,
8, 15 e 22 apos o desafio) das formulagcGes vacinais testadas. Foi observado, novamente, que a
administracdo de quatro doses subcuténeas da proteina gDE7 conferiu protecdo antitumoral
terapéutica parcial (20%) aos camundongos desafiados com as células TC-1. Conforme

demonstrado no experimento de escolha de adjuvantes, a coadministracdo da proteina gDE7 ao
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poly(l:C) conferiu protecdo antitumoral completa (100%) aos camundongos previamente
desafiados com as células TC-1. Em contraste, a coadministracdo do antigeno E7 ao poly(l:C)
protegeu somente 20% dos camundongos previamente desafiados com as células TC-1, mesmo
apos quatro doses de imunizacdo. Nenhuma protecdo antitumoral foi observada no grupo
imunizado somente com o antigeno E7 (Figura 8A).

A protecdo antitumoral terapéutica em modelo murino de tumores associados ao HPV-
16 correlaciona com a ativacdo simultanea de linfécitos T CD8" E7-especificos produtores de
IFN-y (CHENG el al., 2003; LIU el al., 2007). Por este motivo, a dindmica da resposta de
linfocitos T CD8" E7-especificos, mediada pelas formulacBes vacinais, foi avaliada
temporalmente a partir de amostras de sangue periférico, seis dias ap6s cada dose de
imunizacgdo. Conforme mostrado na figura 8B, a expansdo da populacéo de linfocitos T CD8*
E7-especificos produtores de IFN-y foi observada apds a administracdo da segunda dose da
formulacdo vacinal composta pela proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C), alcancando
aproximadamente 3% do nimero total de linfécitos T CD8". O mesmo fendmeno foi observado
apos a administracdo da segunda dose da formulagdo vacinal composta apenas pela proteina
gDE7, mas em menor magnitude. Por outro lado, foram detectadas frequéncias muito baixas de
linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y nos camundongos imunizados com o
antigeno E7 coadministrado ou ndo ao adjuvante poly(l:C). A expansdo da populacdo de
linfocitos T CD8" E7-especificos, observada ap6s a segunda dose das formulacGes compostas
pela proteina gDE7, indicou que as Ultimas doses poderiam ser desnecessarias para a protecao
antitumoral terapéutica, principalmente em camundongos imunizados com a proteina gDE7

coadministrada ao poly(1:C).
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Figura 8. A imunizacdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) confere 100% de
protecdo antitumoral terapéutica e ativa linfocitos T CD8* ET7-especificos em camundongos
desafiados com células TC-1. (A) Os camundongos foram desafiados no dia 0, imunizados com quatro
doses subcutaneas contendo: 30ug da gDE7 ou 10ug da E7 coadministradas ou ndo a 50ug do adjuvante
poly(l:C). Os camundongos foram acompanhados por 60 dias apds o desafio para analise do crescimento
tumoral. (B) As marcacgdes de linfocitos T CD8* E7-especificos produtores de IFN-y foram realizadas
seis dias apds cada dose de imunizagdo, depois de 6-12 horas de re-estimulo in vitro com o peptideo
CD8-especifico da proteina E7. As setas indicam quando ocorreram as imunizagdes. Os resultados
representam a média de 5 camundongos por grupo + desvio padrdo. * p < 0.05 versus todos 0s outros
grupos experimentais. (Log-rank — Mantel Cox).

Guiados por esta evidéncia, avaliamos se duas doses subcutaneas (dias 1 e 8 apds o
desafio) da formulacdo vacinal composta pela proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C)
seriam suficientes para conferir protecdo antitumoral terapéutica completa aos camundongos
desafiados com as células TC-1. Conforme demonstrado na figura 9A, ndo houve queda da
protecdo antitumoral terapéutica ap6s duas doses subcutaneas da formulacdo vacinal gDE7
coadministrada ao poly(l:C), visto que todos os camundongos mantiveram-se livres de tumor
até o final do periodo de acompanhamento. A diminuicdo para duas doses também néo alterou
os niveis de protecdo antitumoral terapéutica mediada pela proteina gDE7 e pelo antigeno E7
coadministrado ao poly(l:C), mantendo parte dos camundongos desafiados livres de tumor
(20%) até o final do periodo de acompanhamento. Nenhuma protecdo antitumoral foi observada
no grupo imunizado com duas doses do antigeno E7.

A dinamica da resposta de linfécitos T CD8" E7-especificos induzida por duas doses
das formulagdes vacinais testadas também foi avaliada temporalmente, seis dias apos a primeira
e a Ultima dose e 13 e 20 dias apds a ultima dose de imunizacdo a partir de amostras de sangue

periférico. A administragdo de duas doses da formulagdo vacinal contendo a proteina gDE7
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coadministrada ao poly(l:C) elevou a frequéncia de linfécitos T CD8" E7-especificos nos
camundongos imunizados, sendo a porcentagem média similar a desencadeada pela
administracdo de quatro doses da mesma formulacéo vacinal (3%). A resposta E7-especifica
induzida por duas doses da formulagdo vacinal composta pela proteina gDE7 coadministrada
ao poly(I:C) atingiu a magnitude méxima no 21° dia apds o desafio e declinou ao final do
periodo de observacdo (Figura 9B). A magnitude da resposta induzida pela proteina gDE7
isolada foi menor em relacéo a resposta induzida pela formulagéo vacinal composta pela gDE7
coadministrada ao poly(l:C). Foram detectadas frequéncias muito baixas de linfocitos T CD8*
E7-especificos produtores de IFN-y nos camundongos imunizados com o antigeno E7

coadministrado ou né&o ao poly(l:C).
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Figura 9. Duas doses da proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) confere 100% de protecao
antitumoral terapéutica e ativa linfécitos T CD8* E7-especificos em camundongos desafiados com
células TC-1. (A) Os camundongos foram desafiados no dia 0, imunizados com duas doses subcutaneas
contendo: 30ug da gDE7 ou 10ug da E7 coadministradas ou ndo a 50ug do adjuvante poly(l:C). Os
camundongos foram acompanhados por 60 dias ap6s o desafio para analise do crescimento tumoral. (B)
As marcagdes de linfocitos T CD8* produtores de IFN-y a partir de amostras de sangue periférico foram
realizadas seis dias apds a primeira e a Ultima dose e 13 e 20 dias ap6s a Ultima dose de imunizagéo,
depois de 6-12 horas de re-estimulo in vitro com o peptideo CD8-especifico da proteina E7. As setas
indicam quando ocorreram as imunizagdes. Os resultados representam a média de 5 camundongos por
grupo = desvio padrdo. * p<0.05 versus todos os outros grupos experimentais. (Log-rank — Mantel Cox)

Este conjunto de dados mostrou que a formulagdo vacinal composta pela proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) protegeu completamente os camundongos do aparecimento do
tumor. Em contraste, o antigeno E7 coadministrado ao poly(l:C) e a proteina gDE7 conferiram

protecdo antitumoral terapéutica parcial nos camundongos previamente desafiados (20%).
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Desta forma, concluiu-se que a fusdo genética da proteina gD ao antigeno E7 e a
coadministracdo do adjuvante vacinal poly(l:C) atuaram de forma sinérgica no aumento da
protecéo antitumoral terap@utica observada. E importante destacar que, ao contrario da proteina
gDE7, o antigeno E7 coadministrado ao poly(l:C) induziu frequéncias muito baixas de
linfocitos T CD8" E7-especificos em ambas as condigdes experimentais (4 e 2 doses),
mostrando a relevancia da fusdo da proteina gD ao antigeno E7 para a ativacdo da resposta de
linfocitos T CD8" E7-especificos. Portanto, concluiu-se que a fusdo genética da proteina gD ao
antigeno E7 melhora a ativacdo da resposta de linfocitos T CD8* ET7-especificos e a
coadministracdo do poly(l:C) eleva a magnitude da resposta induzida. Finalmente, foi possivel
diminuir o nimero de doses de imunizacao (de 4 doses para 2 doses) sem que houvesse prejuizo
na protecdo antitumoral terapéutica, principalmente no grupo imunizado com a gDE7
coadministrada ao poly(l:C). E importante destacar ainda que apenas uma dose da proteina
gDE7 coadministrada ao poly(l:C) protegeu 60% dos camundongos previamente desafiados
com as células TC-1 (dados ndo mostrados). Por estas razfes, todos 0s ensaios de imunizagdo
subsequentes foram realizados com 2 doses das formula¢des vacinais testadas.

O real impacto terapéutico da proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) foi
monitorado ao aumentar-se o intervalo entre o transplante das células TC-1 e a primeira dose
vacinal, permitindo assim, que o tratamento ocorresse com pequenos tumores palpaveis
estabelecidos (> 4 mm?). Os camundongos foram desafiados com as células TC-1 no dia 0 do
regime vacinal e receberam a primeira dose vacinal nos dias 1, 3, 5, 7 ou 10 apés o desafio. A
dose de refor¢o foi administrada uma semana apés a primeira dose. Como indicado na figura
10, a protecdo antitumoral terapéutica foi mantida completa até o final do periodo de
acompanhamento nos camundongos que receberam a primeira dose vacinal até 7 dias apds o
desafio com as células TC-1. A eliminacdo de pequenos tumores palpaveis ocorreu de forma
mais evidente no grupo em que o intervalo entre o desafio e a primeira dose foi de 7 dias. No
dia 18 apos o desafio, 80% dos camundongos apresentavam tumores palpaveis (> 4 mm?), e por
volta do dia 30, todos os camundongos ja haviam eliminado estes tumores. A regressao tumoral
coincidiu temporalmente com a expansao da resposta de linfécitos T CD8" E7-especificos
(dados nao mostrados). No entanto, o atraso de dez dias na administracao da primeira dose em
relacdo ao desafio reduziu a protecdo antitumoral terapéutica para 40%.
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Figura 10. Duas doses da proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) conferem protecao
antitumoral terapéutica completa mesmo com o aumento do intervalo entre o desafio e a primeira
dose. Os camundongos foram imunizados com duas doses vacinais da proteina gDE7 coadministrada
ao poly(l:C) em diferentes intervalos apos o desafio: 1, 3, 5, 7 e 10 dias. A dose de reforco foi
administrada uma semana apés a primeira dose. Os animais foram acompanhados por 60 dias ap6s o
desafio para analise do crescimento tumoral. (n=5 por grupo).

N&o existem modelos ideais para o estudo de imunoterapias contra tumores que se
estabelecem em humanos. Os modelos animais existentes ndo substituem os testes clinicos, mas
sdo Uteis no processo de entendimento das respostas imunologicas protetoras desencadeadas
por imunoterapias. O modelo adotado neste trabalho baseia-se no uso de células TC-1
provenientes do epitélio pulmonar de camundongos C57BL/6, que expressam as oncoproteinas
E6 e E7 do HPV-16 e sdo transformadas pelo gene c-Ha-ras mutado. Amplamente empregado,
este modelo representa uma ferramenta fundamental para a demonstracdo do efeito de novas
estratégias vacinais contra tumores associados ao HPV-16. No entanto, existem muitas
limitacGes em relacdo ao processo tumoral observado em humanos. Por exemplo, ao contrario
do que se observa em humanos nos quais 0s tumores apresentam desenvolvimento lento, cerca
de 10 a 20 anos, o crescimento das células TC-1 em camundongos é bastante rapido e agressivo,
visto que o tumor ja se torna palpavel entre 7-10 dias apds a implantacdo destas células.

O microambiente promovido pelo estabelecimento do tumor dificulta o
desencadeamento de uma resposta imune protetora, ou seja, quanto maior o intervalo entre o
desafio e as doses, maior a dificuldade de visualizagdo do efeito protetor e da resposta
imunoldgica desencadeada por novos candidatos vacinais. 1sso porque tumores estabelecidos
conseguem modular a resposta imunologica pela secrecdo de citocinas regulatorias,

recrutamento e expansao de células imunossupressoras, diminuicdo da expressao de moléculas
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de MHC-I nas células tumorais e outros mecanismos a fim de favorecer a sua expansdo
(SWANN; SMYTH, 2007). Por esta razdo, foi necessario manter um equilibrio na extenséo do
intervalo para observarmos o efeito terapéutico da formulacdo em questdo. Desta forma,
decidiu-se manter os protocolos de imunizacao terapéuticos mais utilizados por nosso grupo de
pesquisa e por outros grupos, variando o intervalo entre o desafio e a primeira dose do regime
vacinal de 1 a 10 dias (CHUANG et al.,2010; DINIZ et al., 2010; DINIZ et al., 2013; KIMA el
al., 2010; LASARO et al., 2005; PORCHIA et al., 2011; SEO et al., 2009; SHARMA et al.,
2010).

O controle do crescimento de tumores maiores e em expansao se torna mais viavel
quando se consorcia outras substancias a imunoterapia. Como exemplo, agentes
qguimioterapicos, como a cisplatina, oxiplatina e ciclofosfamida e substancias
imunomoduladoras, como anticorpos monoclonais anti-1L-10, anti-PD1/PD-L1 e anti-CTLA-4

e inibidores de angiogénese (DING et al., 2012).

4.3.2.2 Avaliacdo da atividade citotoxica dos linfocitos T CD8* E7-especificos

A funcéo efetora dos linfocitos T CD8" E7-especificos induzidos pelas imunizagdes foi
avaliada qualitativamente pela producdo de IFN-y e a expressdo de CD107a (molécula
relacionada ao processo de degranulacdo de linfocitos citotoxicos) simultaneamente em
resposta ao re-estimulo in vitro do peptideo CD8-especifico da proteina E7. Para isto, 0s
camundongos foram desafiados, imunizados com duas doses das formulagdes vacinais testadas
(dias 1 e 8 ap6s o desafio) e a marcacdo de IFN-y intracelular e de CD107a de superficie foi
realizada em células do baco dez dias apds a administracdo da segunda dose do regime vacinal.
Neste experimento foram analisados tanto o percentual de linfécitos T CD8* produtores de IFN-
v (Figura 11A) como o de linfocitos T CD8" capazes de expressar simultaneamente a citocina
IFN-y e a molécula CD107a (Figura 11B), sendo estas popula¢bes consideradas como
linfocitos T CD8* E7-especificos ativados e com potencial efetor, respectivamente.

Conforme ja demonstrado, a imunizagdo com a proteina gDE7 coadministrada ao
poly(I:C) induziu frequéncias maiores de linfocitos T CD8" E7-especificos ativados em relagao
a outras formulag6es vacinais testadas (Figura 11A). Além disso, a maioria desses linfocitos
ativados também expressou simultaneamente o marcador de degranulacdo CD107a (Figura

11B), evidenciando o potencial efetor de linfocitos T CD8* E7-especificos. E importante
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destacar a baixa frequéncia desta populacéo de linfocitos nos camundongos imunizados com o
antigeno E7 coadministrado ao poly(l:C), o que demonstra a importancia da fusdo genética da
proteina gD ao antigeno E7 na inducdo de respostas de linfocitos T CD8* E7-especificos com

potencial efetor.
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Figura 11. A imunizacdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(1:C) induz resposta de
linfocitos T CD8* E7-especificos com potencial efetor. (A) Porcentagem de linfocitos T CD8*
produtores de IFN-y e (B) porcentagem de linfécitos T CD8* que produzem IFN-y e expressam CD107a
simultaneamente. As células do baco dos camundongos desafiados e imunizados foram recolhidas dez
dias ap6s a segunda dose vacinal (dia 18 apds o desafio) e incubadas por 12h na presenca do peptideo
CD8-especifico da proteina E7 e do anticorpo monoclonal anti-CD107a de camundongo. Apés o periodo
de incubac&o os linfécitos foram marcados com anticorpos monoclonais para as moléculas CD8a e IFN-
y € entdo submetidos a citometria de fluxo. Os dados sdo representativos de dois experimentos
independentes. ** p < 0.01 e *** p < 0.001 (ANOVA, post test: Bonferroni).

Ensaios de citotoxicidade in vivo foram realizados com o intuito de confirmar o perfil
efetor dos linfécitos T CD8" E7-especificos gerados ap6s a imunizagdo com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C). Neste ensaio, células provenientes de camundongos néo
imunizados foram marcadas com concentracfes distintas do corante CFSE. A populacédo
marcada com a maior concentracdo de CFSE também foi pulsada com o peptideo CD8-
especifico da proteina E7, tornando-as células-alvo para lise mediada por linfocitos T CD8*
citotoxicos (CTLs). Células fracamente coradas com CFSE e que ndo foram pulsadas com o
peptideo CD8-especifico da proteina E7 foram utilizadas como células-controle. Camundongos
desafiados com as células TC-1 e imunizados com duas doses das formulagdes vacinais (dias 1
e 8 apoOs o desafio) foram injetados de forma intravenosa com uma mistura de células-

alvo/células-controle dez dias ap6s a ultima dose vacinal. As células do ba¢o dos camundongos
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vacinados foram recolhidas 18 horas ap0s a injecao e testadas para a diminuicao da frequéncia
das células-alvo, como medida indireta da atividade efetora de linfocitos T CD8" E7-
especificos.

Conforme mostrado na figura 12, houve uma reducéo significativa na frequéncia das
células-alvo nos camundongos imunizados com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C)
(Figura 12A), resultado da forte atividade citotéxica dos linfocitos T CD8* E7-especificos
induzidos por esta formulacdo (Figura 12B). Em relacao a proteina gDE7, a formulacao vacinal
composta pela gDE7 coadministrada ao poly(l:C) elevou em aproximadamente 2,5 X a geragéo
de linfécitos T CD8" E7-especificos com atividade citotoxica (Figura 12B). Vale destacar
também que pouca ou nenhuma atividade citotoxica foi detectada nos linfocitos T CD8* E7
especificos de camundongos imunizados com o antigeno E7 isolado ou coadministrado ao
poly(I:C). Portanto, concluiu-se que a fusdo genética da proteina gD ao antigeno E7 e a
coadministracdo do poly(l:C) atuaram de forma sinérgica na ativacdo dos linfocitos T CD8*
E7-especificos citotoxicos (efetores), resultado que corrobora os niveis de protecdo antitumoral
terapéutica observada em camundongos imunizados com duas doses da proteina gDE7

coadministrada ao poly(l:C).
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Figura 12. A imunizacdo em esquema de prime-boost homdlogo com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) induz maior ativacao de linfécitos T CD8" E7-especificos citotoxicos.
(A) Atividade citotoxica in vivo de linfocitos T CD8* E7-especificos de camundongos desafiados e
imunizados com duas doses (dias 1 e 8 ap6s o desafio) das formulacBes vacinais testadas. Os
histogramas do lado esquerdo dos painéis indicam as células-controles marcadas com 0.5 uM CFSE. Os
histogramas do lado direito dos painéis indicam as células-alvo marcadas com 5uM CFSE e pulsadas
com o peptideo CD8-especificos da proteina E7. A reducdo da area dos histogramas de células-alvo em
relacdo as células controle indica a atividade citotoxica in vivo dos linfocitos T CD8" E7 especificos.
(B) Percentual de lise especifica mediada pelos linfocitos TCD8* E7-especificos em um total de 107
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células-alvo. Os dados representam a média de cinco camundongos de um de dois experimentos
independentes realizados com resultados semelhantes. * p < 0.05, *** p < 0.001 (ANOVA, post test:
Bonferroni).

4.3.2.3 Avaliacdo do perfil polifuncional dos linfécitos T CD8" E7-especificos

Além da atividade citotoxica, a polifuncionalidade de linfécitos T CD8" também esta
relacionada a rejeicdo de tumores em modelos murinos e em canceres humanos (DE ROSA et
al., 2004; KIM et al., 2014; PRECOPIO et al., 2007; R1ZZUTO et al., 2009). Recentemente,
foi sugerido que o desenvolvimento da resposta de linfocitos T CD8" polifuncionais pode servir
como biomarcador preditivo de eficécia clinica de vacinas terapéuticas contra lesbes cervicais
de alto-grau (KIM et al., 2014).

Duas semanas ap6s a segunda dose, o perfil funcional dos linfécitos T CD8* E7-
especificos de camundongos desafiados e imunizados foi avaliado por citometria de fluxo
multiparamétrica (Figura 13A). Conforme demonstrado nas figuras 13B-D, a imunizagdo com
a gDE7 coadministrada ao poly(l:C) induziu a producdo de INF-y, TNF-a e IL-2 mais
eficientemente pelos linfécitos T CD8* E7 especificos em relacdo as outras formulacdes
vacinais testadas. Além disso, foi observada maior proporc¢éo de linfocitos T CD8" produtores
de IFN-y ou TNF-a do que linfécitos T CD8" produtores de IL-2 neste grupo experimental
(~1,2%, 1,1%, 0,4% respectivamente). Em relagdo ao grupo imunizado somente com a proteina
gDE?7, a imunizacdo com a gDE7 coadministrada ao poly(l:C) elevou a frequéncia de linfocitos
T CD8" produtores de IFN-y ou TNF-o ou IL-2 em ~ 4X, 19X e 50X respectivamente (Figuras
13B-D). O efeito adjuvante da proteina gD na ativacdo de linfécitos T CD8" E7-especificos
ficou mais uma vez em evidéncia. Ao comparar o grupo imunizado com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) com o grupo que recebeu o antigeno E7 coadministrado ao
poly(I:C), constatou-se que a frequéncia de linfocitos T CD8* produtores de INF-y ou TNF-q,
ou IL-2 era maior em ~ 3,5X, 4X e 7X respectivamente, no primeiro grupo. (Figura 13B-D).

Combinacdes foram geradas para analise de polifuncionalidade a partir da populacéo de
linfocitos T CD8" respondedores ao re-estimulo in vitro com o peptideo CD8-especificos da
proteina E7 (Figura 13E). As imuniza¢des com o adjuvante poly(l:C), com o antigeno E7,
administrado sozinho ou coadministrado ao poly(l:C), induziram ativagdo de uma parcela
significativa de linfdcitos T CD8" E7-especificos produtores exclusivamente de IFN-y (~ 93%,
48% e 41% respectivamente) (Figura 13F). Estudos in vivo ja demonstraram que linfocitos T
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produtores exclusivamente de IFN-y possuem baixa capacidade de desenvolverem populagdes
de memoria (WU et al., 2002). Uma outra parcela dos linfocitos T CD8* E7-especificos dos
camundongos imunizados com o antigeno E7, administrado sozinho ou coadministrado ao
poly(l:C), produziu exclusivamente TNF-a (~25% e 23% respectivamente). Em contraste, essas
formulagdes vacinais induziram baixos niveis de linfocitos T CD8" E7-especificos produtores
de IL-2. Portanto, esses resultados demonstram que as formulag6es vacinais compostas somente
pelo adjuvante poly(l:C), pelo o antigeno E7, administrado sozinho ou coadministrado ao
poly(l:C), induziram maior proporcdo de linfocitos que possuem apenas uma das trés funcdes
analisadas (93%, 75% e 67% respectivamente) (Figura 13G). E importante destacar que nio
foi possivel fazer a anélise Boolean do grupo controle devido a baixa frequéncia de linfocitos
T CD8" respondedores ao re-estimulo in vitro com o peptideo CD8-especifico da proteina E7.
(Figura 13E).

Os camundongos imunizados com a proteina gDE7 administrada sozinha ou
coadministrada ao poly(l:C) também apresentaram ativacdo de linfocitos T CD8" produtores
exclusivamente de IFN-y, no entanto, a frequéncia destes linfécitos encontrada no segundo
grupo foi significativamente menor (~51% e 25% respectivamente) (Figura 13F).
Curiosamente, uma parcela relevante dos linfocitos T CD8* E7-especificos dos camundongos
imunizados com a gDE?7 e o poly(1:C) produziram exclusivamente IL-2 (~20%). Por possuirem
capacidade de proliferacdo, essas células representam uma fonte importante de geracdo de
novos linfécitos T CD8* E7-especificos. Além disso, alguns trabalhos ja demonstraram o
importante papel da IL-2 na diferenciacéo de linfécitos T CD8" efetores (MANJUNATH et al.,
2001; WENINGER et al., 2001) e na magnitude da resposta de linfocitos T efetores
(TANIGUCHI; MINAMI, 1993).

A proteina gDE7 administrada sozinha ou coadministrada ao poly(l:C) induziu ativacdo
de uma parcela importante de linfécitos T CD8" E7-especificos capazes de produzir
simultaneamente as citocinas IFN-y ¢ TNF-a (~37% e 30% respectivamente), comparadas ao
antigeno E7 administrado sozinho ou em associacdo ao poly(l:C) (~14% e 12%
respectivamente) (Figura 13F). A producédo simultanea de IFN-y ¢ TNF-a ¢ uma caracteristica
de linfécitos T CD8" de memoria efetora / efetores, capazes de migrarem para tecidos
periféricos e responderem ao encontro com o antigeno com fungbes efetoras imediatas
(SALLUSTO; GEGINAT; LANZAVECCHIA, 2004; VAN DUIKEREN et al., 2012). Desta

forma, a fusdo da proteina gD ao antigeno E7 promoveu a ativagdo de linfocitos T CD8" E7-
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especificos com perfil funcional efetor e elevou a frequéncia de linfocitos T CD8" E7-
especificos que apresentam pelo menos duas das trés funcoes analisadas (~48%) (Figura 13G).

A coadministracdo do poly(l:C) as proteinas gDE7 e E7 resultou na ativacdo de
linfécitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y, TNF-a e IL-2 simultaneamente (~8% e
4% respectivamente) (Figura 13F-G). Baseado em padrfes funcionais, os linfocitos T CD8"
perdem progressivamente a capacidade de produzir IL-2 em funcdo da diferenciacdo para
linfocitos T efetores (LANZAVECCHIA; SALLUSTO, 2000; SALLUSTO et al., 1999). E
possivel que os linfécitos T CD8" detentores das trés fungdes analisadas estivessem em um
estagio de diferenciacdo intermediério e, conforme mencionado anteriormente, poderiam
representar uma fonte importante de geracdo de novos linfécitos T CD8* E7-especificos

efetores.
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Figura 13. A imunizacao com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) ativa maior proporcao
de linfocitos T CD8* E7-especificos polifuncionais. Os camundongos foram desafiados no dia 0 e
imunizados com duas doses subcutaneas (dias 1 e 8 ap6s o desafio) das formulacdes vacinais testadas.
Duas semanas ap0s a Ultima dose vacinal, as células do bago foram colhidas e analisadas por citometria
de fluxo. (A) Estratégia de citometria de fluxo multiparamétrica para determinacgéo das frequéncias de
linfécitos T CD8" produtores de IFN-y, TNF-a e IL-2. As frequéncias de linfécitos T CD8" que
produzem IFN-y (B) ou TNF-a (C) ou IL-2 (D) sobre o total de linfocitos T CD8" foram avaliadas. (E)
Porcentagem de linfocitos T CD8* produtores de citocinas em resposta ao re-estimulo in vitro com o
peptideo CD8-especifico da proteina E7 (linfocitos respondedores). As porcentagens de producdo de
citocinas foram calculadas subtraindo-se os valores das amostras ndo estimuladas. (F) CombinacGes
Boolean de producdo simultanea de IFN-y, TNF-a e IL-2 pelos linfécitos T CD8* E7-especificos dos
camundongos imunizados (polifuncionais). * p < 0.05 quando néo indicado, versus 0s outros grupos
experimentais no parametro determinado. (G) Os gréficos de pizza representam a frequéncia relativa de
linfocitos T CD8* E7-especificos de acordo com as combinagdes das fungdes efetoras analisadas. Os
dados representam um de dois experimentos independentes realizados com resultados semelhantes. Os
resultados estdo apresentados como a média de 4-5 camundongos por grupo + desvio padrdo. * p <0.05;
** n < 0.01; *** p <0.001. (ANOVA, post test: Bonferroni; Teste t).

4.3.2.4 Imunofenotipagem dos linfécitos T CD8E7-especificos

Procedeu-se com a fenotipagem dos linfocitos T CD8" ativados pelas formulagGes
vacinais testadas neste estudo. Inicialmente, os linfécitos T CD8" foram marcados com o
dextramero de MHC classe | contendo o peptideo CD8-especifico da proteina E7, que permitiu
a identificacdo dos linfocitos T CD8" E7-especificos dentre a populacdo total de linfocitos T
CD8" (Figura 14A-B). Em seguida, 0 fendtipo de memoria destas células foi determinado
baseado na expressdo do marcador de ativacdo CD44 e na expressdo do receptor de homing
para linfonodos em linfécitos, CD62L (GERBERICK etal., 1997; HARARI et al., 2006; OBAR
etal., 2010; ROSA et al., 2011).

Os ensaios de imunofenotipagem dos linfécitos T CD8" E7-especificos foram
realizados a partir de células do baco dos camundongos desafiados e imunizados, duas semanas
apos a segunda dose de imunizacdo, durante o pico da resposta especifica primaria.
Corroborando os resultados de citotoxicidade in vivo (Figura 12B) e de polifuncionalidade
(Figura 13F-G), os camundongos imunizados com a proteina gDE7 isolada ou coadministrada
ao poly(l:C) apresentaram frequéncias mais elevadas de linfocitos T CD8* E7-especificos com
fendtipo CD44*CD62L'""Y, caracteristico de memoria efetora (Tewm) / efetor (~77% e 88%
respectivamente) (Figura 14A). A auséncia da expressdo da L-selectina CD62L nestes
linfécitos faz com que esses circulem em tecidos periféricos onde podem encontrar o antigeno
e responder com funcgdes efetoras imediatas, como a producdo de citocinas e moléculas

citotoxicas. Em contraste, 0os camundongos imunizados com o antigeno E7 sozinho ou
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coadministrado ao poly(l:C) apresentaram frequéncias maiores de linfocitos T CD8" E7-
especificos com o fen6tipo CD44*CD62LM9", caracteristico de memaria central (Tcm) (~51%
para ambos) (Figura 14A).

Portanto, a fusdo genética da proteina gD ao antigeno E7 favoreceu a mudanca do
fendtipo dos linfécitos T CD8" E7-especificos para um fendtipo de memoria efetora / efetor
mais pronunciado, quando comparado ao antigeno E7. O emprego do adjuvante poly(l:C)
promoveu o aumento da frequéncia dos T CD8" E7-especificos com o fenétipo determinado
pelo antigeno a ele coadministrado (Figura 14C).

A

Contrale_ poly (I:C) ) gDE?_ ) gDE7 + poly (I:C)

) E7 + poly (ItC]_
{ 46,8 329 | 4 13,1 « . 8,89

51,5

1 1

1 ‘l% mz| 5" @ 88,6 i' . 6 1" VU s
e b i vy ey LR e oy iy e

B C

Dextramero E7

CcD&2L

razéo Ty [ Top
1,1 1.9 0.6 0.3

. TE M

32 7.7
*
T

804 D CM
60 =
404

201 ’J-‘ L1

T T T T EIT

Controle poly gDE7  gDET + ET7 +
(1:C) poly (I:C) poly (I:C)

2.5 ok 100
2.01

1.54 R

1.04

o

0.5 (o] o]
0 o
—o— 00
R &% %o iad
Controle poly gDE7 gDE7+ ET7 ET +
(1:C) poly (1:C) poly (I:C)

0.0

=

% T CD8" E7-especificos / T CD8"
o
% Tgp ou Ty / T CD8+ E7-especificos

Figura 14. A imunizacdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) induz a ativagéo de
linfocitos T CD8* de memdria efetora / efetores. Os camundongos foram imunizados com duas doses
subcutaneas das proteinas gDE7 ou E7 misturadas ou ndo com poly(l:C) nos dias 1 e 8 ap6s o desafio.
As células do baco foram colhidas e analisadas por citometria de fluxo catorze dias ap6s a Gltima dose.
(A e B) As células do baco dos camundongos foram marcadas com um dextrdmero de MHC-I contendo
0 peptideo CD8-especifico da proteina E7 e a frequéncia de linfocitos T CD8* E7-especificas foi
determinada. Em (A) estdo representados os dados de um camundongo representativo de cada grupo.
(C) Razdo de linfocitos T CD8* de memdria efetora/efetores (CD44*CD62L'") e memdria central
(CD44* CD62L"") de camundongos desafiados e imunizados com as diferentes formulagdes vacinais
testadas. Os dados representam um de dois experimentos independentes realizados com resultados
semelhantes. Os resultados apresentam a média de 5 camundongos por grupo + desvio padrdo. * p <
0.05 versus todos os grupos em Tem; ¢ p < 0.01 versus todos 0s grupos exceto gDE7 em Tem; *** p <
0.001 versus todos os outros grupos. (ANOVA, post test: Bonferroni).
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A oncoproteina E7 do HPV-16 possui uma meia-vida intracelular curta sendo
rapidamente degradada via proteassomos (ROMAN; MUNGER, 2013; SMOTKIN;
WETTSTEIN, 1987, VALDOVINOS-TORRES et al., 2008). Essa observacao sugere gque pode
haver pouca apresentacdo do antigeno E7 pelas células dendriticas para linfocitos T CD8".
Além disso, o antigeno E7 possui similaridade com proteinas humanas envolvidas em varios
processos regulatérios (NATALE et al.,, 2000). Essa similaridade é base para um dos
mecanismos de tolerancia utilizados por antigenos tumorais para escapar do reconhecimento de
linfocitos T efetores antigeno-especificos.

De acordo com o “modelo de diferenciagdo progressiva” (LANZAVECCHIA,
SALLUSTO, 2002; SALLUSTO; GEGINAT; LANZAVECCHIA, 2004), a intensidade e/ou
duracdo da interacdo do TCR de linfécitos T com a molécula de MHC/peptideo em células
dendriticas tem papel importante na diferenciacdo de linfécitos efetores. Esse modelo propde
que os linfocitos T em proliferacdo recebem diferentes niveis de estimulo (quantidade de
antigeno, coestimulo e citocinas) e, consequentemente, atingem diferentes niveis de
diferenciacdo. Estudos in vitro corroboraram com este modelo ao mostrarem que linfocitos T
CD4* ativados por um estimulo fraco proliferam, mas ndo possuem funcdo efetora. Ap6s
transferéncia in vivo, esses linfocitos migram para os 6rgdos linféides secundarios onde
proliferam em resposta ao contato com o antigeno (IEZZI; SCHEIDEGGER;
LANZAVECCHIA, 2001). Portanto, os linfocitos em estagios intermediarios de diferenciacdo
induzido por fraca estimulacdo ddo origem aos linfocitos T de memdria central (Tcm). Em
contraste, linfocitos T CD4" ativados por estimulo intenso diferenciam em linfécitos T CD4*
efetores e, apds transferéncia in vivo, sdo excluidos dos 6rgdos linféides e migram para tecidos
inflamados (IEZZI; SCHEIDEGGER; LANZAVECCHIA, 2001). Ainda de acordo com o
“modelo de diferenciagdo progressiva”, apos a fase aguda alguns desses linfocitos efetores
permanecem como linfécitos T de memoria efetora (Tem). Outros estudos também
demonstraram que a ativacdo in vitro de linfécitos T CD8" com razdo elevada de células
dendriticas e linfécitos T direciona a geracdo de linfocitos T CD8* com fendtipo de memdria
efetora / efetor. Por outro lado, a baixa razdo de células dendriticas e linfécitos T tende a gerar
linfécitos T CD8* com fendtipo de memoria central (GETT et al., 2003; LANGENKAMP et
al., 2002).

Coletivamente, essas evidéncias ajudam a explicar a baixa imunogenicidade do

antigeno E7 sozinho bem como sua menor capacidade de gerar linfocitos T CD8" E7-
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especificos com fendtipo efetor. E possivel que a fusdo genética da proteina gD ajudou a
aumentar a estabilidade intracelular do antigeno E7 e consequentemente, melhorou o
processamento e a apresentacdo deste para linfocitos T CD8*. Portanto, a fusdo da gD ao
antigeno E7 melhorou a ativagdo dos linfcitos T CD8" E7-especificos com fenotipo efetor e o
poly(1:C) ampliou a magnitude da resposta induzida.

4.3.2.5 Contribuicdo dos subtipos de linfocitos T na protecdo antitumoral mediada pela
proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C)

Esta bem estabelecido que os linfécitos T CD4" helper tém papel importante no
desenvolvimento de respostas de linfocitos T CD8" citotdxicos (JANSEN et al., 2003; SUN;
BEVAN, 2003). Os linfocitos T CD4" helper atuam no “licenciamento” de células dendriticas
resultando no aumento da expressao de moléculas coestimuladoras e de citocinas inflamatdrias
importantes para a ativacdo de linfécitos T CD8" citotéxicos (BEVAN, 2004; WILLIAMS;
BEVAN, 2007). Na clinica, o desenvolvimento da resposta de linfécitos T CD4" produtores
de IFN-y (polarizada para Th-1) esté associado a regressdo e & melhora de neoplasias cervicais
bem como a eliminacéo do HPV (DE JONG et al., 2002; KIM et al., 2014; STEELE et al. 2005).
Muitas estratégias vacinais falharam em desenvolver resposta ampla e homogénea de linfécitos
T CD8" pela falta de uma resposta robusta de linfocitos T CD4" (BALDWIN et al., 2003;
BORYSIEWICZ et al., 1996; DAVIDSON et al., 2004; FRAZER et al., 2004; KAUFMANN
et al., 2002). Entretanto, no modelo murino de tumores associados ao HPV-16 baseado em
células TC-1, pesquisas demonstraram que a resposta de linfécitos T CD8"* induzida por
diversas formulagdes vacinais independe da ajuda de linfécitos T CD4" (BARRIOS; CELLIS,
2012; CHU et al., 2000; LIU et al., 2007). Por isso, avaliamos o papel dos linfocitos T CD4*
no desenvolvimento da resposta antitumoral mediada pela formulacao vacinal composta pela
proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C).

Conforme j& demonstrado, a coadministracéo da proteina gDE7 ao poly(l:C) conferiu
protecdo antitumoral terapéutica completa a camundongos C57BL/6 selvagens, além de induzir
resposta robusta de linfocitos T CD8" E7-especificos (Figura 9A-B). Para determinar a
contribuicdo dos subtipos de linfécitos T na protegdo antitumoral observada, camundongos
C57BL/6 selvagens e knockouts (KO) para linfocitos T CD4" (CD4 KO) e linfocitos T CD8*
(CD8 KO) (Figura 15A) foram imunizados com duas doses das formulagdes vacinais testadas

(dias 1 e 8 apds o desafio). Novamente, duas doses da proteina gDE7 coadministrada ao
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poly(1:C) conferiram protecdo antitumoral completa nos camundongos C57BL/6 selvagens.
Resultado semelhante foi obtido nos camundongos C57BL/6 CD4 KO imunizados com a
proteina gDE7 e o poly(l:C) (Figura 15B). E interessante notar que parte dos camundongos
foram considerados com tumores no inicio do periodo de acompanhamento, no entanto, o
crescimento tumoral foi controlado até a completa regressdo dos mesmos. Ao final do periodo
de acompanhamento, todos os camundongos C57BL/6 CD4 KO desafiados estavam livres de
tumores. Nenhuma protecéo antitumoral terapéutica foi observada nos camundongos C57BL/6
CD4 KO imunizados com o poly(l:C), com as proteinas gDE7 e E7 isoladas bem como com a
proteina E7 coadministrada ao poly(l:C) (dados ndo mostrados). Em contraste, duas doses da
proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) ndo protegeu os camundongos C57BL/6 CD8 KO
previamente desafiados com as células TC-1 (Figura 15B). Nenhuma protecdo antitumoral
terapéutica foi observada nos camundongos C57BL/6 CD8 KO imunizados com o poly(l:C),
com as proteinas gDE7 e E7 isoladas bem como com a proteina E7 coadministrada ao poly(l:C)
(dados ndo mostrados). Portanto, estes resultados apontam que os linfécitos T CD8" tém papel
fundamental na resposta antitumoral induzida pela formulacdo vacinal gDE7 coadministrada
ao poly(l:C). E ainda, os linfécitos T CD4* ndo exercem papel relevante para a funcdo efetora
dos linfécitos T CD8" E7-especificos em modelo murino de tumores associados ao HPV-16,
visto que esses linfdcitos possuem magnitude suficiente para o controle do crescimento tumoral.

Recentemente, Hervas-Stubbs et al. (2007) demonstraram que a sinalizacdo via TLR3
em células dendriticas promove a diferenciacdo de linfécitos T CD8* efetores na auséncia de
linfocitos T CD4" helper. Desta forma, a sinalizacdo poly(l:C) / TLR3 poderia substituir o papel
dos linfocitos T CD4" na inducdo da resposta de linfocitos T CD8" E7-especificos efetores, e
consequentemente na protecdo antitumoral terapéutica em camundongos CD4 KO. No entanto,
em nossas condicdes experimentais, a protecdo antitumoral terapéutica foi observada somente
nos camundongos CD4 KO imunizados com a gDE7 e o poly(l:C) e ndo com a E7 e o poly(l:C),
sugerindo que o efeito adjuvante da proteina gD se sobrepde ao do poly(l:C) na ativacdo

resposta de linfécitos T CD8* E7-especificos efetores também em camundongos CD4 KO .
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Figura 15. A protecdo antitumoral terapéutica induzida pela imunizacdo com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) é independente de linfocitos T CD4* helper e dependente de linfécitos
T CD8". (A) A anélise por citometria de fluxo de amostras de sangue periférico confirmou a auséncia
de linfocitos T CD4* ou T CD8* em camundongos CD4 KO (painel central) ou CD8 KO (painel direito)
respectivamente, em comparacdo aos camundongos selvagens (painel esquerdo). (B) Camundongos
selvagens, CD4 KO e CD8 KO foram desafiados com 7,5x10* células TC-1 e imunizados com duas
doses subcutaneas (dias 1 e 8 ap6s o desafio) das formulacdes vacinais testadas para determinar a
contribuigdo de subtipos de linfécitos T na protecdo antitumoral. As setas pretas indicam as duas doses
de imunizag&o. Os camundongos foram acompanhados durante 60 dias ap6s o desafio para avaliagdo do
crescimento tumoral. Os dados representam um de dois experimentos independentes realizados com
resultados semelhantes (n = 5 por grupo).

4.3.2.6 Avaliacdo da presenca de linfocitos T CD8" E7-especificos no microambiente tumoral

Além da resposta sisttmica de linfécitos T CD8" E7-especificos, a resposta
antitumoral no local do tumor, traduzida pela infiltracdo de linfécitos T CD8* E7-especificos
para 0 microambiente tumoral, também foi avaliada. Nesses experimentos, 0s camundongos
foram desafiados com 7,5x10* células TC-1 diluidas em matrigel. O matrigel apresenta-se em
consisténcia liquida a 0° C, no entanto, quando inoculado pela via subcutanea (37 °C), forma
uma matriz gelatinosa que contém as células tumorais e células do sistema imune que migram
para o local. Desta forma, mesmo nos camundongos imunizados em que 0 tumor ndo se

desenvolve, é possivel analisar os tipos celulares do sistema imune que infiltram a matriz em
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resposta a inoculacdo das células TC-1. Os camundongos desafiados com as células TC-
1/matrigel receberam duas doses das formulacdes vacinais testadas (dias 1 e 8 apds o desafio)
e foram eutanasiados 4 dias ap0s a segunda dose. Os tumores/matrigel foram retirados
cirurgicamente, digeridos com colagenase D e as células infiltradas foram analisadas por
citometria de fluxo.

E importante destacar que o matrigel inoculado isoladamente, sem células TC-1, ndo
induziu a infiltracdo de linfécitos T CD8* para a matriz (Figura 16A). Desta forma, concluiu-
se que a migracao desses linfocitos se deve principalmente pela presenca das células tumorais
na matriz. Conforme comentado anteriormente, a protegcdo antitumoral terapéutica no modelo
murino de tumores associados ao HPV-16 correlaciona com a ativacdo simulténea de resposta
de linfocitos T CD8* E7-especificos. Os camundongos imunizados com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) apresentaram infiltracdo significativa de linfécitos T CD8" para o
microambiente tumoral (~5%) em relacao as outras formulacgdes vacinais testadas (Figura 16B)

Para determinar a proporcdo de linfocitos T CD8" E7-especificos infiltrados no
microambiente, as células dos tumores/matrigel dos camundongos imunizados com a gDE7, a
gDE7 coadministrada ao poly(l:C) e a E7 coadministrada ao poly(l:C) também foram marcadas
com o dextramero de MHC-I contendo o peptideo CD8-especifico da proteina E7. Assim, foi
possivel observar que nos tumores/matrigel dos camundongos imunizados com a gDE7
coadministrada ao poly(l:C), aproximadamente 80% dos linfécitos T CD8" infiltrados eram
linfocitos T CD8* E7-especificos (Figura 16C). Essa propor¢do caiu para aproximadamente
45% e 30% nos tumores/matrigel implantados em camundongos imunizados com a proteina
gDE7 sozinha e o antigeno E7 coadministrado ao poly(l:C), respectivamente.

De acordo com os resultados de imunofenotipagem (Figura 14), a maioria dos
linfocitos T CD8* E7-especificos ativados pela imunizacdo com a proteina gDE7 isolada ou
coadministrada ao poly(l:C), possuiam feno6tipo de memoria efetora / efetor (77% e 88%
respectivamente). Ou seja, esses linfocitos possuiam maior capacidade de circulacdo em regides
periféricas onde poderiam encontrar o antigeno e responder com funcgdes efetoras. Desta forma,
as proporcdes elevadas de linfocitos T CD8" E7-especificos infiltrados nos tumores/matrigel
de camundongos imunizados com a gDE7 isolada (~45%) ou a gDE7 coadministrada ao
poly(I:C) (~80%) corroboram os resultados de imunofenotipagem destes linfocitos. Embora
experimentos que comprovem a funcéo efetora dos linfocitos T CD8" E7-especificos infiltrados

nos tumores/matrigel ndo tenham sido realizados, podemos sugerir indiretamente que esses
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linfocitos possuem fungdo efetora. A infiltracdo significativa de linfécitos T CD8" E7-
especificos para 0 microambiente tumoral nos camundongos imunizados com a proteina gDE7
coadministrada ao poly(l:C) (Figura 16B) também corrobora a protecdo antitumoral
terapéutica completa observada em camundongos imunizados com esta formulagéo vacinal
(Figuras 9A e 10).
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Figura 16. A imunizagdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) induz infiltracao
significativa de linfécitos T CD8" E7-especificos para o microambiente tumoral. Camundongos
C57BL/6 foram desafiados com 7,5x10* células TC-1 suspensas em matrigel e receberam duas doses
(dias 1 e 8 ap6s o desafio) das formulagdes vacinais testadas. Quatro dias apds a Gltima dose, 0s
camundongos foram eutanasiados e os tumores/matrigel foram retirados para analise de microambiente
tumoral por citometria de fluxo. (A) A migracdo de linfécitos para a matriz depende da presenca das
células TC-1 e ndo do matrigel. (B) Frequéncias de linfocitos T CD8* infiltrados nos tumores. (C) As
células recuperadas dos tumores/matrigel de camundongos imunizados com a proteina gDE7, com a
gDE7 coadministrada ao poly(l:C) e com a E7 coadministrada ao poly(l:C) também foram marcadas
com o dextramero de MHC-1 contendo o peptideo CD8-especifico da proteina E7. Desta forma, o
percentual de linfécitos T CD8* E7-especificos dentre os linfocitos T CD8" infiltrados nos tumores foi
determinado. Os resultados representam a média de 4 camundongos por grupo + desvio padrdo. *** p
< 0.001 versus todos os outros grupos. (ANOVA, post test: Bonferroni).
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4.3.2.7 Efeito das imunizac¢Ges sobre células imunossupressoras

Tumores solidos sdo compostos por diversos tipos celulares (células tumorais, células
endoteliais, inflamatdrias, fibroblastos) bem como componentes acelulares (citocinas,
mediadores inflamatdrios e matriz extracelular). No microambiente tumoral, esses elementos
podem induzir angiogénese, inativar respostas antitumorais mediadas por células T, e também
promover a proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais (HANAHAN; WEINBERG,
2011). Vérios estudos mostraram a infiltracdo de macrofagos e linfocitos em lesdes cervicais
induzidas pelo HPV (HAMMES et al., 2007; KOBAYASHI et al., 2008). Mulheres com lesdes
cervicais assintomaticas apresentam maior proporcao de linfécitos T sistémicos polarizados
para Th-1, enquanto mulheres com cancer cervical apresentam também linfocitos T regulatorios
(WELTERS et al., 2006). Portanto, a razdo entre linfocitos T respondedores e T regulatérios
sistémicos ou no microambiente tumoral é um bom marcador preditivo de progressao do cancer
cervical (PIERSMA et al., 2007). Van der Burg et al. (2007) reportaram recentemente a
existéncia de linfocitos T regulatérios (T CD4* CD25" Foxp3*) especificos para as
oncoproteinas do HPV-16 em pacientes com cancer cervical. A capacidade imunossupressora
desses linfécitos depende principalmente da ativacdo mediada pelas oncoproteinas do HPV-16
e da interacdo desses linfécitos com linfécitos T efetores (VAN DER BURG et al., 2007). Como
as oncoproteinas E6 e E7 do HPV-16 sdo expressas constitutivamente em lesdes pré-malignas
e tumores estabelecidos, esses sitios podem representar uma fonte de antigenos para a ativacédo
dos linfécitos T regulatorios. Esses linfocitos T regulatorios presentes na interface entre o tumor
e o sistema imune (linfonodos drenantes e tecidos tumorais) sdo capazes de bloquear a
proliferacdo e suprimir a producdo de citocinas em linfécitos efetores e, desta forma,
promoverem o desenvolvimento de tumores imunogénicos em pacientes que ndo conseguem
montar uma resposta antitumoral eficiente (VAN DER BURG et al., 2007).

Pelo fato destes linfocitos dependerem da presenca das oncoproteinas E6 e E7 do
HPV-16 para exercerem sua funcdo imunossupressora, existe a possibilidade de que as
imunoterapias contra o cancer cervical também resultem na expansdo de linfocitos T
regulatérios. Esse fendmeno foi observado na imunoterapia baseada em peptideos sintéticos
longos derivados das oncoproteinas E6 e E7 do HPV-16 (WELTERS et al., 2008). Pacientes
que tiveram o cancer cervical removido cirurgicamente foram imunizados com os peptideos

longos das oncoproteinas E6 e E7 e desenvolveram resposta ampla de linfocitos T CD4" e
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TCD8" efetores. No entanto, também houve expansdo de linfécitos T regulatérios (T
CD4*CD25Foxp3*) E6/E7 especificos em todos os pacientes imunizados, sugerindo que
estratégias que desarmem essa populacdo de linfocitos T devem ser consideradas em
imunoterapias contra tumores associados ao HPV-16.

Em nossas condigdes experimentais, a andlise dos linfocitos T regulatérios foi
realizada em camundongos desafiados e imunizados com as formulagdes vacinais nos dias 1 e
8 apds o implante das células TC-1. Catorze dias apds a ultima dose de imunizacdo, 0s
camundongos foram eutanasiados e os linfdcitos T provenientes do bago foram mantidos em
cultura em contato com 10 pg/ml da proteina E7 durante 5 dias, 0 que permitiu a expressao
estavel de Foxp3 pelos linfécitos T CD4" (BOLPETTI et al., 2010; VAN DER BURG et al.,
2007; WELTERS et al., 2008) (Figura 17A). Os camundongos imunizados com o antigeno E7
coadministrado, ou ndo, ao poly(l:C) apresentaram frequéncias maiores de linfécitos T
CD4*CD25"Foxp3* (~ 12% e 11% respectivamente) em relacdo aos camundongos tratados com
a gDE7 administrada com ou sem o poly(l:C) (~ 4% e 2,5% respectivamente) (Figura 17B).
Possivelmente, a auséncia da resposta E7-especifica efetora nos grupos controle, poly(l:C), E7
e E7 coadministrada ao poly(l:C) favorece o desenvolvimento do tumor que por sua vez, induz
maior proliferagdo dos linfdcitos T regulatérios. Por outro lado, a ativagdo de linfocitos T CD8*
E7 especificos de memoria efetora / efetores (Figuras 14A-C) nos camundongos imunizados
com a formulacdo vacinal gDE7 coadministrada ao poly(l:C) controla o desenvolvimento do

tumor e consequentemente a proliferacao de linfocitos T regulatorios .
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Figura 17. Efeito das imunizagdes em linfocitos T regulatdrios sistémicos em camundongos
desafiados com as células TC-1. Para a andlise de linfocitos T regulatérios, as células do bago de
camundongos desafiados e imunizados foram colhidas catorze dias ap6s a segunda dose e mantidas em
cultura com 10 pg/ml da proteina E7 do HPV-16 durante 5 dias. Ap6s este periodo, a frequéncia de
linfocitos T CD4*CD25*Foxp3* dentre os linfocitos T CD4* foi quantificada por citometria de fluxo.
(A) Os dot plots demonstram os resultados de um camundongo representativo de cada grupo
experimental. (B) Frequéncias de linfocitos T CD4*CD25*Foxp3* quantificadas ap6s 5 dias de cultura
em contato com o antigeno E7. Os resultados representam a média de 5 camundongos por grupo * desvio
padrdo. Os dados representam um de dois experimentos independentes realizados com resultados
semelhantes. ** p < 0.01 e *** p< 0.001. (ANOVA, post test: Bonferroni).

Além dos linfocitos T regulatdrios, células mieldides com fenotipo imaturo e supressor
(Myeloid-derived supressor cells — MDSCs) também proliferam nos 6rgéos linfoides e tecidos
tumorais em resposta a citocinas e outros fatores secretados por tumores em desenvolvimento
(CHANG et al., 2014; KUSMARTSEV; GABRILOVICH, 2002; STONE et al., 2014;
WILCOX, 2010). As MDSCs interferem na imunidade antitumoral pela inibicdo da atividade
efetora de células NK, linfocitos T CD8" e T CD4", além de promoverem a expansdo de
linfocitos T regulatérios (BRONTE et al., 2001; GABRILOVICH, 2004; SINHA et al., 2005).
Consequentemente, a proliferacdo e o acimulo dessas células nos 6rgédos linfoides e tecidos
tumorais contribuem para o desenvolvimento e progressdo de diversos tumores, incluindo os
tumores cervicais (STONE et al., 2014).

Em camundongos, as MDSCs sdao amplamente caracterizadas pela expressdo de
CD11b e Gr-1 (YOUN et al., 2011). Recentemente, foi observado pelo nosso grupo uma
correlacdo linear positiva entre 0 aumento do volume tumoral e 0 aumento frequéncia de células
Gr-1+ em baco de camundongos transplantados com células TC-1. Além disso, a deplecéo
destas células com anticorpo monoclonal anti-Gr-1 associada a imunizagdo ativa, resultou na

inducdo de forte ativacdo de linfocitos T CD8" E7-especificos, além de conferir protecdo
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antitumoral terapéutica completa aos camundongos imunizados. (DINIZ et al., em fase de
elaboracdo). Levando em consideracdo que o desenvolvimento do tumor influencia
positivamente na expansdo sistémica destas células, e que uma das formulacGes vacinais
testadas durante este estudo controla eficazmente o desenvolvimento de tumores, decidiu-se
avaliar o impacto das formulagbes vacinais na frequéncia de MDSCs sistémicas em
camundongos previamente desafiados.

Para a andlise das MDSCs, os camundongos foram desafiados com as células TC-1 e
imunizados com duas doses das formulagBes vacinais testadas (dias 1 e 8 apds o desafio).
Catorze dias ap6s a Ultima dose vacinal as frequéncias das MDSCs presentes no baco dos
camundongos foram avaliadas. Conforme ilustrado na figura 18A-B, os camundongos
imunizados com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) apresentaram as menores
frequéncias de MDSCs dentre os camundongos imunizados (~2%). O grupo imunizado somente
com a gDE7 também apresentou frequéncias menores de MDSC esplénicas, no entanto, a
maioria dos camundongos (80%) ja apresentavam tumores em desenvolvimento no momento
em que o ensaio foi realizado. De acordo com resultados prévios encontrados pelo nosso grupo
de pesquisa, se este ensaio fosse realizado com um intervalo maior em relacdo ao desafio
(ocasido em que os tumores estivessem maiores), certamente veriamos maior diferenca na
frequéncia de MDSCs nos bagos dos camundongos entre estes dois grupos. Estes aspectos
certamente serdo avaliados no futuro.

Em contraste, 0s grupos imunizados com salina (controle), com o antigeno E7, ou E7
coadministrado ao poly(l:C) apresentaram frequéncias significativamente maiores de MDSC
no baco (~7%, 6,5% e 4,5%) em relacdo ao grupo imunizado com a gDE7 coadministrada ao
poly(l:C). Coincidentemente, os tumores eram visualmente maiores nestes grupos no momento

da realizacdo dos experimentos.
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Figura 18. Efeito das imuniza¢fes em MDSCs sistémicas em camundongos desafiados com as
células TC-1. Para a analise das MDSCs, células do baco de camundongos desafiados e imunizados
foram colhidas catorze dias ap6s a Ultima dose vacinal e marcadas com anticorpos anti-CD45, anti-
CD11b e anti-Gr-1. (A) Dot plots demonstram os resultados de camundongos representativos dos grupos
experimentais. (B) Frequéncia das MDSCs presentes no baco de camundongos imunizados 22 dias apds
o0 desafio. Os resultados representam a média de 5 camundongos por grupo + desvio padrdo de um de
dois experimentos independentes realizados com resultados semelhantes. ** p < 0.01 e *** p < 0.001.
(ANOVA, post test: Bonferroni).

Coletivamente, esses resultados demonstraram que o controle do desenvolvimento
tumoral conferido pela imunizacdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) impactou
diretamente na expansdo de linfécitos T regulatérios e de MDSCs sistémicos. Por sua vez, o
controle da imunossupressdo mediada pela formulacdo vacinal permite que a resposta

antitumoral efetora rejeite o desenvolvimento do tumor com maior eficiéncia.

4.3.2.8 Impacto da presenca de LPS na resposta antitumoral terapéutica

A contaminacao das proteinas recombinantes por lipopolissacarideos (LPS) excedeu o
nivel aceitavel preconizado pela Farmacopeia Europeia (5 EU/kg) (PETSCH; ANSPACH,
2000) e, por esta razdo, camundongos C57BL/6 TLR4 KO foram usados em experimentos
controle para entender o impacto da presenca de LPS contaminante na resposta antitumoral
terapéutica gerada pelas formulagGes vacinais. Como demonstrado na figura 19A, a
administracdo de duas doses subcutaneas da proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) (dias
1 e 8 apos o desafio), conferiu protecdo antitumoral terapéutica completa aos camundongos
C57BL/6 TLR4 KO desafiados com as células TC-1. Duas doses da proteina gDE7
administrada sozinha e do antigeno E7 coadministrado ao poly(l:C) protegeram parcialmente
(33%) os camundongos C57BL/6 TLR4 KO do desenvolvimento do tumor. Nenhuma protecao

antitumoral terapéutica foi observada no grupo imunizado com duas doses do antigeno E7 sem
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o0 adjuvante. Além disso, os camundongos C57BL/6 TLR4 KO imunizados com duas doses da
proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) apresentaram frequéncias mais elevadas de
linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y, resposta monitorada dez dias ap6s a
ultima dose vacinal (Figura 19B). Desta forma, ndo foram observadas diferencas significativas
na protecdo antitumoral terapéutica e na resposta de linfocitos T CD8" E7-especifica induzidas
pela imunizacdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) tanto em camundongos
selvagens como em TLR4 KO, o que sugere que os niveis de LPS presente na proteina gDE7
n&o interferiu na resposta protetora contra o tumor.

Além de avaliarmos o impacto direto da presenca do LPS na resposta de linfocitos T
CD8" E7-especificos, o perfil de secrecdo de citocinas pro-inflamatorias por células de bago de
camundongos selvagens e TLR4 KO imunizados também foi analisado (Figura 19C).
Considerando as células de ba¢o dos camundongos das duas linhagens imunizados com a gDE7
coadministrada ao poly(l:C), podemos concluir que a presenga do LPS néo influenciou na
quantidade das citocinas secretadas. Tanto as células dos camundongos selvagens como dos
TLR4 KO secretaram quantidades equivalentes (p > 0.05) das citocinas inflamatérias 1L-6,
TNF-a e IFN-y neste grupo. Fato que também nos permite concluir que a quantidade de LPS
presente na proteina gDE7 purificada néo foi suficiente para alterar as respostas imunolégicas

induzidas.
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Figura 19. A coadministracdo da proteina gDE7 ao poly(l:C) confere prote¢do antitumoral
terapéutica completa e ativacao de linfécitos T CD8" E7 especificos em camundongos TLR4 KO
desafiados com células TC-1. (A) Os camundongos foram desafiados com 7,5x10* células TC-1 e
imunizados com duas doses subcutaneas (dias 1 e 8 ap6s o desafio) contendo a proteina gDE7 ou a E7
coadministradas ou ndo ao poly(l:C). Os camundongos foram acompanhados por 60 dias ap6s o desafio
para analise do crescimento tumoral. As setas indicam os dias das imunizag@es. * p < 0.05 versus todos
0s outros grupos. (B) As deteccdes de linfocitos T CD8" E7-especificos produtores de IFN-y de PBMC
foram realizadas dez dias apds a Ultima dose de imunizacao, ap6s 12 horas de reestimulo in vitro com o
peptideo CD8-especifico da proteina E7. Os dados demonstrados sdo baseados em trés animais por
grupo de dois experimentos independentes (n=6) *** p < 0.001 versus todos os outros grupos. (C)
Producéo das citocinas pro-inflamatorias IL-6, TNF-a ¢ IFN-y pelas células do baco de camundongos
selvagens (n=5) e TLR4 KO (n=3) diante do reestimulo in vitro com 10ug/ml da proteina E7 por 48
horas. Os valores foram obtidos a partir da diferenca das amostras estimuladas com a proteina E7 e
amostras nao estimuladas. *** p < 0.001; « p < 0.05 versus gDE7 em C57BL/6 selvagens; # # p < 0.01
versus E7 em C57BL/6 selvagens. (Log-rank — Mantel Cox; ANOVA, post test: Bonferroni; Teste t).

4.4 ANALISE DE PARAMETROS DE SEGURANCA VACINAL NOS CAMUNDONGOS
IMUNIZADOS COM O ADJUVANTE POLY(I:C)

Analogos de RNA de dupla fita sdo potentes indutores de interferon do tipo | e a sua
efetividade como reagente antiviral é historicamente bastante conhecida. (BORECKY et al.,
1981; CARTER; DE CLERCQ, 1974; DE CLERCQ, 2006; MATSUMOTO; SEYA, 2008). No

entanto, a utilizacdo destas moléculas em terapias antivirais e antitumorais implicou em outros
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efeitos bioldgicos, muitos deles considerados indesejaveis. Dependendo da via utilizada e da
quantidade administrada os efeitos podem incluir: pirogenicidade, reducdo da hematopoese,
necrose de varios tipos celulares, disfuncdo hepatica, entre outros (CARTER et al., 1976;
HOMAN et al., 1971). Diante destes fatos, decidiu-se investigar se a dose do adjuvante
poly(l:C) utilizada nas imunizagdes deste estudo teria efeito toxico nos camundongos. Os
parametros de seguranca vacinal avaliados foram hematologia, funcdo hepaética, funcéo renal e

lactato desidrogenase.

4.4.1 Andlises hematoldgicas

Para avaliar o efeito do adjuvante poly(l:C) nas células sanguineas, os camundongos
desafiados e imunizados com duas doses vacinais (dias 1 e 8 apds o desafio) foram sangrados
pela via do plexo submandibular um e trés dias apds a Ultima dose vacinal. O sangue dos
camundongos foi analisado em contador hematoldgico diferencial.

Em estudo realizado por Carter et al. (1976), animais que receberam multiplas doses
de analogos de RNA de fita dupla, incluindo o poly(l:C), durante 7 dias pela via intraperitoneal,
apresentaram quadro de anemia acentuada (avaliado neste estudo pelo pardmetro HGB) e
alteracbes no hematécrito (HCT). Conforme ilustrado na tabela 1, os parametros referentes a
série vermelha do sangue (RBC, HCT e HGB) dos grupos imunizados com 50 pg do poly(l:C)
pela via subcutanea se mostraram estatisticamente semelhantes ao do grupo controle, imunizado
somente com salina apirogénica, nos dois tempos avaliados. Portanto, podemos concluir que
50 ug do adjuvante poly(l:C) pela via subcutanea nao alteraram as células da série vermelha do
sangue.

Ao analisarmos a série branca do sangue, constatamos que a contagem de WBC
(células brancas totais) e LYM (linfdcitos), se apresentou menor nos dois grupos imunizados
com o adjuvante poly(l:C) em relagdo ao grupo controle. O fato de a contagem absoluta dos
linfécitos ser menor nos dois grupos imunizados com o poly(l:C) certamente influenciou a
contagem das células totais da série branca nestes grupos. O mesmo estudo realizado por Carter
e O'Malley (1976) tambem observou um grau de linfopenia transiente nos animais que
receberam doses multiplas do adjuvante. Em nossas condi¢des experimentais, o quadro de
linfopenia observado com 1 dia apds a segunda dose comegou a ser revertido no terceiro dia

apos a segunda dose de imunizacgdo (tabela 2). No terceiro dia apds a segunda dose vacinal a
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contagem de linfdcitos nos camundongos imunizados com o adjuvante poly(l:C) apresentou-se
estatisticamente semelhante a do grupo controle.

Outro parametro da série branca que se mostrou alterado no primeiro dia apos a
segunda dose vacinal foi o de neutréfilos (NEU). No entanto, este pardmetro ficou alterado nos
grupos imunizados tanto com a proteina gDE7 quanto a gDE7 coadministrada ao poly(l:C),

indicando que a neutrofilia, denotativo de inflamacéo, se relacionou com a proteina gDE?7.

Tabela 2. Avaliacéo de alteracdo de parametros hematoldgicos em camundongos imunizados 2.

Controle gDE7 gDE7+poly (IC) E7 E7+poly (I:C)
1 dia 3 dias 1 dia 3 dias 1 dia 3 dias 1 dia 3 dias 1 dia 3 dias
WBC 74£15 10115 6514 104+48 31£10™™ 72+£13 85£15 M1£22 27+14*" 77115
NEU 09+01 15+03 15+04* 12+05 16+05** 16+03 12+£03 15+03 12+06 1,7+04
LYM 59+12 72+06 4609 83+t42 11+04™ 5209 68+12 8818 13+05" 53110
MON 05+03 05+01 03+02 05+02 02+02 04403 04£02 0601 02+01 05+01
RBC 77£t06 67+£02 83+08 63+06 7605 56+08 75£06 64109 75:05 63105
HCT® 306+26 277+14 328+34 25+21 303+19 226+31 304+27 268+32 302+18 2527
HGB 16+09 105405 122+12 94+07 113+07 85+12 118+10 101+13 114+07 95+09

Parametros

2 Camundongos fémeas (n=5) foram desafiados no dia 0 e receberam duas doses das vacinas nos dias 1
e 8 apos o desafio. Os camundongos foram sangrados pelo plexo submandibular nos dias um e trés ap6s
a segunda dose do regime vacinal para as analises hematoldgicas.

® As amostras de sangue foram processadas para determinar a concentragdo de células brancas do sangue
(WBC), neutrdfilos (NEU), linfécitos (LY M), mondcitos (MON), e células vermelhas do sangue (RBC).
As contagens de WBC, NEU, LYM e MON s&o expressas em 10° células/ul. A contagem de RBC é
expressa em 10° células/ul.

¢ Os valores do hematdcrito sdo dados como porcentagem (%) do volume ocupado pelas heméacias em
relacdo ao volume total de sangue. Os dados séo expressos como média + desvio padrdo de medidas de
amostras individuais. * p<0.05; ** p<0.01; *** p< 0.001 em rela¢do ao grupo controle.

4.4.2 Testes bioguimicos para analise de fun¢do hepatica, renal e lactato desidrogenase

Phillips et al. (1971) demonstraram que doses subcrénicas do adjuvante poly(l:C) se
mostraram toxicas em cachorros e alteraram as fungdes hepaticas e renal dos animais
empregados no estudo. Para avaliar o impacto do poly(l:C) nas funcbes hepatica e renal, os
camundongos foram desafiados e imunizados com duas doses das formulagdes vacinais testadas
(dias 1 e 8 ap06s o desafio). Cinco dias ap0s a segunda dose, os camundongos foram sangrados
pela via do plexo submandibular para obten¢do do soro empregado nos testes bioquimicos.
Testes laboratoriais foram utilizados para a dosagem de transaminase glutamico oxalacética
(TGO) (Figura 20A) e transaminase glutdamico piravico (TGP) (Figura 20B) — indicativos de
funcdo hepaética; lactato desidrogenase (LDH) (Figura 20C) - indicativo de lesédo tecidual

generalizada; e ureia (Figura 20D) — indicativo de funcéo renal.
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Conforme demonstrado na figura 20, nenhum dos parametros avaliados se mostrou
alterado nos grupos imunizados com o poly(l:C) em relagdo ao grupo controle imunizado
somente com salina apirogénica. Desta forma, podemos concluir que 50ug do adjuvante

poly(I:C) pela via subcutanea néo ofereceu risco de toxicidade aos camundongos imunizados.
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Figura 20. Analise de paré@metros de seguranca vacinal em camundongos imunizados com 0
adjuvante poly(l:C). Cinco dias ap6s a segunda dose vacinal, os camundongos foram sangrados pela
via do plexo submandibular para obtencdo do soro empregado nos testes bioquimicos e avaliagdo de
fungdo hepatica (A) e (B), funcéo renal (C) e lesdo tecidual generalizada (D). ns: estatisticamente néo
significativo.

4.5 ESTUDO DO EFEITO ADJUVANTE DA PROTEINA gD — FOCO EM CELULAS
DENDRITICAS (DCs)

4.5.1 Efeito das proteinas gD, gDE7 e E7 em subpopulacdes de células dendriticas de
camundongos

Classicamente, antigenos exdgenos de natureza proteica sdo processados e
apresentados via moléculas de MHC classe Il para linfocitos T CD4* (ROBSON et al., 2010;
ROCHE; FURUTA, 2015). No entanto, em nossas condic¢des experimentais, a vacina baseada
na proteina de fusdo gDE7 coadministrada ao poly(l:C) induziu resposta robusta de linfocitos

T CD8" efetores capazes de controlar o desenvolvimento de tumores associados ao HPV-16 em
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camundongos. E interessante destacar que o efeito antitumoral desta formulagdo vacinal
também foi observado em camundongos knockouts para linfécitos T CD4*. A formulagdo
vacinal baseada na proteina E7 coadministrada ao poly(l:C) nédo foi capaz de ativar linfocitos T
CD8" nem proteger os camundongos do desenvolvimento do tumor. Diante disso, o papel da
proteina gD no desenvolvimento da resposta antitumoral efetora por meio do seu efeito em
células dendriticas foi investigado.

A apresentacdo de antigenos via moléculas de MHC classe | para linfécitos T CD8*
permite que o sistema imune identifique células transformadas ou infectadas por meio da
apresentacdo de peptideos derivados de proteinas proprias modificadas ou proteinas
provenientes de patdgenos, respectivamente. Quando as células apresentadoras de antigenos
(APCs) ndo estdo diretamente infectadas, elas sdo capazes de adquirir antigenos exogenos do
agente infeccioso e apresenta-los via MHC-I para linfécitos T CD8*, por um mecanismo
conhecido como apresentacdo cruzada de antigenos (JOFFRE et al., 2012). Embora outros tipos
de APCs possam realizar a apresentacdo cruzada de antigenos, estudos in vivo indicaram que
as DCs sdo as principais células a exercerem esta funcdo (JUNG et al. 2002). No entanto, foi
demonstrado mais recentemente, que somente algumas subpopulacdes de DCs fazem a
apresentacdo cruzada de antigenos com maior eficiéncia. Dentre as DCs convencionais (cDCs),
residentes em 6rgaos linfoides, a subpopulacdo CD11c" CD8a' promove a apresentacao cruzada
de antigenos com maior eficiéncia do que a subpopulagdo CD11c* CD8a em camundongos
(HEATH et al., 2004; SHORTMAN; HEATH, 2010).

A capacidade de interacdo das proteinas recombinantes gD, gDE7 e E7 com as
subpopulagdes CD11c* CD8a" e CD11c* CD8a de DCs foi avaliada por ensaios de ligagdo. A
ligacdo dessas proteinas na superficie das DCs, por sua vez, foi quantificada pela marca¢do com
anticorpo monoclonal anti-histidina (todas as proteinas apresentam cauda de 6 aminoacidos
histidina geneticamente fusionada a sua porcao C-terminal) seguida da marcagdo secundéaria do
anticorpo anti-lgG-PE. Ou seja, a mediana de intensidade de fluorescéncia (MFI) do PE
demonstra a capacidade de ligacdo das proteinas recombinantes nas subpopulacdes de DCs
(Figura 21A-B). Como demonstrado na figura 21B, a proteina gD liga com grande afinidade
nas duas subpopulagdes de DCs testadas. Por outro lado, a proteina gDE7 interage com essas
subpopulaces com afinidade intermediaria comparada a proteina gD. E possivel que este
fendmeno ocorra devido a alteragdo de conformacgdo promovida pela fusédo do antigeno E7 na

proteina gD. Por sua vez, a proteina E7 liga com baixa afinidade em ambas subpopulagdes de
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DCs, em niveis estatisticamente semelhantes aos das DCs incubadas somente com salina (iDC).
E importante destacar que tanto a proteina gD quanto a gDE7 ligam com maior eficiéncia na
subpopulacdo CD11c* CD8u" de DCs, demonstrando que a afinidade por esta subpopulagéo é
uma caracteristica da proteina gD (Figura 21B). Além disso, esse resultado sugere que o
componente gD da proteina de fusdo gDE7 pode atuar direcionando o antigeno E7 do HPV-16
para a subpopulacdo CD11c*CD8a" de DCs, especializada em apresentacdo cruzada de
antigenos para linfocitos T CD8".

Além de avaliar a capacidade de ligacdo, nds também analisamos a capacidade de
ativagdo das subpopula¢des de DCs mediada pelas proteinas recombinantes. Antes do contato
com as DCs, quantidades equimolares das proteinas recombinantes foram tratadas com
polimixina B para neutralizar os efeitos do LPS residual in vitro (TYNAN et al., 2012). A
ativacdo das subpopulagdes de DCs foi mensurada pelo aumento da expressao das moléculas
coestimulatérias CD40 e CD86, bem como a producéo de IL-12 (Figuras 21C-E). As proteinas
gD e gDE7 também ativaram mais eficientemente a subpopulacdo CD11c" CD8a* de DCs do
que a subpopulacdo CD11c™ CDS8o’. As proteinas gD e gDE7 induziram um aumento da
expressao de CD40 e CD86 na subpopula¢do CD11c*CD8o" de DCs em relacdo a proteina E7.
Os niveis de expressdo dessas moléculas em resposta a proteina E7 ficaram semelhantes ao das
DCs incubadas somente com polimixina B.

Conforme dados disponiveis na literatura (FARRAND et al., 2009; HOCHREIN et al.,
2001), a subpopulacdo CD11c* CD8a" de DCs possui maior capacidade de producgdo de IL-12
em relacéo a subpopulagdo CD11c*CD8a de DCs (Figura. 21E). Foi observado um aumento
significativo na porcentagem de células produtoras de I1L-12 em resposta as proteinas gD e
gDET7 (p < 0.05 para ambas proteinas), mas ndo em resposta a E7, em ambas subpopulacdes de
DCs em relacdo ao controle incubado somente com polimixina B. Por outro lado, ndo foram
encontradas diferencas significativas nas porcentagens de células produtoras de IL-12 entre
DCs incubadas com gD/gDE7 e E7 em ambas subpopulagdes de DCs em nossas condigdes
experimentais. Os controles LPS, LPS + polimixina B e DCs ndo tratadas (iDC) estdo
representados na figura 23.

Coletivamente, esses resultados sugerem que o componente gD da proteina de fuséo
gDE7 pode direcionar o antigeno E7 do HPV-16 para a subpopulacdo CD11c* CD8a" de DCs.

Além disto, esse componente parece promover a ativacao diferencial desta subpopulagdo de
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DCs pelo aumento da expressdo de moléculas coestimulatorias e producdo de IL-12,

importantes para a diferenciacédo de linfocitos T CD8" efetores/citotoxicos.
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Figura 21. A proteina gDE7 liga e ativa com maior eficiéncia a subpopula¢do CD11c* CD8a" de
células dendriticas em relacéo a proteina E7. (A) As DCs isoladas (4x10° células) foram incubadas
com quantidades equimolares das proteinas gD, gDE7 ou E7 por 40 min no gelo. A ligacdo das proteinas
nas subpopulacdes de DCs foi detectada em 10° células utilizando anticorpo monoclonal purificado anti-
His e o anticorpo anti-lgG-PE. (B) Determinacdo da MFI da ligacdo das proteinas nas subpopulacdes
CD11c* CD8a* e CD11c* CD8a de DCs. Os dados representam a média de triplicatas + desvio padréo.
Os resultados séo representativos de um de dois experimentos independentes realizados com resultados
semelhantes. *** p < 0.001; « p < 0,05 e *** p < 0.001 versus E7 na subpopulacdo CD11c* CD8a* de
DCs; ### p < 0.001 versus E7 na subpopulagdo CD11c*CD8a de DCs. A ativacao das DCs foi realizada
com quantidades equimolares das proteinas, previamente incubadas com polimixina B, durante 48h a
37 °C. Foram analisadas 0 aumento da expressdo de CD40 e CD86 além da producdo de IL-12.
Determinagdo da MFI de CD40 (C) e CD86 (D) e da producdo de IL-12 (F) nas subpopulagdes
CD11c*CD8a* e CD11c*CD8a de DCs. Os dados representam a média de duplicatas + desvio padrdo
de um de dois experimentos independentes realizados com resultados semelhantes. *** p< 0.001; = p
<0.01 e ***p<0.001 versus E7 na populagdo CD11c*CD8a* de DCs; # p < 0.05 versus E7 na populagéo
CD11c*CD8a de DCs. (ANOVA, post test: Bonferroni).
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N&o foi possivel observar a ligagdo das proteinas gD, gDE7 previamente incubadas
com a polimixina B nas subpopulac@es de DCs. Possivelmente, o complexo formado pelo LPS
contaminante e a polimixina B pode ter impedido a ligacdo do anticorpo anti-His,
impossibilitando a marcacdo das proteinas ligadas nas células. E pouco provavel que o
tratamento com a polimixina B tenha impedido a ligacdo das proteinas nas células, visto que
estas continuam sendo ativadas pelas proteinas tratadas com a polimixina B. Para descartar a
hipdtese de que a ligacdo das proteinas nas DCs foi mediada pelo LPS residual, foram realizados
ensaios de ligagdo das proteinas em DCs a partir de células totais de baco de camundongos
selvagens e TLR4 KO (Figura 22A). Novamente, a mediana de intensidade de fluorescéncia
(MFI) do PE demonstra a capacidade de ligacao das proteinas recombinantes nas subpopulagdes
de DCs de bago de camundongos selvagens e TLR4 KO (Figura 22B).

De forma semelhante ao demonstrado com as DCs isoladas, a proteina gD liga com
maior afinidade nas duas subpopulacdes de DCs de células totais de baco de camundongos
selvagens. A proteina gDE7 interage com essas subpopulag¢fes com afinidade intermediéria e a
proteina E7 liga com menor afinidade em ambas subpopulacées de DCs, em niveis comparaveis
aos das DCs incubadas somente com salina (iDC) (Figura 22C). Esse mesmo fendmeno foi
observado em DCs de camundongos TLR4 KO, mostrando que a ligacdo das proteinas nas DCs
independe do reconhecimento classico do LPS, via TLR 4 (Figura 22D). Foi observado
novamente que as proteinas gD e gDE7 ligam com eficiéncia significativa na subpopulacédo
CD11c"CD8u" de DCs de camundongos selvagens, reforcando a hipdtese de que a afinidade
por essa subpopulacdo celular € uma caracteristica da proteina gD. Entretanto, este fen6meno
foi observado somente para a proteina gD em DCs de camundongos TLR4 KO. Esses resultados
reforcam a ideia de que o componente gD da proteina de fusdo gDE7 pode direcionar o antigeno
E7 do HPV-16 para a subpopulacéo de DCs especializada em promover a apresentacdo cruzada

de antigenos para linfécitos T CD8".
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Figura 22. A proteina gDE7 liga com maior eficiéncia a subpopula¢do CD11c* CD8a* de DCs em
relacdo a proteina E7. Células totais de bago (5x10° células) de camundongos selvagem e TLR4 KO
foram incubadas com quantidades equimolares das proteinas recombinantes e marcadas com uma
mistura de anticorpos monoclonais. (A) Estratégia de analise por citometria de fluxo para avaliacdo da
ligacdo das proteinas nas subpopulaces de DCs. Células agregadas, linfocitos T, B e NK foram
excluidos da analise e células CD11c* MHCII* foram separadas pela expressdo de CD8a. (B) A ligacéo
das proteinas foi detectada nas subpopulagdes CD11c* CD8a* e CD11c* CD8a de DCs de camundongos
selvagem (painéis superiores) e TLR4 KO (painéis inferiores). As MFIs da ligacdo das proteinas nas
subpopulagfes CD11c* CD8a* e CD11c* CD8a” de DCs de camundongos selvagem (C) e TLR4 KO
(D) foram determinadas. Os dados representam a média de triplicatas + desvio padrdo de um de dois
experimentos independentes realizados com resultados semelhantes. *** p < 0.001; e* p< 0.0l e ee* p
< 0.001 versus E7 na subpopulagdo CD11c* CD8a" de DCs; # # # p < 0.001 versus E7 na subpopulagéo
CD11c* CD8a de DCs. (ANOVA, post test: Bonferroni).

4.5.1.1 A polimixina B neutraliza os efeitos do LPS “in vitro ” em culturas de células dendriticas
de camundongos

A ativacdo de células dendriticas é frequentemente utilizada como medida do potencial
imunomodulatorio de diferentes moléculas. No entanto, a contaminacéo residual de LPS é um

problema frequente e nem sempre é levado em consideracdo. Neste sentido, a polimixina B é
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muito utilizada para neutralizar os efeitos do LPS contaminante principalmente em ensaios in
vitro.

Antes de serem incubados com as DCs, as proteinas e o LPS foram tratados com a
polimixina B durante 2 horas a 37 °C. Em seguida, 50 pul de cada solugéo foram incubados com
as DCs por 48 horas. As concentracOes de uso das solucgdes estdo descritas na metodologia. O
LPS sem tratamento prévio com polimixina B foi utilizado como controle positivo de ativagdo
de DCs. Conforme mostrado na figura 23, o tratamento prévio com a polimixina B neutralizou
eficientemente os efeitos de 100 ng/ml de LPS em culturas de DCs murinas, mantendo os niveis
de expressdo de CD40 e CD86 (Figuras 23A-B) e a producdo de IL-12 (Figura 23C)
estatisticamente semelhantes aos das DCs néo estimuladas (iDC). Pelo fato da concentragéo do
LPS nas solugdes das proteinas ndo alcancar 100 ng/mL, podemos concluir que a ativacao
observada nas DCs ndo se deve a presenca do LPS, e sim pela presenca das proteinas

recombinantes.
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Figura 23. A polimixina B inibe a ativagdo induzida pelo LPS em DCs de camundongos. A
polimixina B (200 ug/ml) foi incubada com LPS (2 ug/ml) durante 2 horas a 37 °C. Em seguida, as DCs
isoladas de camundongos foram incubadas com 50 ul de solugéo salina apirogénica (iDC) ou 50 ul de
LPS (concentracdo de uso: 100 ng/ml) ou 50 uL de LPS + polimixina B (concentra¢fes de uso: 100
ng/ml e 10ug/ml, respectivamente). A expressdo das moléculas coestimulatérias CD40 (A) e CD86 (B)
e a producdo de IL-12 (C) foram avaliadas nas DCs de camundongos apés 48 horas de incubagdo. Os
dados representam a média + desvio padrdo de duplicatas de um de dois experimentos independentes
com resultados semelhantes * p < 0.05 e ** p < 0.01; ** p <0.01 versus iDC na subpopulagdo CD11c*
CD8a" e # # p < 0.01 versus iDC na subpopulacdo CD11c* CD8a de DCs. (ANOVA, post test:
Bonferroni).
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4.5.2 Efeito das proteinas gD, gDE7 e E7 em células dendriticas derivadas de mondcitos
(MoDCs) e subpopulaces de células dendriticas sanguineas humanas

Levando em consideracdo os resultados de ativacdo das células dendriticas de
camundongos mediada pelas proteinas gD e gDE7, procurou-se analisar o efeito destas
proteinas também em células dendriticas humanas. Para este fim, o efeito das proteinas gD,
gDE7 e E7 foi analisado em células dendriticas diferenciadas in vitro de monadcitos (Mo-DCs)
e células dendriticas do sangue BDCA1* e BDCA3", a partir de doadores humanos saudaveis.

O fendtipo das DCs humanas tem sido extensivamente estudado nos ultimos anos.
Como em camundongos, as DCs humanas também sdo agrupadas em DCs plasmocitoides
(pDCs) e DCs convencionais (cDCs). Dentre as cDCs humanas, trés fenotipos sao conhecidos:
CD1c" (BDCALY), CD16", e CD141" (BDCA3") (JU et al., 2010). Analises meticulosas de
expressdo génica sugeriram que as cDCs BDCA3" correspondem as cDCs CD11c* CD8a* de
camundongos (ROBBINS et al., 2008). Mais recentemente, Bachem et al. (2010) mostraram
que dentre as cDCs, as BDCA3* se sobressaem na realizacdo de apresentacdo cruzada de
antigenos, e por isso, estas células foram reconhecidas como homologas as ¢cDCs CD11c*
CD8a" de camundongo. A capacidade das cDCs BDCA3" humanas em realizar a apresentacao
cruzada de antigenos para linfocitos T CD8* desperta grande interesse para o desenvolvimento
de imunoterapias ativas contra tumores em seres humanos.

As células dendriticas foram obtidas a partir de sangue de doadores saudaveis
proveniente do Banco de Sangue do Hospital Oswaldo Cruz da cidade de Séo Paulo. As células
foram processadas, estimuladas e analisadas pela equipe do laboratério do Prof. Dr. José
Alexandre Barbuto do Departamento de Imunologia do ICB. Brevemente, a obtencdo das Mo-
DCs, utilizadas como controle dos experimentos, os mondcitos foram separados a partir do
sangue periférico e entdo cultivados na presenca de GM-CSF e IL-4 por 7 dias para a
diferenciacdo em células dendriticas. No dia 6, as Mo-DCs foram estimuladas com quantidades
equimolares das proteinas gD, gDE7 e E7, previamente tratadas com a polimixina B, e
analisadas para o aumento da producgéo de TNF-a. Por sua vez, as celulas dendriticas do sangue
BDCAL1*" e BDCA3" foram separadas a partir de sangue periférico e diretamente estimuladas
com as proteinas gD, gDE?7 e E7 e entdo analisadas para o0 aumento da produgédo de TNF-a.

Como podemos observar na figura 24, as proteinas gD e gDE7 aumentaram

significativamente a frequéncia de DCs BDCA3" produtoras de TNF-a em relagdo as DCs
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BDCAL". A diferenca foi ainda mais significativa entre as DCs BDCA3" e as Mo-DCs (Figura
24A-B). E interessante salientar que as frequéncias das DCs BDCA3* no sangue humano s&o
extremamente baixas, e ainda, a frequéncia destas DCs ¢é aproximadamente 10X menor do que
das DCs BDCA1* (BACHEM et al., 2010 e figura 24A), o que demonstra maior especificidade
da ativacao desta subpopulacdo de DCs mediada pelas proteinas gD e gDE7. Em contraste, 0
aumento da frequéncia das DCs BDCA3" produtoras de TNF-o. promovido pela proteina E7
ndo foi estatisticamente significativo em relacdo as DCs BDCAL". Desta forma, esses dados
indicam que a ativacdo diferencial da subpopulagcéo de DCs especializada em apresentacéo
cruzada de antigenos, observada primeiramente em DCs de camundongos (Figura 21C-E),
também se reproduz em DCs sanguineas humanas. Essa observacao reforca a hipdtese de que
0 componente gD presente na proteina de fusdo gDE7 € responsavel por esse fendbmeno. Os

controles LPS, LPS + polimixina B e DCs ndo tratadas estdo representados na figura 25.
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Figura 24. A subpopulacdo BDCA3* de células dendriticas sanguineas humanas sdo ativadas mais
eficientemente ap6s a incubagdo com as proteinas gD e gDE7. A ativacdo das DCs humanas foi
induzida por quantidades equimolares das proteinas gD, gDE7 e E7, previamente incubadas com
polimixina B, por 6h a 37 °C. Apos a incubacédo, as DCs BDCA1* e BDCA3* foram identificadas por
citometria de fluxo (A) e analisadas para a producdo intracelular de TNF-a (A e B). Os dados
representam a média + erro padrdo de trés dadores saudaveis realizados como trés experimentos
independentes. * p < 0.05 e ** p < 0.01. ns: estatisticamente ndo significativo. (ANOVA post test:
Bonferroni).
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4.5.2.1 A polimixina B neutraliza os efeitos do LPS “in vitro” em culturas de células dendriticas
humanas

Antes de serem incubados com as DCs humanas, as proteinas e o LPS foram tratados
com a polimixina B durante 2 horas a 37 °C. Em seguida, 50 ul de cada solucao foram incubados
com as DCs humanas por 6 horas para analise de producdo do TNF-a. As concentragdes de uso
das solugdes estdo descritas na metodologia. O LPS sem tratamento prévio com polimixina B
foi utilizado como controle positivo de ativacdo de DCs. Conforme mostrado na figura 25, o
tratamento prévio com a polimixina B neutralizou eficientemente os efeitos de 100 ng/ml de
LPS em culturas de DCs humanas, mantendo os niveis de producdo de TNF-a estatisticamente
semelhantes aos das DCs néo estimuladas (DC). Pelo fato da concentragdo do LPS nas solucdes
das proteinas ndo alcancar 100 ng/mL, podemos concluir que a ativacdo observada nas DCs

humanas nédo se deve a presenca do LPS, e sim pela presenca das proteinas recombinantes.
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Figura 25. A Polimixina B inibe a ativacdo induzida pelo LPS em DCs derivadas de mondcitos e
sanguineas humanas in vitro. A polimixina B (200 ug/ml) foi incubada com LPS (2 ug/ml) durante 2
horas a 37 °C. Em seguida, as MoDCs e as DCs provenientes do sangue foram incubadas com 50 ul de
solucdo salina apirogénica (DC) ou 50 ul de LPS (concentracdo de uso: 100 ng/ml) ou de LPS +
polimixina B (concentragdes de uso: 100 ng/ml e 10ug/ml, respectivamente). A producdo de TNF-a. foi
avaliada nas DCs ap0s 6 horas de incubacdo. Os dados representam a média + erro padréo de trés dadores
saudaveis realizados como trés experimentos independentes. * p < 0.05, ** p < 0.01 e *** p < 0.001.
###p<0.001 versus DC em MoDc;* * p < 0.01 versus DC na subpopulacdo BDCAL* e *== p <0.001
versus DC na subpopulagdo BDCA3" . (ANOVA post test: Bonferroni).
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5 DISCUSSAO

Esta tese de doutoramento demonstrou o desenvolvimento de uma estratégia
imunoterapéutica inédita para o controle de tumores associados ao HPV-16. A estratégia
estudada estd baseada no emprego de uma proteina recombinante purificada composta pela
oncoproteina E7 do HPV-16 geneticamente fusionada a glicoproteina D (gD) do HSV-1,
coadministrada ao adjuvante vacinal poly(l:C). Os resultados incluem a obtencéo do antigeno
pela expressdo em sistema procarioto, a escolha do melhor adjuvante vacinal e o estudo das
respostas imunes humoral e celular desencadeadas pelas formulacgdes vacinais testadas. A tese
foi um desdobramento de um estudo prévio realizado pela aluna durante o seu mestrado no
Laboratorio de Desenvolvimento de Vacinas, publicado durante o periodo de doutoramento. O
trabalho publicado no ano de 2011 e intitulado: “Purified Herpes Simplex Type 1 Glycoprotein
D (gD) Genetically Fused with the Type 16 Human Papillomavirus E7 Oncoprotein Enhances
Antigen-Specific CD8+ T Cell Responses and Confers Protective Antitumor Immunity” foi
anexado ao final desta tese.

A protecdo contra tumores induzidos pela linhagem TC-1 correlaciona estritamente
com a ativacdo de linfocitos T CD8" efetores (CHENG et al., 2003; LIU et al., 2007) com
capacidade de reconhecer o epitopo imunodominante da proteina E7 que se associa a moléculas
de MHC classe | do hapl6tipo H-2Db (FELTKAMP et al., 1993). No entanto, vacinas baseadas
somente na oncoproteina E7 ndo sdo eficazes na inducédo da resposta de linfécitos T CD8" E7-
especifica e ndo conferem protecdo antitumoral aos camundongos desafiados com as células
TC-1. Conforme mencionado anteriormente, a oncoproteina E7 possui curta meia-vida
intracelular sendo rapidamente degradada via proteassomos (ROMAN; MUNGER, 2013;
SMOTKIN; WETTSTEIN, 1987; VALDOVINOS-TORRES et al., 2008), o que sugere que
pode haver pouca apresentacdo do antigeno E7 para linfécitos T CD8". Diante deste obstaculo,
diversos grupos de pesquisas desenvolveram estratégias para elevar a imunogenicidade do
antigeno E7 por meio do aumento da sua apresentacdo via MHC de classe | e Il. A fusdo dos
antigenos do HPV a outras proteinas é justamente umas destas estratégias. Podemos citar, por
exemplo: 1) a fusdo das oncoproteinas E6 e E7 de HPV-16 e 18 a proteina do L2 do capsideo
viral de HPV-16 (TA-CIN) testada em um estudo clinico de fase Il contra lesdes de alto grau
de vulva (DAAYANA et al., 2010); I1) a fusdo da oncoproteina E7 de HPV-16 a Hsp65 de

Mycobacterium bovis (SGN-00101) testada em estudos de fase | e Il contra neoplasias
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intraepiteliais cervicais (ROMAN et al., 2007), papilomatose respiratéria recorrente (DERKAY
et al., 2005) e verrugas anogenitais (GOLDSTONE et al., 2002); 111) a fusdo da oncoproteina
E7 de HPV-16 a proteina D de Haemophilus influenza (PD-E7) testada em estudos de fase I/11
em pacientes com neoplasias intraepiteliais cervicais (HALLEZ et al., 2004); entre outras.

Os resultados alcangados com a primeira versdo da vacina (PORCHIA et al., 2011),
levaram a concepcdo de uma nova formulagdo composta pela proteina de fusdo gDE7 associada
a um adjuvante vacinal que melhorasse o efeito antitumoral terapéutico deste antigeno e que
favorecesse a ativacdo de linfocitos T CD8* efetores. Respostas imunes celulares,
principalmente de linfécitos T citotoxicos antigeno-especificos, sdo fundamentais para o
controle de tumores e de infe¢cbes mediadas por patégenos intracelulares. A inducdo desse braco
da resposta imune é um desafio da vacinologia atual e tem sido dificil encontrar adjuvantes que
induzam respostas de linfocitos T CD8* contra antigenos coadministrados (SEDER; HILL,
2000). Na presente tese de doutoramento foram testados os seguintes adjuvantes: o CpG 1826,
0 peptideo LAH4, a LTK63 e o poly(l:C).

O CpC é um oligonucleotideo sintético que contém motivos ndo metilados muito
frequentes no DNA bacteriano. Os CpGs sdo reconhecidos por receptores TLR 9 e modulam a
resposta imune contra um antigeno para o brago Th-1, importante para a atividade citotdxica de
linfocitos TCD8*, caracteristica que o torna um bom adjuvante em imunoterapias contra
tumores (BODE et al., 2011). O peptideo LAH4 é uma pequena molécula de caracteristica
anfipatica usada para entrega de macromoléculas no interior de células, e ¢é utilizado para
facilitar a apresentacdo cruzada de antigenos proteicos pelas células dendriticas. Zhang et al.
(2012) utilizaram o peptideo em associagdo ou ndo com o CpG em uma estratégia vacinal
terapéutica contra 0 modelo tumoral murino B16, que expressa OVA como antigeno principal.
Os resultados deste trabalho foram animadores quanto a ativacdo de linfcitos TCD8" OVA-
especificos bem como os niveis de sobrevivéncia apés o desafio. Por sua vez, as toxinas LTS
de ETEC tém um longo historico de utilizacdo em testes imunoldgicos pelas vias parenterais,
de mucosa e transcutanea. Diferentes mutantes produzidos em condic@es laboratoriais possuem
o efeito tdxico reduzido, mas o efeito adjuvante relativamente preservado. O mutante LTK63 €
um exemplo que apresenta caracteristicas estruturais da toxina parental, mas a atividade
enzimatica e completamente abolida. Um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa sugeriu
que a LTK63 tende a polarizar a resposta imune contra um antigeno para o braco Th-1

(RODRIGUES et al., 2011), importante para imunoterapias ativas contra tumores. Por fim, o
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poly(l:C) é um anélogo sintético de RNA de fita dupla, ligante de TLR 3 e MDA-5 que ativa o
sistema imune inato e adaptativo. A interacao do poly(l:C) com TLR 3 em células do sistema
imune culmina na ativacdo do fator de transcri¢cdo NF«B, a producdo de IFN do tipo I e citocinas
inflamatorias. Os IFNs do tipo | podem ativar células NK, potencializar as respostas mediadas
por linfécitos TCD8" e maturar células dendriticas. Por outro lado, a interagdo poly(l:C)/TLR3
pode também induzir apoptose em células tumorais (CHENG; XU, 2010).

Em nossas condicGes experimentais a formulacdo que conferiu maior protecdo
antitumoral terapéutica aos camundongos previamente desafiados com as células TC-1 foi a
proteina gDE7 coadministrada ao adjuvante poly(l:C). Foi demonstrado que duas doses desta
formulacdo vacinal foram suficientes para manter 100% dos camundongos previamente
desafiados livres do desenvolvimento tumoral até o final do periodo de acompanhamento. Além
disso, a protecdo antitumoral terapéutica foi mantida completa mesmo quando o intervalo entre
o0 desafio e o inicio das imunizacgdes foi de até 7 dias. O microambiente supressor promovido
pelo tumor dificulta o desencadeamento de uma resposta imune protetora, e desta forma, quanto
maior o intervalo entre o desafio e as doses vacinais, maior a dificuldade de visualizacdo do
efeito terapéutico e da resposta imunologica desencadeada por novos candidatos
imunoterapicos. Este é um fator que dificulta a visualizacdo da eficicia de novas imunoterapias
contra tumores cervicais também em ensaios clinicos. Usualmente, os testes clinicos de novas
imunoterapias baseadas da inducao de resposta imune celular sdo realizados em mulheres com
neoplasias intraepiteliais cervicais de alto grau ou com o cancer cervical ja estabelecido. Para
obtencdo de melhores resultados, duas estratégias devem ser consideradas: 1) recrutamento de
pacientes com lesdes/tumores cervicais em estagios mais precoces ou I1) consorcio de outras
modalidades terapéuticas como a quimioterapia, a radioterapia, cirurgia e imunoterapia passiva.

Um dos principais agentes quimioterapicos utilizados no tratamento do cancer cervical
é a cisplatina. O seu efeito citotoxico é causado pela inibicdo da transcricdo e replicacdo do
DNA das células tumorais resultando em apoptose. A morte das células tumorais induzida pela
cisplatina libera as oncoproteinas E6 e E7 que podem ser capturadas por APCs e apresentadas
para linfécitos T CD8". Deste modo, a cisplatina pode contribuir, de forma indireta, para a
ativacdo de linfocitos T CD8* E6 ou E7-especificos. Chen et al. (2014) demonstraram que o
consorcio da cisplatina a imunoterapia ativa, baseada nas oncoproteinas E6 ou E7 de HPV-16
fusionadas a um dominio da exotoxina A de Pseudomonas aeruginosa, resultou em melhor

efeito terapéutico em camundongos comparado as proteinas isoladas. Uma outra estratégia
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promissora foi o consorcio da imunoterapia ativa a imunoterapia passiva. Estes tratamentos
visam a utilizacdo de moléculas reguladoras de respostas de linfocitos T. Ao bloquear moléculas
inibidoras ou, em contrapartida, ativar moléculas estimuladoras, esses tratamentos modulam a
resposta antitumoral de linfocitos T pré-existente. Atualmente, um estudo clinico de fase I/11
realizado pela Advaxis Inc, utiliza a vacina ADXS11-001 baseada em Listeria monocytogenes
recombinante que expressa a oncoproteina E7 de HPV-16 associada a um inibidor de PD-L1,
uma molécula supressora de resposta de linfécitos T e B (ADVAXIS INC, 2014). Esse inibidor
impede a ligacdo do PD-L1 no receptor PD-1 e, desta forma, bloqueia a inibicdo da resposta de
linfocitos T. Além do PD-L1, outras moléculas sdo utilizadas como alvos da imunoterapia
passiva: CTLA-4, OX40, 4-1BB, GITR, entre outras. A estratégia vacinal apresentada nesta
tese de doutorado também atua neste sentido visto que a proteina gD, pela sua interagdo com
HVEM, pode inibir os mecanismos supressores desencadeados pela ligacdo do BTLA e do
CD160 neste receptor (LASARO et al., 2008, LASARO; ERTL, 2009).

Trabalhos prévios realizados no Laboratério de Desenvolvimento de Vacinas
mostraram que a fusdo de antigenos proximos a regido C-terminal da proteina gD melhorou a
resposta de linfocitos T e B contra os seguintes antigenos em abordagens compostas por vacinas
de DNA: 1) CFA/I de Escherichia coli enterotoxigénica (ALVES et al., 2000), 11) E6 ou E7 de
HPV-16 (LASARO et al., 2005), I11) E7, E6 e E5 de HPV-16 (DINIZ et al., 2010) e 1V) p24
do HIV-1 (SANTANA et al., 2013). Do ponto de vista molecular, a insercdo de sequencias
préximo a regido C-terminal da proteina gD geraram mudancas conformacionais que expdem
o sitio de interacdo com o receptor HVEM, tornando a ligacdo entre estas moléculas mais
eficiente (LASARO et al., 2008). No presente trabalho de tese, estdo demonstrados diversos
aspectos da resposta imunoldgica gerada pela proteina de fusdo gDE7 purificada e o papel
adjuvante do componente gD nas formulacBes vacinais testadas. Além de aumentar o efeito
terapéutico, a imunizacdo com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l1:C) promoveu a
ativacdo dos linfécitos T CD8" E7-especificos mais eficientemente do que a imunizagédo com o
antigeno E7 coadministrado ao poly(l:C). Além disso, os linfécitos T CD8" E7-especificos
ativados pela formulacéo vacinal composta pela gDE7 coadministrada ao poly(l:C) possuiam
forte atividade citotoxica, em contrapartida, ndo foi possivel detectar linfocitos E7-especificos
citotoxicos nos camundongos imunizados com o antigeno E7 coadministrado ao poly(l:C).
Além disso, a formulacdo vacinal compreendida pela proteina gDE7 coadministrada ao

poly(l:C) induziu maior proporg¢do de linfécitos T CD8" E7-especificos polifuncionais e com
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fendtipo de memdria efetora / efetor, caracteristica que torna estes linfocitos capazes de
migrarem e responderem ao encontro com as celulas tumorais com fungdes efetoras. De fato,
foram encontradas frequéncias maiores de linfécitos T CD8" E7-especificos infiltrados na
regido de implantacdo das células tumorais/matrigel nos camundongos imunizados com a
proteina gDE7coadministrada ao poly(l:C), em rela¢do aos camundongos imunizados com o
antigeno E7 coadministrado ao poly(l:C). Portanto, em conjunto com os estudos prévios
citados, este trabalho de tese consolida a utilizacdo da proteina gD como plataforma para o
desenvolvimento de vacinas cujo objetivo seja a ativacdo da resposta imune celular efetora,
tanto na forma de vacina de DNA como de proteina recombinante purificada.

Alguns fatores do microambiente tumoral limitam a eficacia de vacinas terapéuticas
contra tumores associados ao HPV-16. A condicdo imunossupressora estabelecida dificulta a
apresentacdo de antigenos e consequentemente a ativacao de linfécitos T. Os tumores cervicais
podem produzir quantidades significativas de TGF-p (SHEU et al., 2001). O TGF-f induz a
diferenciacéo de linfocitos T regulatérios (RAO; PETRONE; PONATH, 2005), e desta forma,
deve ser um dos mecanismos que leva ao aumento da frequéncia destas células em pacientes
com cancer cervical. Em camundongos saudaveis, os linfocitos T regulatérios representam
aproximadamente 2% das células do bago (CHEN et al., 2005). Zurkova et al. (2011)
demonstraram a presenca de RNAm de TGF-B em células TC-1, o que pode elevar a frequéncia
dos linfécitos T regulatérios também em camundongos com tumores em desenvolvimento.
Além dos linfécitos T regulatorios, as MDSCs também contribuem com a imunossupressao
mediada por tumores. Em camundongos saudaveis, as MDSCs representam < 4% das células
do sangue ou do baco (BRONTE et al., 2000, KUSMARTSEV; GABRILOVICH, 2003;
MIKYSKOVA et al., 2012). Disturbios no balanco de citocinas induzidos pelo crescimento
tumoral, infec¢des, inflamacédo ou estresse imunoldgico alteram o equilibrio dessa populacéao e
levam ao acumulo de MDSCs nos 6rgdos linféides e no sangue (SERAFINI et al., 2003). Foi
reportado neste trabalho de tese que as frequéncias dos linfocitos T regulatérios e de MDSCs
nos bacos dos camundongos imunizados com a proteina gDE7 coadministrada ao poly(l:C) se
mantiveram proximas das propor¢Ges de camundongos saudaveis, descritas na literatura.
Portanto, o controle do desenvolvimento tumoral mediado por essa formulagéo vacinal teve um
impacto negativo na expansao dessas células imunossupressoras.

Lasaro et al. (2008) relacionaram o efeito adjuvante da proteina gD com a capacidade

de ligagdo desta proteina ao receptor HVEM. Os autores sugeriram que o efeito adjuvante da
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proteina gD, particularmente para linfocitos T CD8", esta relacionado com o bloqueio de sinais
inibitérios disparados pela ligacdo de BTLA (B and T lymphocyte attenuator) no receptor
HVEM. Em contraste, a ligacdo da proteina gD no HVEM néo interfere na interacdo de ligantes
como LIGHT e LT-a neste receptor, fato que desencadeia sinais coestimuladores para linfdcitos
e celulas dendriticas (MURPHY; MURPHY, 2010). Portanto, a proteina gD pode modular a
complexa via de sinalizacdo mediada pelo receptor HVEM e, desta forma, beneficiar vias
estimuladoras do sistema imune. Adicionalmente, foi proposto que a ligacdo da proteina gD no
receptor HVEM ativa o fator de transcricdo NF-kB (CHEUNG et al., 2009). O efeito das
proteinas gD, gDE7 e E7 em células dendriticas foi avaliado neste trabalho de tese. Foi
demonstrado que as proteinas gD e gDE7 ligam e ativam mais eficientemente as subpopulacGes
CD11c" CD8a" de DCs de camundongos e BDCA3" de DCs humanas, em relagdo a proteina
E7. Essas subpopulacdes de DCs sdo reconhecidas pela maior eficiéncia em apresentacao
cruzada de antigenos, o que ajudaria a explicar a ativacdo de resposta robusta de linfécitos T
CD8" mediada por um antigeno solGvel. Embora os mecanismos moleculares ndo tenham sido
avaliados neste trabalho, a ativacdo da subpopulacdo especializada em apresentacdo de
antigenos mediada pelo componente gD da proteina de fusdo gDE7 certamente contribuiu para
a elevada protecdo antitumoral terapéutica observada nos camundongos imunizados com a
formulacdo gDE7 coadministrada ao poly(l:C).

Os resultados expressos neste trabalho de tese reforcam o papel adjuvante da proteina
gD na ativacéo de linfécitos T CD8* especificos ao antigeno fusionado. Foi mostrado ainda que
a proteina de fusdo gDE7 coadministrada ao adjuvante poly(l:C) apresentou um efeito sinérgico
na montagem e na magnitude das respostas imunoldgicas E7-especificas bem como na protecao
antitumoral terapéutica. Além disso, os resultados sugerem que um dos aspectos do papel
adjuvante da proteina gD seja o direcionamento de antigenos a ela fusionados para
subpopulacdes de células dendriticas especializadas em apresentacdo cruzada de antigenos para
linfocitos T CD8", fato que ajuda a explicar a protecdo antitumoral terapéutica observada no
modelo experimental e de significativa importancia para a rejeicdo de tumores cervicais em

humanos.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho de tese realizou avangos importantes na elucidacdo dos efeitos
adjuvantes da proteina gD do HSV-1 nas respostas celulares voltados a antigenos a ela
fusionados. Com base nos dados obtidos e em conjunto com trabalhos disponiveis na literatura,
consolida-se a utilizagdo da proteina gD como plataforma para o desenvolvimento de vacinas
voltadas para a ativacdo de respostas celulares efetoras, tanto em abordagens baseadas em
vacina de DNA como na proteina recombinante purificada. Nossos resultados indicam ainda
que o potencial adjuvante da proteina gD do HSV-1, particularmente para linfécitos T CD8",
pode estar relacionado a capacidade de direcionamento do antigeno a ela fusionado para
subpopulacdes de células dendriticas especializadas em apresentacdo cruzada de antigenos.
Embora os mecanismos moleculares ndo tenham sido analisados especificamente neste
trabalho, eles serdo objeto de estudos futuros da equipe de pesquisa. O conjunto de dados aqui
apresentados abre perspectivas para 0 emprego da proteina gD do HSV-1 como plataforma
vacinal para o controle de tumores induzidos pelo HPV-16.

Por fim é importante destacar que parte dos resultados gerados durante a execugdo
deste trabalho foram divulgados oralmente no 8" Vaccine and ISV Congress realizado em 2014,
na Philadelphia - Estados Unidos, e na 22 Bienal Internacional de Oncologia do Hospital A.C
Camargo em S&o Paulo, também em 2014, ocasido em que o trabalho ganhou o prémio Dr.
Fernando Gentil da instituicdo. Além disso, os resultados apresentados serdo publicados em

breve em um periddico cientifico na area.
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Purified Herpes Simplex Type 1 Glycoprotein D (gD) Genetically Fused
with the Type 16 Human Papillomavirus E7 Oncoprotein Enhances
Antigen-Specific CD8" T Cell Responses and Confers Protective
Antitumor Immunity
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ABSTRACT: Type 1 herpes virus (HSV-1) glycoprotein D
(gD) enhances antigen-specific inmune responses, particularly
CD8" T cell responses, in mice immunized with DNA vaccines
encoding hybrid proteins genetically fused with the target
antigen at a site near the C-terminal end. These effects are
attributed to the interaction of gD with the herpes virus entry
mediator (HVEM) and the concomitant blockade of a coin-
hibitory mechanism mediated by the B- and T-lymphocyte
attenuator (BTLA). However, questions concerning the re-
quirement for endogenous synthesis of the antigen or the
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adjuvant/antigen fusion itself have not been addressed so far. In the present study, we investigated these points using purified
recombinant gDs, genetically fused or not with type 16 papilloma virus (HPV-16) E7 oncoprotein. Soluble recombinant gDs, but
not denatured forms, retained the ability to bind surface-exposed cellular receptors of HVEM-expressing U937 cells. In addition,
in vivo administration of the recombinant proteins, particularly gD genetically fused with E7 (gDE7), promoted the activation of
dendritic cells (DC) and antigen-specific cytotoxic CD8" T cells. More relevantly, mice immunized with the gDE7 protein
developed complete preventive and partial therapeutic antitumor protection, as measured in mice following the implantation of
TC-1 cells expressing HPV-16 oncoproteins. Collectively, these results demonstrate that the T cell adjuvant effects of the HSV-1 gD
protein did not require endogenous synthesis and could be demonstrated in mice immunized with purified recombinant proteins.

KEYWORDS: HPV-16, papillomavirus vaccines, gD, HSV-1, E7 oncoprotein, anticancer vaccines

1. INTRODUCTION

Modulation of T cell activity is a challenge for modern
vaccinology, and the search for new adjuvants that can induce
appropriate activation of T cells, particularly antigen-specific
cytotoxic CD8" T cells, is a top priority."” Recent results demon-
strated that modulation of herpes virus entry mediator (HVEM), a
member of the tumor necrosis factor receptor (TNFR) family, can
exert strong immunomodulatory effects that influence the survival,
proliferation, and differentiation of T cells.> HVEM, as well as its
agonists, is broadly expressed on a variety of immune system cells,
including hematopoietic cells such as resting T cells, monocytes
and immature dendritic cells (DC).*~® When bound to LIGHT or
lymphotoxin a (LTa), which are members of the TNF super-
family, HVEM deploys costimulatory signals that ultimately lead to
T cell activation following an encounter with an activated APC.”*°
However, when bound to B and T lymphocyte attenuator (BTLA)
or CD160, which are members of the immunoglobulin super-
family, HVEM triggers coinhibitory signals that dampen T cell
activation, leading to an anergic state.”!!

In addition to binding to endogenous ligands, HVEM acts as
a virus receptor and is recognized by the herpes simplex

v ACS Publications ©2011 American chemical Society

virus (HSV) glycoprotein D (gD).12 HVEM binding to gD
competitively excludes binding of the coinhibitory factors but
does not interfere with the costimulatory agonists. Therefore, in
addition to mediating virus entry into different immune system
cells, gD binding alters the complex signaling regulatory pathways
mediated by HVEM during infection with HSV-1 or HSV-2."* The
HSV-1 gD protein is an outer-face envelope protein consisting of
394 amino acids with a signal peptide of 20 amino acids;
following processing, HSV-1 gD yields a mature protein of 374
amino acids. Most of the protein is located on the outer side of
the membrane (amino acids 1 to 319), with a short membrane
anchor sequence (amino acids 320 to 344) followed by a
C-terminal cytoplasmic tail (amino acids 344 to 374)."* Struc-
tural analyses and experiments using monoclonal antibodies
with known binding sites demonstrated that gD binding to
HVEM is mediated by two N-terminal stretches defined by
amino acid residues 7 to 15 and 24 to 32, which are located in a
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conformational flexible domain that folds back to the surface-
exposed distal portion of the protein.'>~'” Indeed, in vitro studies
showed that the interaction of gD with the HVEM receptor are
drastically increased after the deletion of a C-terminal portion of
the protein, suggesting that, under native conditions, HVEM
binding requires complex conformational changes that involve
the C-terminal portion of the protein.'®

Previous reports based on experimental immunizations with
DNA vaccines or recombinant adenovirus vectors showed that
expression of the HSV-1 gD protein genetically fused with type
16 human papilloma virus (HPV-16) oncoproteins at a specific
site near the gD C-terminal end induces enhanced and long-lived
antigen-specific CD8" T cell responses.’” ' These responses
could not be achieved with vaccines encoding only the HPV-16
oncoproteins. Indeed, the enhanced CD8" T cell responses
induced by the E7 protein correlated with preventive and
therapeutic antitumor effects observed in mice immunized with
DNA vaccines encoding hybrid gD proteins.'”*' The search for
therapeutic vaccines specifically targeting HPV-induced tumors
has been significantly boosted by the availability of a murine
challenge model based on TC-1 cells that constitutively express
the HPV-16 E7 and E6 oncoproteins.”>** Based on this experi-
mental model, candidate vaccines that show anticancer effects
can easily be screened and improved before selection for clinical
trials.”*

In the present study, we set up conditions to evaluate the
immunogenicity and adjuvant effects of purified recombinant
gD protein that has been engineered to delete part of the
C-terminal end and, thus, favor production of a soluble protein
in a prokaryotic expression system. The recombinant gD forms,
either admixed or genetically fused with the HPV-16 E7 onco-
protein, were tested for adjuvant effects on the induced antibody
and T cell-mediated responses in vaccinated mice. The induced
E7-specific immune responses as well as the observed antitumor
effects demonstrate that purified gDE7 exerts CD8" T cell
adjuvant effects and offers encouraging prospects for the devel-
opment of new tools for modulating T cell responses.

2. MATERIAL AND METHODS

2.1. Mice, Cell Lines and Antibodies. Male C57BL/6 mice
(6—8 weeks old) were provided by the animal facility unit of the
Department of Parasitology at the University of Sao Paulo. All
animal handling and immunization procedures were approved by
the ethics committee for animal experimentation and followed
standard rules approved by the Brazilian College of Animal
Experimentation (COBEA). The TC-1 tumor cell line, derived
from CS7BL/6 lung epithelial cells transformed with the v-Ha-
ras oncogene and HPV-16 E6 and E7, was provided by Dr. T. C.
Wau at Johns Hopkins University, Baltimore, MD. The TC-1 cells
were cultured in Dulbecco's modified Eagle medium (DMEM)
supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and 50 units/
mL penicillin/streptomycin and kept at 37 °C and 5% CO,. For
the tumor challenge experiments, TC-1 cells were harvested by
trypsinization, washed twice, and suspended in serum-free media
at appropriate concentrations for injection. The U937 cell line was
kindly provided by Dr. A. Condino Neto from the Department of
Immunology at the University of Sao Paulo, Sao Paulo, Brazil.
The U937 cells were propagated in RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FBS and SO units/mL of penicillin/
streptomycin and kept at 37 °C and 5% CO,. Anti-gD mono-
clonal antibody (mAb) DL-6 and anti-HVEM mAbs CW1, CW3

and CW7 were kindly provided by Dr. Gary H. Cohen and Dr.
Roselyn J. Eisenberg at the University of Pennsylvania, Philadel-
phia, PA. The anti-E7 monoclonal antibody was purchased at
Calbiochem, and fluorescein isothiocyanate (FITC)-conjugated
goat anti-mouse IgG was purchased at BD Biosciences.

2.2. Cloning of the gD, gDE7 and E7 Coding Sequences.
The pRE4 and pRE4E7 plasmids, carrying HSV-1 gD or gD
genetically fused with the HPV-16 E7 oncoprotein—encodin%
genes, respectively, were used as templates for PCR reactions."
The upstream FwBamHIgD primer ($' TCG TCA TAG TGG
GAT CCC ATG GGG GT 3/, BamHI restriction site under-
lined) bound immediately after the sequence corresponding to
the gD signal sequence and the downstream RvXholIgD primer
(8" TCA GCT CGA GGT TGT TCG GGG TG 3, Xhol
restriction site underlined) just before the membrane anchoring
domain. The resulting DNA fragments encompass the gD-
coding sequence without the signal sequence and the trans-
membrane anchor sequence (corresponding to amino acids 1 to
319 of the mature gD protein). The fragment amplified from
pRE4E7 encompasses the gD coding sequence plus the HPV-16
E7-coding sequence cloned into the unique Apal restriction site
of gD (100 amino acids fused immediately after the 249th amino
acid of the gD sequence of the hybrid protein). The encoded
hybrid gDE7 protein contains a total of 419 amino acids. The
amplification reactions resulted in two fragments with 957 bp or
1,257 bp, corresponding to the gD or gDE7 encoding genes,
respectively, each of which were flanked by BamHI and Xhol
restriction sites. The amplified DNA fragments were purified
with the Hlustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit
(GE Healthcare Life Sciences), digested with BamHI and Xho],
and cloned into the pET28a(+) expression vector (Novagen,
Darmstadt, Germany), which was previously treated with BamHI
and Xhol restriction enzymes. The recombinant plasmids were
named pETgD and pETgDE7. The plasmid inserts were se-
quenced and matched the gD sequence data available at the
NCBI bank (accession no. L09242). The recombinant plasmids
encoding the correct inserts were subsequently transformed into
chemically competent Escherichia coli BL21 (DE3) cells. The
gene encoding a truncated E7 protein, encompassing the first 60
N-terminal amino acids of the native protein, was amplified and
cloned into the BamHI and Xhol restriction sites of the pET28a-
(+) vector using primers FwBamHIE7_2 (5" GGA TCC CAT
GGA GAT ACA CCT AC 3') and RvXholE7_2 (§' CTC GAG
TTA AAA GGT TAC AAT ATT G 3') (restriction sites under-
lined). The encoded protein carries the H-2K -restricted CD8"
T cell-specific epitope RAHYNIVTFE, 5, as well as both T
helper- and B cell-specific epitopes of the HPV-16 E7 protein.*®
In contrast to the complete E7 protein, expression of the
truncated E7 protein resulted in a partially soluble protein that
could be purified from recombinant E. coli cells.

2.3. Purification of the Recombinant gD, gDE7 and E7
Proteins Expressed in E. coli. The E. coli BL21gD, BL21gDE7
and BL21E7 strains were cultivated overnight in LB medium at
37 °C in an orbital shaker set at 200 rpm. After inoculation of 1 L
of fresh LB medium and incubation for approximately 3 h (0.5
ODygo), IPTG was added at a final concentration of 0.1 mM, and
the cells were incubated for an additional 3 h with aeration. The
cells were harvested and suspended in buffer A (100 mM Tris-
HCI, 500 mM NaCl, pH 9 for the gD protein or 100 mM Tris-
HC], 500 mM NaCl, pH 7.5 for the gDE7 and E7 proteins) and
lysed by mechanical shearing using an APLAB-10 homogenizer
(ARTEPECAS, Brazil). For the purification of gD and gDE7,
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differential centrifugation was performed and the inclusion
bodies were collected, suspended in 10 mL of buffer A; (8 M
urea, 100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 9 or 8 M urea,
100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl, pH 7.5 for the gD and gDE7
proteins, respectively) and gently shaken overnight at 4 °C. The
solutions were centrifuged and the supernatant was filtered with a
Sartorius Stedim apparatus with cellulose acetate 0.22 ¢m mesh
filters (Biotech). Filtrates containing the recombinant proteins
were purified by nickel affinity chromatography using a Histrap
FF column (GE Healthcare Life Sciences) previously equili-
brated with buffer A; in an FPLC device (Akta model, Amershan
Pharmacia Biotech). The column was washed using a linear
gradient of buffer A, to B (8 M urea, 100 mM Tris-HCI, 500 mM
NaCl and 1 M imidazole, pH 9 or 8 M urea, 100 mM Tris-HCl,
500 mM NaCl and 1 M imidazole pH, 7.5 for gD and gDE7
proteins, respectively). The gD protein was eluted at imidazole
concentrations ranging from 200 mM and 550 mM, and the
gDE7 protein was eluted with imidazole concentrations ranging
between 200 mM and 700 mM. The eluted fractions were
collected, pooled and refolded using a procedure in which the
denaturing agent was gradually removed following dialysis with
buffers containing decreasing urea concentrations (4 M, 2 M,
1 M and 0 M). The refolding process was carried out in a cross-
flow filtration device (Millipore LabScale TEF System) with 30K
Pellicon membranes (Millipore). For the purification of E7, the
supernatant was collected after differential centrifugation, filtered
with cellulose acetate 0.22 ym mesh filters and purified by nickel
affinity chromatography using the Histrap FF column previously
washed with buffer A in an FPLC device. Bound proteins were
eluted from the column using a linear gradient of buffer A to B
(100 mM Tris-HCI, 500 mM NaCl 1 M imidazole, pH 7.5), and
E7 protein was eluted with 100 mM imidazole. The final protein
yield was determined with a GeneQuant spectrophotometer (GE
Amersham Biosciences) and visualized on polyacrylamide gels
concomitantly loaded with known BSA (bovine serum albumin)
concentrations. Endotoxin levels of the protein preparations
were determined using the Chromogenic Limulus Amebocyte
Lysate assay (Cambrex Bio Science). The endotoxin concentra-
tions in the preparations were equal or below 1.0 EU/ug of
protein.

2.4. Immunoblot and ELISA Analyses. Protein extracts from
the BL21gD, BL21gDE7 and BL21E7 strains were separated on
polyacrylamide gels by SDS—PAGE electrophoresis and trans-
ferred to nitrocellulose membranes (Amersham Biosciences) in
transfer buffer (39 mM glycine, 20% methanol, 0.0375% SDS,
48 mM Tris-HCl pH 7.8) at 30 mAmp. The nonspecific
membrane binding sites were blocked with PBS-Tween 0.05%
buffer (PBS-T) plus 1% BSA. After blocking, membranes were
washed and incubated with either anti-gD (DL-6) or anti-E7 for
90 min. The membrane was washed again and incubated with
peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse IgG. Reactive bands
were visualized with a chemiluminescence kit (Super Signal,
Pierce), as specified by the manufacturer, and exposed to Kodak
X-Omat film for 1—5 min. ELISA assays were performed with
250 ng of solid phase-bound purified gD or E7 using Maxisorp or
Polysorb (Nunc) microtiter plates, respectively. After overnight
incubation at 4 °C, plates were blocked with PBS-T plus 1% BSA.
Serial dilutions of serum samples collected one week after each
immunization dose were incubated at 37 °C for 90 min, and then
incubated with peroxidase-conjugated rabbit anti-mouse IgG.
The optical densities were measured at 492 nm using a MultiScan
EX ELISA reader (Labsystems). The individual titers were

considered to be the highest dilution of serum that gave an
ODg, higher than 0.1. The results are presented as the mean of
log antibody titers &= SD with five animals per group.

2.5.gD Cell-Binding Assays. The gD cell-binding assays were
performed using monocyte-derived U937 cells known to express
HVEM.>%*’ Approximately 10° cells were propagated in RPMI
1640 medium supplemented with 10% fetal bovine serum at
37 °Cand 5% CO,, Cells were incubated with 2 ug of either gD
or gDE7 protein for one hour in serum-free medium at 37 °C.
Cells were washed with medium to remove unbound proteins
and incubated with an anti-gD monoclonal antibody (DL-6) for
30 min. Cells were washed to remove unbound antibody and
incubated with FITC-conjugated goat anti-mouse IgG for
30 min. The labeled cells were analyzed by flow cytometry.

2.6. Immunization Regimens and TC-1 Tumor Challenge.
Mice were subcutaneously (sc) immunized in the flank with 4
doses of the recombinant proteins administered at weekly
intervals. The recombinant gD, gDE7 and E7 proteins were
suspended in PBS in a final volume of 100 L. The experimental
groups were immunized with (i) PBS; (ii) purified gD (10 ug/
dose); (iii) purified gDE7 (30 ug/dose); (iv) purified gD +
purified E7 (10 ug of gD + 10 ug of E7); or (v) purified E7 (10
ug/ dose). The higher concentration of inoculated gDE7 with
regard to gD was established in order to keep the same amount of
E7 administered to the immunized mice. Mice immunized with
purified gD and E7 received the two proteins as a mixture which
was inoculated in the same injection site. To determine whether
preventive antitumor protection could be induced, mice were
inoculated with 7.5 x 10* TC-1 cells/mouse by subcutaneous
injection in the right flank two weeks after the last immunization.
The development of therapeutic antitumor protection was
determined by inoculating with the same number of TC-1 cells
one day before the administration of the first vaccine dose.
Groups of five mice were used to evaluate the antitumor
protection effect and the induction of cellular immune responses.
Tumor growth was monitored by visual inspection and palpation
once a week through at least 60 days, and cellular immune
responses were analyzed two weeks after TC-1 challenge.

2.7. Determination of the CD8*/IFN-y* T Cell Response by
Intracellular Cytokine Staining. Intracellular IFN-y staining of
peripheral blood mononuclear cells (PBMC) was performed two
weeks after challenge with TC-1 cells. Blood cells were harvested
and treated with ACK lysis buffer for S min on ice to eliminate red
blood cells. Cells were washed once with DMEM medium
supplemented with 1% FBS and incubated at 37 °C for 6 h in
96-well, round-bottom microtiter plates (BD Biosciences) in
200 uL of complete DMEM medium with brefeldin A (Golgi
Plug; BD Biosciences) at a final concentration of 1 #L/mL. The
MHC-I-restricted, E7-specific CD8" T cell epitope E749 57
(RAHYNIVTF) (GenScript) was used for in vitro stimulation
at a concentration of 3 ug/mL. After washing, the cells were
incubated for 30 min at 4 °C with 100 #L of a 1:100 dilution of
FITC-conjugated anti-mouse CD8a mAb (BD Biosciences),
washed again with PBS containing 2% FBS, fixed with 4%
paraformaldehyde for 20 min and then permeabilized with
0.5% saponin for 20 min at 4 °C. Cells were incubated for 30
min at 4 °C with a 1:100 dilution of a PE-labeled anti-mouse-
IFN-y mAb (BD Biosciences). After washing, the cells were
suspended in PBS containing 2% FBS and examined using a
FACSCalibur cytometer (BD Biosciences). The data were
analyzed by FlowJo software (Tree Star), and the percentage
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Figure 1. Expression and purification of gD, gDE7 and the truncated E7 protein. (A) Schematic representation of the purified proteins used in the in
vitro and in vivo experiments: gD (consisting of the first 319 amino acids of HSV-1 glycoprotein D), gDE7 (a chimeric protein which contains the entire
HPV-16 E7 protein inserted into HSV-1 gD after amino acid 249) and E7 (composed of the first 60 N-terminal amino acids of the HPV-16 E7
oncoprotein). Expression and purification of gD (B), gDE7 (C) and E7 (D) recombinant proteins were monitored by SDS-PAGE (left panels) and
immunoblotting (right panels). (B, C) Samples: MW, molecular weight markers; 1, whole-cell extract of noninduced E. coli strains; 2, whole-cell extract
of the E. coli strains after 3 h incubation with IPTG; 3, soluble protein fraction of IPTG-induced E. coli strains; 4, insoluble protein fraction of IPTG-
induced E. coli strains; S, purified protein following denaturation and refolding steps. (D) Samples: 1, whole-cell extract of noninduced E. coli strain; 2,
whole-cell extract of recombinant E. coli strain after incubation with IPTG for 3 h; 3, purified soluble E7 protein.

of E7-specific CD8" T cells that stained positive for IFN-y was
determined relative to all CD8" T cells.

2.8. In Vivo Cytotoxicity Assay and Cytokine Dosage. In
vivo cytotoxicity tests were carried out two weeks after challenge
with TC-1 cells, as previously described.”®*” Briefly, splenocytes
collected from naive mice were stained with 0.5 M or § uM of
carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester (CFSE) (Invitro-
gen). Cells labeled with S #M CFSE, but not those labeled with
0.5 uM CFSE, were pulsed with 2.5 ug/mL of the E7,49_s;
peptide for 40 min at 37 °C. The same numbers of cells from both
populations (2 x 107 cells) were intravenously (iv) injected
into mice undergoing the different immunization regimens.
One day later, the spleens of inoculated mice were isolated and

the splenocytes were examined by flow cytometry. Target cell
killing by E7-specific cytotoxic CD8" T lymphocytes (CTL) was
evaluated. The production of cytokines by spleen cells harvested
from immunized mice was measured two weeks after TC-1 cell
challenge. For in vitro stimulation, 1.5 ug/mL of E749_ s peptide
or 10 ug/mL of the purified truncated E7 protein was used.
Spleen cells were cultured at a final concentration of 107 cells/mL
in a CO, incubator at 37 °C for 72 h. After the incubation time,
the supernatants were harvested and stored at —80 °C until the
cytokine concentrations were measured by ELISA. ELISAs were
performed according to the manufacturer's instructions (BD
Biosciences).
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2.9. In Vivo Activation of Dendritic Cells. Spleen cells from
mice intraperitoneally (ip) inoculated with S ug of Salmonella
typhimurium lipopolysaccharide (LPS) (Sigma) or S0 ug of gD or
gDE7 were collected 24 h after the immunization, washed twice
with RPMI containing 10% FBS and stained with PE-labeled
anti-CD11c and either APC-labeled anti-CD86, APC-labeled
anti-CD40, APC-labeled anti-CD80, FITC-labeled anti-H2K"
(MHC-1), or FITC-labeled anti-H2IA® (MHC-II) (BD Bio-
sciences). Labeled cells were suspended in PBS containing 2%
FBS and analyzed by flow cytometry (1.5 x 10° events/sample).
The data were analyzed using FlowJo software. Groups of mice
were inoculated with PBS or heat-denatured gD or gDE7 (50 ug)
as controls.

2.10. Statistical Analyses. All data are expressed as the mean
= SD and represent at least three mice per group. ANOVA and
Bonferroni tests were applied, and differences for which p < 0.05
were considered statistically significant.

3. RESULTS

3.1. Expression and Purification of the Recombinant gD,
gDE7 and E7 Proteins. The coding sequences of gD, gDE7 and
truncated E7 were cloned into the pET28a(+) expression vector,
and the resulting plasmids, pETgD, pETgDE7 and pETE7, were
introduced into E. coli BL21 (DE3) host cells, generating the
recombinant strains BL21gD, BL21gDE7 and BL21E7, which
expressed gD, gDE7 and E7 respectively (Figure 1A). Whole cell
extracts of the recombinant strains were cultured in the presence
of IPTG for 3 h and analyzed by SDS—PAGE and Western blot
(Figure 1B—D). The recombinant gD protein had a molecular
mass of approximately 44 kDa, as predicted based on the amino
acid sequence (Figure 1B). However, the gDE7 protein, with a
predicted molecular mass of S5 kDa, showed altered electro-
phoretic mobility, and two bands of approximately 55 and 65 kDa
were observed (Figure 1C). The same protein showed a single
peak with an apparent molecular weight of 55 kDa after size
exclusion chromatography (data not shown). This observation is
consistent with previous data showing anomalous electrophore-
tic behavior of the HPV-16 E7 protein when expressed by
E. coli.*® Western blots performed with an anti-gD monoclonal
antibody (DL-6) confirmed the identity of the 44 kDa band and
the 55 and 65 kDa bands, corresponding to gD and gDE7,
respectively (Figure 1B,C). The gD and gDE7 proteins were
found only in the insoluble fraction of E. coli although different
attempts to change the induction conditions of the recombinant
strains have been tested (data not shown). From 1 L of culture we
achieved a total yield of approximately 0.12 g/L for gD and 0.14
g/L for gDE7. Purification of the recombinant gD and gDE7
yielded 0.055 g/L and 0.050 g/L, respectively, of the insoluble
proteins. Production of soluble gD and gDE7 was achieved after
denaturation of the inclusion bodies and subsequent refolding.
After the refolding step, the protein yield dropped to approxi-
mately 10 mg/L for both proteins. The recombinant truncated
E7 protein appeared to have a molecular mass of approximately
20 kDa, and its identity was confirmed by Western blot using an
anti-E7 monoclonal antibody. Purification steps generated a
soluble protein with a final recovery yield of approximately 10
mg/L (Figure 1D).

3.2. Cell-Binding Activity of the Recombinant gD Proteins.
Expression of the HVEM receptor on the surface of nonpermea-
bilized U937 cells was first confirmed by flow cytometry after
labeling with three different specific anti-HVEM monoclonal
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Figure 2. Recombinant gD and gDE7 proteins bind HVEM-expressing
U937 cells. (A) Cells were labeled with the anti-HVEM monoclonal
antibodies CW1, CW3 and CW?7, followed by FITC-labeled anti-IgG.
(B) Cells were incubated with heat-denatured or soluble gD and gDE7
proteins for one hour and subsequently labeled with anti-gD mono-
clonal antibody (DL-6), followed by FITC-labeled anti-IgG. Cells were
examined by flow cytometry, and the data were analyzed with the Flow
Jo software package. Histograms indicated by black lines and gray-
shadowed curves show labeled and nonlabeled cells, respectively.
Numbers in each panel indicate the percentage of positively stained
cells. Results are based on a representative experiment of two indepen-
dently performed experiments.

antibodies (CW1, CW3, CW7) and subsequent incubation with
FITC-labeled anti-IgG (Figure 2A). As a second step, we
determined the ability of recombinant gD or gDE7 to bind the
U937 cells. Cells were incubated with 2 ug of each recombinant
protein and labeled with a specific anti-gD monoclonal antibody
(DL-6) and FITC-labeled anti-IgG. As shown in Figure 2B, both
recombinant gD and gDE7 bound to the U937 cells, but gDE7
bound cells more efficiently than gD (40% of cells were labeled
with gD and 78% of cells were labeled with gDE7). As a control,
the binding assay was performed with the recombinant proteins
after heat-denaturation, and no specific binding was detected
(Figure 2B). These results indicated that the recombinant gD
and gDE7 proteins retained receptor-binding activities that were
lost after denaturation of the proteins. In addition, fusion of gD to
E7 enhanced the receptor-binding affinity of the recombinant
protein relative to the nonfused gD.

3.3. Activation of CD11c¢” Cells in Mice Inoculated with gD
and gDE7. DC activation is a key step in mounting productive
adaptive immune responses mediated by T and B cells. Because
DCs are known to express the HVEM receptor, we tested
recombinant gD and gDE7 to see whether they promote activa-
tion of DC in vivo. For that purpose, mice were ip injected
with purified gD, gDE7, LPS or PBS, and CD11c" cells harvested
from the spleens of vaccinated mice were monitored for the
expression of MHC-I and MHC-II molecules, as well as CD80,
CD86 and CD40, by flow cytometry. As shown in Figure 3,
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Figure 3. In vivo activation of DCs in mice treated with recombinant gD or gDE7. C57BL/6 mice were ip inoculated with LPS (S ug), gD (50 ug) or
gDE7 (50 ug). Twenty-four hours after injection, spleen cells were stained with anti-CD11c, anti-CD86, anti-CD40, anti-CD80, anti—HZKb, or anti-
H2IA® and analyzed by flow cytometry. Histograms representing samples collected from nontreated mice are indicated by lines outlining gray-shadowed
curves. Samples collected from mice undergoing the different treatments are represented by curves outlined in black. Samples collected from mice
inoculated with denatured recombinant proteins are represented by curves delimited by dotted lines. The expression of surface markers was analyzed by
acquiring 1.5 % 10° events. (A) Histograms representing cells gated for CD11c+ expression. (B) Values expressed as mean fluorescence intensity. *p <
0.05 compared with nontreated mice. The experiment was repeated twice, and the results represent the mean of three mice £ SD per group.

CD11c" cells harvested from mice inoculated with gD, gDE7 or
LPS expressed increased levels of MHC-I. Moreover, DCs
isolated from mice treated with gD or gDE7 showed statistically
significant expression of CD86 but not of CD40, when compared
with cells harvested from mice that received LPS or nontreated
animals (Figure 3B). Control experiments carried out with heat-
denatured gD or gDE7 did not induce significant differences in
the expression of the coactivator markers relative to nontreated
mice (Figure 3A). No alteration in the expression of MHC-II and
CD80 molecules was detected in mice treated with gD or gDE7
(data not shown). These results indicate that the recombinant
gDE7 protein and, to a lesser extent, the recombinant gD protein
promote the activation of DCs in vivo.

3.4. Effect of gD Fusion on Induced Antibody and Th
Responses. Because the recombinant gDs proved to be effective
for the in vivo activation of murine DCs, we evaluated the induced
antibody responses directed toward a target antigen (E7) to see
whether they would be increased following administration with
gD, either as a coadministered adjuvant or as a genetically fused
hybrid protein. As indicated in Figure 4A, no relevant differences
were detected in the anti-gD IgG titers in sera from mice
immunized with gD, gD plus E7 or gDE7. Similarly, there was
a small, but not statistically significant, difference in the anti-E7
IgG titers in mice immunized with two or more doses of gDE7

2325

compared with mice immunized only with E7 (Figure 4B). In
contrast, we observed a clear shift in the T helper cell response of
mice immunized with gDE7, as inferred by the anti-E7 IgG
subclass distribution, when compared with mice immunized with
E7 or gD plus E7. Sera from mice immunized with gDE7 showed
an IgG1/IgG2c subclass ratio of 1.2, while mice immunized with
gD plus E7 or only E7 showed IgG1/IgG2c ratios of 643 and 653,
respectively (Figure 4C). Similar responses were observed when
the E7-specific cytokine secretion profiles were examined. Spleen
cells from mice immunized with gDE7 showed high levels of
IEN-y secretion and no detectable IL-10 when spleen cells from
vaccinated mice were stimulated with the recombinant E7
protein, whereas cells harvested from mice immunized with E7
secreted high levels of IL-10 and no detectable IFN-y
(Figure 4D). These results indicate that fusion of gD to the E7
protein did not affect the immunogenicity of the antigen with
regard to the production of antigen-specific antibodies, but there
is a clear modulation of the T helper response toward a more
biased type 1 immunity pattern.

3.5. Activation of E7-specific CD8" T Cell Response in Mice
Immunized with the Recombinant gD Proteins. The immu-
nomodulatory effects of the recombinant gD protein on the
activation of E7-specific CD8" T cell responses was examined
in mice immunized with four doses of gD, gDE7, gD plus E7, or
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Figure 4. Induced gD- and E7-specific antibody responses and T helper profiles in mice immunized with recombinant E7. (A) gD-specific IgG response
elicited in mice immunized with one to four doses of the different vaccine formulations. (B) E7-specific IgG responses elicited in mice immunized with
one to four doses of the different vaccine formulations. Serum samples were collected one week after each dose. (C) Anti-E7 IgG subclass responses. Sera
used in these test were collected one week after the fourth immunization dose. (D) IFN-y and IL-10 production detected in the supernatant of spleen
cells harvested from vaccinated mice two weeks after TC-1 cell challenge following stimulation with 10 #g purified E7 protein for 72 h. The experiment
was repeated twice. The results represent the mean of five mice & SD per group.

E7 two weeks after challenge with TC-1 cells. As shown in
Figure 5A, mice immunized with gDE7, but not those immunized
with E7 or gD plus E7, showed increased activation of E7-specific
CDS8" T cells when compared with mice immunized only with
gD. Similarly, significant IFN-y production was detected only in
supernatants from spleen cells harvested from mice immunized
with gDE7 following stimulation with the MHC-I-restricted
CD8" T cell-specific E749_s peptide (Figure SB). To evaluate
the functional state of the E7-specific CD8" T cells induced in
mice immunized with gDE7, spleen cells from nonimmunized
mice were labeled with two different CFSE concentrations. Cells
labeled with the highest CFSE concentration were also pulsed
with the E749_s, peptide, mixed with the same amount of the
CFESE)oy-labeled cells and iv injected into mice undergoing the
different immunization regimens. As shown in Figure 5C, all
mice immunized with gDE7, but not those immunized with the
other vaccine formulations, mounted E7-specific in vivo cytotoxic
responses, as demonstrated by the reduction in the number of
cells labeled with the E7-specific peptide relative to the popula-
tion of cells not pulsed with the E7-derived peptide.

3.6. Antitumor Effects Elicited in Mice Immunized with
gDE7. Induction of E7-specific CD8" T cell responses is an
essential feature of effective anticancer vaccines based on the TC-
1 tumor cells.*® The antitumor effects conferred by vaccination
with the gDE7 protein were determined under two different sets
of experimental conditions. The preventive antitumor effects
were evaluated by vaccinating mice with the different tested
vaccine formulations, followed by injection with the TC-1 cells.

Therapeutic antitumor effects, on the other hand, were investi-
gated in mice first inoculated with the TC-1 cells and subsequently
treated with four vaccine doses. As observed in Figure 6A, only
mice immunized with four doses of gDE7 developed complete
preventive protection to TC-1 cells (100% survival), while animals
immunized with gD, E7 or gD plus E7 developed tumors after
injection with the TC-1 cells. Two months after challenge with the
TC-1 cells, mice immunized with gDE7 received a second injection
of tumor cells in order to evaluate the longevity of the protective
antitumor responses. Under such conditions, all of the vaccinated
mice were protected during an additional observation period of
one month and showed increased activation of IFN-y-producing
CD8" T cells (Figures 6A and SD). In an attempt to decrease the
number of vaccine doses used in the immunization regimen, the
prophylactic antitumor effects induced by gDE7 were determined
in animals immunized with lower numbers of vaccine doses, but
only animals receiving four doses were fully protected against
tumor growth (Figure 6B). Analyses of the therapeutic antitumor
effects elicited in mice showed that 30% of the animals vaccinated
with 4 doses of gDE7 controlled tumor development (Figure 6C).
These results demonstrate that the recombinant gDE7 protein
confers antitumor protection effects on vaccinated mice under
both prophylactic and therapeutic conditions.

4. DISCUSSION

Cervical cancer is the second most common cause of cancer
death in women, and although two preventive vaccines based on
capsid proteins are available, the expected benefits for those
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Figure S. Determination of E7-specific responses mediated by CD8" T cells. Mice were immunized with four doses of gD, gDE7, gD plus E7 or E7
recombinant proteins and subsequently challenged with 7.5 x 10* TC-1 cells/mouse. Samples were collected two weeks after challenge. (A) Peripheral
blood lymphocytes from immunized mice were stimulated in vitro with the E7,_s; (RAHYNIVTF) peptide, representing the single CD8" T cell-
specific epitope of the E7 protein and used for monitoring of intracellular IFN- ¢ accumulation. The numbers in the upper right quadrant indicate the
percentage of CD8"/IFEN-y* lymphocytes relative to the total number of assayed CD8" T cells. (B) Production of IFN-y was detected in the supernatant
of splenocytes harvested from immunized mice incubated with the RAHYNIVTF peptide. (C) In vivo cytotoxic activity of E7-specific CD8" T
lymphocytes from mice immunized with the different vaccine formulations. The result represents the mean percentage of killed target cells labeled with
the RAHYNIVTEF peptide from five mice per group. * p < 0.05. (D) Intracellular IFN-y staining of E7-specific CD8" T cells performed in PBMCs from
mice immunized with gDE7 recombinant protein that were fully protected in the prophylactic TC-1 cell challenge and reinjected with a second dose of
cells (7.5 x 10* TC-1 cells/mouse) 60 days later. Samples were collected two weeks after the rechallenge. The numbers in the upper right quadrant
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already infected or those who cannot afford the high costs of the proteins, gD and E7. Our results demonstrate that the conforma-
vaccines are certainly small. Thus, the search for alternative tion of the hybrid gD protein and, to a lesser extent, fusion with
vaccines, particularly those targeting HPV-induced tumors or the target antigen are essential features for the preservation of
virus-infected cells, has been a priority for several laboratories cell-binding activity, dendritic cell maturation and the activation
around the world.***" Our previous observations showed that of antigen-specific T cell responses. Moreover, our results
DNA vaccines encoding chimeric HPV-16 oncoproteins, parti- demonstrate that parenteral administration of the chimeric
cularly E7, genetically fused at a specific site near the C-terminal gDE7 without any additional adjuvant was sufficient to induce
end of the HSV-1 gD protein increased the activation of E7- anticancer protection in mice implanted with TC-1 cells under
specific CD8" T cells and, more relevantly, enhanced the both preventive and therapeutic conditions. Collectively, these
protective antitumor effects in an experimental murine model." data represent an important step toward a better understanding
These findings rouse interest in the elucidation of the specific of the adjuvant effects of gD and may contribute to the future
mechanisms behind the strong adguvant effects of the gD protein development of a new generation of antitumor vaccines.

on T cell-dependent responses.”® Nevertheless, questions re- Previous observations indicated that the binding of gD to the
garding the gD-mediated adjuvant effects, such as the require- HVEM receptor occurs through a flexible N-terminal loop that
ment for endogenous antigen expression and the need to remains partially sheltered by a C-terminal portion of the
generate hybrid proteins, remained unanswered. In the present molecule.'”"®** Indeed, modeling of a hybrid gD with a C-term-
study, we tackled these points using purified proteins generated inal fusion with the HIV-1 Gag protein predicted that the
in a prokaryotic expression system. In this scenario we tested a C-terminal end would be displaced from the HVEM-binding
hybrid gDE7 protein, folded or unfolded, and the two isolated site.”® Our results demonstrated that binding of the recombinant
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Figure 6. Preventive and therapeutic antitumor effects induced by the
recombinant proteins. (A) Preventive protection in CS7BL/6 mice sc
immunized with four doses of the vaccine formulations administered at weekly
intervals. Two weeks after the last dose, mice were challenged with 7.5 x 10*
TC-1 cells. Sixty days after the first inoculation with TC-1 cells, the gDE7
group received a second tumor cell challenge (indicated by the vertical arrow).
(B) Dose—response curve for tumor-protective responses in mice immunized
with gDE7. Mice were immunized with one, two, three or four doses of gDE7
and subsequently inoculated with 7.5 x 10" TC-1 cells. (C) Therapeutic
antitumor effects in mice vaccinated with the different vaccine formulations.
Mice were inoculated with 7.5 x 10* TC-1 cells and, 24 h later, treated with the
immunization regimen based on four vaccine doses administered at weekly
intervals (indicated by the vertical arrows). After the TC-1 cell challenge mice
were monitored for tumor development by visual inspection and palpation for
atleast 60 days. Results are based on a representative survival experiments with
at least five mice per group.

gDE7 to surface-exposed receptors of the U937 cells, previously

shown to express HVEM at the cell surface,”**” is better than the

binding of the nonfused gD. For both proteins, denaturation
reduced the cell-binding activity to negligible levels. The en-
hanced cell-binding effect may affect the in vivo biological activity
of gD because this protein has a significantly lower binding
affinity to HVEM than other ligands, including BTLA, LIGHT
and CD160." These results are also in accordance with previous
observations that demonstrated a higher affinity of gD for HVEM
when the C-terminal region is deleted or altered. 8 Our results,
therefore, confirmed that the fusion of an additional sequence at
the C-terminal end of the gD protein enhances its binding to host
cell receptors, even without the anchoring at the cell membrane.
In fact, our in vivo data clearly shown conformation of the gDE7
protein is also essential for the activation of dendritic cells that,
otherwise, requires binding and activation the HVEM receptor. It
is expected that the enhanced binding activity of the hybrid gD
protein would more profoundly affect signaling mechanisms
mediated by host cell receptors, particularly, the HVEM receptor.
These results also demonstrate that refolding of recombinant gD
proteins preserved important conformational determinants of
the native protein that are required for proper binding to host cell
receptors.

Secondary signals, either costimulatory or coinhibitory, result
in the activation of antigen presenting cells, such as dendritic
cells, and contribute to the induction of effective adaptive
immune responses. Our results demonstrated that in vivo
administration of purified gD and gDE7 enhanced the expres-
sion of MHC-I and CD86 molecules on CD11c" cells. In fact,
in vitro evidence has demonstrated that the binding of soluble
gD to HVEM results in the activation of NF-kB and a
reduction in Fas-induced apoptosis in different cell lineages,
features that may affect the penetration of HSV particles
into host cells and the subsequent induction of immune
responses.””>”*3 Under our testing conditions, upregulation
of MHC-I and costimulatory molecules in mice exposed to gD
suggests that blockade of BTLA binding would favor the
activation of dendritic cells and T cells, particularly CD8* T
cells, in mice immunized with gD-containing vaccine formula-
tions. In support of these results, previous experiments
showed homeostatic expansion of CD4" and CD8" T cell
populations and enhanced activation of memory CD8" T cells
in BTLA-deficient mice, conditions that would supgort the
formation of a long-lived CD8" memory T cell pool.**

In spite of the fact that HVEM and BTLA are expressed by B
and T lymphocytes, available evidence from knockout mice and
the administration of soluble agonists indicated that the in vivo
modulation of adaptive immune responses mediated by BTLA-
HVEM mainly affects T cell responses.>*** Our results demon-
strated that the gD adjuvant effects observed in mice immunized
with the soluble protein were mainly observed in T cells, with
only marginal enhancement of the induced antibody responses.
A clear shift in T helper responses was observed in mice
immunized with gDE7 and subsequently challenged with TC-1
cells, in terms of both the E7-specific IgG subclass response and
the cytokine secretion patterns. In contrast to mice with im-
planted tumors, mice immunized with gDE7 showed a clear type
1 immune response pattern. Administration of gD genetically
fused to E7 promoted differential activation of CD4" T cells
without the administration of any additional immune modulator,
such as innate immune agonists, which are usually required in
immunization regimens with purified proteins. Resting CD4" T
cells express higher BTLA levels and upregulate BTLA expres-
sion faster than CD8" T cells.>**® We can conclude, therefore,
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that parenteral administration of soluble gDE7 successfully
modulated T helper responses that are required for the proper
activation and maintenance of cell-mediate immune responses,
particularly those mediated by antigen-specific cytotoxic CD8"
T cells.

Immunization of mice with purified gDE7 protein confers
antitumor protection in mice challenged with TC-1 cells under
both preventive and therapeutic conditions. The preventive
antitumor protection in mice immunized with purified gDE7
protein was complete but required at least four sc vaccine doses
while the maximal therapeutic antitumor effect was 30% obtained
also after four vaccine doses. Our previous results based on DNA
vaccines encoding gDE7 showed higher (70%) therapeutic
antitumor protection in mice inoculated with TC-1 cells and
subsequently immunized with three doses of the vaccine.”' It is
well established that DNA vaccines, as well as attenuated viruses,
are better inducers of cellular immune responses, particularly
cytotoxic CD8" T cells, than purified proteins."***” It is remark-
able, therefore, that administration of purified gD protein
genetically fused with the target E7 antigen could elicit a strong
activation of cytotoxic E7-specific CD8" T cells and confer a
significant anticancer protection effect in vaccinated mice. These
results demonstrate that upon further optimization of the
immunization regimen, such as incorporation of adjuvants,
higher antigen loads, alternative delivery routes and/or coadmi-
nistration of immunomodulatory cytokines, additional enhance-
ment of both the T-cell immunogenicity and antitumor effects
could be achieved with protein-based vaccine formulations.

The successful clinical experience of HPV-specific therapeutic
antitumor vaccines with long synthetic peptides®® indicates that
the way to achieve clinical effective anticancer vaccines may
involve the development of protein-based formulation immuno-
gens. The present findings demonstrate that a vaccine containing
a hybrid gDE7 protein has some of the features required to
generate an effective anticancer vaccine without the inherent
risks of attenuated virus or even DNA vaccines. However,
additional improvements and further testing are clearly needed
before the clinical potential of the proposed vaccine strategy
could be evaluated. Issues like pre-existing immunity, particularly
against the gD component, and requirement of formulations
capable of inducing more robust anticancer responses need
further testing and will certainly receive attention in future
studies.
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Recently, Bacillus subtilis spores were shown to be endowed with strong adjuvant capacity when co-
administered with purified antigenic proteins. In the present study we assessed whether spores possess
adjuvant properties when combined with DNA vaccines. We showed that B. subtilis spores promoted
the activation of dendritic cells in vitro and induced migration of pro-inflammatory cells after parenteral
administration to mice. Likewise, co-administration of spores with a DNA vaccine encoding the human
papillomavirus type 16 (HPV-16) E7 protein enhanced the activation of antigen-specific CD8* T cell

gzjc/mﬁgii;btilis responses in vivo. Mice immunized with the DNA vaccine admixed with spores presented a protec-
Spores tive immunity increase to previously implanted tumor cells, capable of expressing HPV-16 oncoproteins.
Adjuvants Finally, we observed that the adjuvant effect can vary accordingly to the number of co-administered
DNA vaccine spores which may be ascribed with the ability to induce. Collectively, the present results demonstrate
HPV-16 for the first time that B. subtilis spores can also confer adjuvant effects to DNA vaccines.

© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

1. Introduction

Adjuvants are essential elements in the composition of
most vaccine formulations, particularly in subunit vaccines such
as those containing purified proteins or DNA vectors, which
are naturally endowed with low immunogenicity in mam-
malian species, especially in humans. Notably, the repertoire
of adjuvants for vaccines based on purified proteins has been
significantly enlarged in the last years [1,2]. Concerning DNA
vaccines, several approaches have been tested to improve the
immune responses induced in large mammalian hosts, such as
in vivo electroporation [3,4], codon usage optimization of the
antigen-encoding sequence [5] and co-administration of plas-
mids encoding cytokines [6] or agonists of innate immunity
[7-9]. The association of DNA vaccines with particulate adju-
vants, such as poly(lactic-co-glycolic) acid (PLGA) biodegradable
microparticles, has been also shown to enhance the immuno-
genicity elicited by protein-based and DNA vaccines, which may
be related to their efficient phagocytosis by antigen presenting
cells (APCs) including dendritic cells (DCs) and macrophages
[10,11].

* Corresponding author. Tel.: +55 11 30917356.
E-mail address: 1csf@usp.br (L.C.S. Ferreira).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2015.03.043
0264-410X/© 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.

Bacillus subtilis spores have been successfully used as a probio-
tic for both humans and animals [12]. Moreover, B. subtilis spores
have been successfully employed as vectors for the mucosal deliv-
ery of vaccine antigens [13-16]. Recently, B. subtilis have been
shown to induce strong adjuvant effects after co-administration
with protein antigens either admixed or adsorbed at the spore
coat surface [17,18]. Nonetheless, no information is available
concerning the adjuvant effects of bacterial spores as adju-
vants for DNA vaccines, particularly for the induction of cellular
immune responses, an immunological hallmark of such vaccine
strategy.

In the present study, we demonstrate that B. subtilis spores
display dose-dependent adjuvant effects on immune responses
induced in mice after parenteral administration with a DNA vac-
cine. As a model vaccine, we employed a DNA plasmid encoding
the human papillomavirus type 16 (HPV-16) E7 oncoprotein genet-
ically fused to the herpes simplex virus type 1 glycoprotein D (gD),
previously shown to confer preventive and therapeutic anti-tumor
immunity in mice [19-21]. Here we showed that B. subtilis spores
are capable to promote activation of DCs and induce a migratory
behavior of pro-inflammatory cell populations in mice. Further-
more, co-administration of spores increased both the activation of
antigen-specific CD8* T cells and antigen-specific antibody produc-
tion. Altogether, the present evidences demonstrate that B. subtilis
spores display adjuvant effects when co-administered with DNA
vaccines.
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2. Materials and methods
2.1. Mice

Male C57BL/6 mice at 6-8 weeks of age were supplied by the
Animal Breeding Center of the Biomedical Sciences Institute of the
University of Sdo Paulo and housed at the Parasitology Department
of the University of Sdo Paulo. All of the procedures involving ani-
mal handling followed the recommendations for the proper use and
care of laboratory animals from the University of Sao Paulo Ethics
Committee (protocol number 95-2011).

2.2. TC-1 cell line

The TC-1 cell line was kindly provided by Dr. T.C. Wu (John
Hopkins University, Baltimore, MD, USA). This cell line is trans-
fected with retrovirus vectors encoding v-Ha-ras, HPV-16 E6 and
E7 [22]. The TC-1 cells were propagated in DMEM medium sup-
plemented with 2 mM L-glutamine, 1 mM sodium pyruvate, 2 mM
non-essential amino acids, 10 mM HEPES buffer, 50 units/ml peni-
cillin/streptomycin, 10% fetal bovine serum (FBS) and were kept at
37°C at 5% CO,. Prior to inoculation, the TC-1 cells were harvested
by trypsinization, washed twice, and suspended in serum-free
media at the proper cell concentration.

2.3. DNA vaccine

The DNA vaccine pgDE7h encodes the HPV-16 E7 oncoprotein
genetically fused near the C terminal portion of the HSV-1 gD pro-
tein as previously described [20]. The gene sequence was cloned
in the pUMVC3 vector (Aldevron, ND, USA), which contains a CMV
promoter and a kanamycin resistance-encoding gene.

2.4. Preparation of spores

The sporulation of B. subtilis strain 1012 was performed by the
nutrient exhaustion method [23,24]. After 7 days of sporulation, the
cultures were centrifuged at 10,000 rpm for 10 min and washed
three times with distilled water. The spores were suspended in
water and incubated for 1h at 68 °C. The spores were visualized
under a digital microscope EVOS® (AMG) and titrated to deter-
mine the number of colony-forming units (CFU/ml). The heat-killed
spores were obtained from autoclaving viable spores at 121 °C for
15 min.

2.5. In vivo migration of pro-inflammatory cells

Mice were inoculated intraperitoneally with 5 x 108 live or
killed spores in 100 .l of PBS. After 24h, the peritoneal cavity
was washed with 10ml of PBS containing 2 mM EDTA and the
collected cells were then incubated for 30 min at 4°C with PE-
labeled anti-Gr1, FITC-labeled anti-CD11b, APC-labeled anti-F4/80
and PerCP-Cy5.5-1abeled anti-Ly6C (BD Biosciences). The cells were
examined by flow cytometry using a FACS Canto (BD Biosciences)
and data were analyzed using the FlowJo software (TreeStar, OR,
USA).

2.6. Stimulation and activation of mouse DCs in vitro

Spleens and lymph nodes from naive C57BL/6 mice were col-
lected and placed into a culture dish containing cold RMPI medium
supplemented with 10% FBS, 100 U/ml penicillin and 100 pg/ml
streptomycin. The spleens were carefully macerated. Large partic-
ulate matter was removed by passing the cell suspension through a
cell strainer 70 pwm nylon membrane. Cells were washed with ice-
cold MACS buffers (PBS, 0.5% bovine serum albumin, 2 mM EDTA)

and suspended in MACS buffer. Then, cells were incubated with
MicroBeads (Miltenyi Biotec) conjugated to hamster anti-mouse
CD11c monoclonal antibodies according to the manufacture’s pro-
tocols. Positively selected DCs contained >90% CD11c* cells. For
stimulation, DC cells were incubated for 24 h in the presence of LPS
(100 ng/ml), DNA (1 pg of pgDE7h) or three different concentra-
tions of live spores (2 x 108, 2 x 107 and 2 x 108). After this period,
the cells were stained with anti-CD11c, anti-I-A[b] (anti-MHCII),
anti-CD40, anti-CD80 and anti-CD86 conjugated to different flu-
orochromes (BD Biosciences). The cells were examined by flow
cytometry using FACS Fortessa (BD Biosciences) and data were ana-
lyzed using the Flow]Jo software (TreeStar, OR, USA). CD40, CD80
and CD86 expression values are shown from gated CD11c*MHCII*
cells. Data are shown as median fluorescence intensity.

2.7. Cytometric bead array (CBA)

The cytokines levels in the supernatant of dendritic cells cultures
were measured after 24 h of stimulation. The test was conducted
with the CBA kit Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences) according to the
manufacturer’s instructions for the quantification of IL-2, IL-4, IL-
6, INF-y, TNF-a, IL-17A and IL-10. In summary, the sample and
the cytokine kit standards were mixed with microspheres coated
with capture antibodies specific for the respective cytokines. Then,
samples are incubated with the detection antibody labeled with
phycoerythrin (PE) for 2h at room temperature and protected
from light. The flow cytometric analysis was based on the fluo-
rescence intensity using FACS Fortessa (BD Biosciences). The data
were analyzed with the aid of the FCAP Array 3.0 to determine the
concentration (pg/ml) and means of fluorescence intensities (MFI)
of the samples and standards.

2.8. Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

The anti-gD, anti-E7 and anti-spores antibody titers were mea-
sured by ELISA as previously described [25|. Plates were coated with
250 ng/well of purified truncated E7 fragment (amino acid 1 to 60)
or purified gD in MaxiSorp plates (Nunc). After incubation for 16 h
at4°C, the plates were blocked with 3% gelatin in PBS and incubated
at 37°C for 2 h. Individual serum samples were added at the initial
1:10 dilution and subsequent two fold serial dilutions. Plates were
kept at 37°C for 1h. After incubation, anti-mouse IgG conjugated
to peroxidase (1:3000) was added and the reaction was later devel-
oped with a solution containing O-fenilenodiaminadihidrocloreto
(OPD). The optical densities were determined at 492 nm in Epoch™
Multi-Volume Spectrophotometer (Bio Tek Instruments). All sam-
ples were assayed in duplicates and the absorbance values of
control reactions (wells without serum addition) were subtracted
from results obtained with the tested serum samples. Dilution
curves were drawn for each sample and the titers calculated as
the reciprocal values of the highest dilution with an optical density
of 0.1.

2.9. Immunization and tumor cell challenge

Groups of 5 mice were challenged subcutaneously (s.c.) with
7.5 x 104 TC-1 tumor cells suspended in 100 p.l of serum-free media
and injected into the right rear flank of the animals. The mice
were vaccinated with one 40 g dose of the DNA vaccine (co-
administered with spores or not) 3 days after the implantation of
the tumor cells. The vaccine dose was applied into the tibialis ante-
rior muscle of each mice hind limb (divided in two 50 .l aliquots).
Tumor growth was monitored by visual inspection and palpation
three times a week for a period of 60 days. The animals were scored
as tumor-bearing when the tumors reached a size of approximately
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2mm in diameter. The mice were euthanized once the tumors
exceeded a diameter of 15 mm or became necrotic.

2.10. Intracellular cytokine staining

Intracellular IFN-v staining was performed from blood samples
collected 7, 14, 21 or 28 days after the vaccine administration,
according to previously described procedures [20]. The blood sam-
ples were treated for lysis of red blood cells and cultured at a
concentration of 106 cells/well for 6h at 37°C in 96-well round
bottom microtiter plates with 10 pg/ml of Brefeldin A (GolgiPlug;
BD Biosciences, CA, USA) in the presence or not of 3 pwg/ml of the
E7-specific RAHYNIVTF peptide (amino acids 49-57) [26]. After
incubation, cells were stained with FITC-conjugated anti-CD8a
antibody and after fixation and permeabilization, with PE-labeled
anti-IFN-y. The buffers and antibodies were purchased from BD
Biosciences (CA, USA). The cells were examined by flow cytome-
try using a FACS Fortessa (BD Biosciences) and data were analyzed
using Flow]o software (TreeStar, OR, USA).

2.11. Statistical analyses

The ANOVA test was applied followed by Bonferroni’s post-test,
when individual data points were compared.

3. Results

3.1. B. subtilis spores promote migration of pro-inflammatory
cells and DC activation in mice

Live and heat-killed spores were tested for the migration of
pro-inflammatory cells after i.p. administration and subsequent
identification of different migratory cell populations. As indicated
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in Fig. 1, both live (LS) and heat-killed spores (KS) induced a signif-
icant influx of CD11b* and CD11b*Gr1* cells (Fig. 1A and C), which
may represent neutrophils, eosinophils or immature myeloid cells,
also F4/80* and F4/80*Ly6Chi cells (Fig. 1B and D), corresponding
to macrophages and inflammatory monocytes. No significant influx
of CD19* or CD11c* cells were detected in the peritoneal cavity of
mice inoculated with B. subtilis spores (data not shown).

In addition, we determined the capacity of spores to activate
mouse DCs after in vitro stimulation with different quantities of
spores. As presented in Fig. 2, CD11c* MHCII* DCs of naive mice
exposed to the intermediate spores amount (2 x 107 LS) upregu-
lated the expression of the co-stimulatory receptors CD40 (Fig. 2A
and B) and CD80 (Fig. 2C and D) with regard to PBS treated
cells. No effects were observed with plasmid DNA or at a higher
(2 x 108) spore dose, with no detectable fluorescence enhancement
for the three tested markers. Also, DCs exposed to a lower (2 x 10%)
spore dose enhanced the expression of CD40 but at a reduced
intensity with regard to the intermediate spore dose (Fig. 2B).
Inflammatory cytokines (TNF-a and IL-6) in cell culture super-
natants were detected in elevated values in cells exposed to LPS
and the two highest spore concentrations. In contrast, only the
sample incubated with 2 x 108 LS showed measurable IL-10 val-
ues (Fig. 2D). Altogether, these results demonstrated that B. subtilis
spores can induce migration of murine pro-inflammatory cells and
DC activation, which further support the adjuvant effects of spores
co-administered with DNA vaccines.

3.2. Activation of CD8" T cell responses and therapeutic
anti-tumor protection in mice co-administered with spores and
pgDE7h

To demonstrate that B. subtilis spores could also exert adju-
vant effects to DNA vaccines, we inoculated mice i.m. with spores
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Fig. 1. B. subtilis spores induce pro-inflammatory cell migration in vivo. Cell recruitment in naive C57BL/6 mice after i.p. inoculation of 5 x 108 live spores (LS) or 5 x 108
killed spores (KS). Intraperitoneal CD11b* and CD11b*Gr-1* (A and C), F4/80* and F4/80*Ly6C" (B and D) inflammatory cells were quantified by flow cytometry 24 h after
inoculation. (A and B) Number of stained cells recovered for different population as indicated. Data based on three animals per group and generated in two independent
experiments with similar results. (C and D) Data are represented as dot plots from one representative mice per group. Numbers in the upper corners show the percentages
of stained cells from the total recovered cells. Statistical significance: (") p<0.05, (") p<0.01, (") p<0.001, versus the group treated with PBS by ANOVA.
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Fig. 2. B. subtilis spores induce in vitro DC activation after stimulation with an intermediate spore amount. DCs (2 x 10° cells) purified from naive mice lymphoid organs were
incubated with LPS (100 ng/ml), DNA (1 pg of pgDE7 h) or three different concentrations of live spores (2 x 10, 2 x 107 and 2 x 108 LS). Non-treated cells were added with
the same volume of PBS. Supernatants were collected after 24 h for measurements of cytokines production. Surface expression of CD40, CD80 and CD86 (APC) was measured
by flow cytometry after gating in CD11c*MHCII* cells. Data are shown as histograms from one representative sample (A, C and E) or as Median Fluorescence Intensity (MFI)
bar graphs of CD40, CD80 and CD86 APC markers (B, D and F). (G) TNF-q, IL-6 and IL-10 induction after stimulation with the same conditions cited above. Data represented
by mean values + SD. Results are based on two independent experiments and each one performed in triplicates. Statistical significance: (") p<0.05, (") p<0.01, (") p<0.001

versus PBS group by ANOVA.

(2 x 107) admixed with a plasmid DNA (pgDE7h) at a dose capable
of inducing low CD8" T cell responses to the HPV-16 E7 oncopro-
tein and partial therapeutic protection to tumors in mice engrafted
with the cells (TC-1) expressing HPV-16 oncoproteins [20]. Co-
administration of spores and pgDE7h three days after implantation
of TC-1 cells significantly enhanced the IFN-y production by E7-
specific CD8* T cells compared to mice immunized only with the
DNA vaccine or spores separately (Fig. 3A and B). Mice inocu-
lated with live spores admixed with the pgDE7h showed higher
activation of antigen-specific CD8* T cells in comparison to mice
co-inoculated with heat-killed spores (approximately a two-fold
increase). However, co-administration of pgDE7h with both live
and killed spores conferred 80% therapeutic anti-tumor immunity,
a significantly higher protection values with regard to mice immu-
nized with the same amount of DNA vaccine (40% survival) (Fig. 3C).
Altogether, these results show that B. subtilis spores enhance the
pgDE7h-induced CD8* T cell activation and T cell-mediated anti-
tumor protective immunity.

3.3. Dose-dependent adjuvant effects of B. subtilis on the
immune responses induced by pgDE7h

The DC activation results suggest that the immune modulation
effects of spores are dose dependent. Thus, we tested the effects
exert by different number of spores co-delivered with pgDE7h
regarding both activation of antigen-specific CD8* T cells and
antigen-specific antibody responses, as well as the anti-tumor pro-
tection effects (Fig. 4). The induction of E7-specific CD8" T cell
responses elicited in mice immunized with pgDE7h reached max-
imal values two weeks after immunization and was detected with
2 x 107 live spores (Fig. 4A). Accordingly, 80% of the mice co-
inoculated with 2 x 107 spores and pgDE7h remained tumor-free,
whereas mice co-administered with 10-fold less or 10-fold more
spores showed lower anti-tumor protection levels (Fig. 4B).

Different results were observed after measurement of the anti-
gD and anti-E7 antibody responses. Maximal anti-gD and anti-E7
serum IgG levels were achieved in mice immunized with pgDE7h
admixed with 2 x 106 spores (Fig. 4C and D). Low anti-spores IgG
titers were observed only in mice immunized with the higher num-
ber of spores (Fig. 4E). These results suggest that the spore adjuvant
effects are dose dependent and require a specific balance of spores
and DNA in order to efficiently activate the different arms (CD8*
T lymphocytes or antibody production) of the adaptive immune
system.

4. Discussion

The adjuvant effects of B. subtilis spores have been previ-
ously reported using protein-based vaccines and were based on
the induction of antigen-specific antibody responses. Nonethe-
less, no study has been previously performed to investigate the
impact of spore administration in the enhancement of immune
responses induced by DNA vaccines. In addition, little is known
about the potential adjuvant effects of bacterial spores on the
cellular immune responses induced by vaccines. In this sce-
nario, our work has investigated both the ability of B. subtilis
spores to increase the immune responses induced by a DNA
vaccine and demonstrated experimentally that co-administration
of spores enhance the induction of cytotoxic responses induced
by vaccines. Based on a DNA vaccine encoding the HPV-16 E7
oncoprotein, our results demonstrated that both live and heat-
killed spores increased the activation of antigen-specific CD8*
T cells, as well as the functionality of the induced immune
response, measured by the vaccine-induced therapeutic anti-
tumor effects. Moreover, we showed that B. subtilis spores activate
DCs, recruit pro-inflammatory cells, which is in accordance with
the immunomodulatory effects of spores both for purified proteins
and DNA vaccines. Finally, our results indicated that, regarding to
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Fig. 3. Co-administration of B. subtilis spores and pgDE7h induce enhanced E7-specific CD8" T cell responses and therapeutic anti-tumor immunity. C57BL/6 mice were
immunized with 40 p.g of pgDE7h alone or admixed with 2 x 107 live (DNA +LS) or heat-killed (DNA +KS) spores or 2 x 107 LS or KS alone 3 days after the implantation of
TC-1 cells. (A and B) Frequencies of IFN-y*-producing CD8* T cells of PBMC pools were assessed two weeks after the immunization and after in vitro stimulation with or
without the E7-MHC class I peptide (*RAHYNIVTF>7). (A) Data are represented as dot plots from one representative experiment. Numbers at the upper right corner indicate
the percentage of CD8" IFN-y* cells from total CD8" T cells. (B) Data are presented as the percentage of CD8* [FN-y* cells from total CD8* T cells. The percentages of stimulated
samples were subtracted from unstimulated sample percentages. (C) Percentage of tumor-free mice 60 days after administration of the TC-1 cells. Data are based on the
results obtained on two independent experiments with five mice per group of each experiment (n=10). Statistical significance: (") p<0.01, (") p<0.001 versus PBS group

by ANOVA.

DNA vaccines, the adjuvant effects of spores, including activation
antigen-specific cellular responses and antibody production, are
dose-dependent in the murine host, requiring different amounts of
spores to induced maximal enhancement of the induced responses.

In our work, B. subtilis spores induced the migration of CD11b",
CD11b*Gr1*, F4/80* and F4/80*Ly6CM cells, indicating the attrac-
tion of neutrophils, immature myeloid cells, macrophages and
inflammatory monocytes to the inoculated mice peritoneal cav-
ity. Moreover, B. subtilis spores upregulated expression of CD40
and CD86 co-activation markers in DCs. These results reinforce the
application of spores as vaccine adjuvants, since this category of
molecules increase the adaptive immune responses usually by acti-
vation of cells involved with the innate immune system. This fact is
especially relevant for particulate adjuvants, which require uptake
by APCs for proper enhancement of adaptive immune responses.
For instance, ~1 pm microparticles have been shown to be taken up
by APCs, such as DCs, in vivo, leading to migration to the T-cell area
of the draining lymph nodes and subsequent maturation [27]. In
particular, an efficient DC-mediated endocytosis of B. subtilis spores
has been associated with enhanced priming of T cell responses
[17]. Thus, spores seem to act as delivery system to APCs and pro-
mote direct activation of these cells, particularly for DCs. In fact, DC

exposed to B. subtilis spores induced up-regulation of MHC I, MHC
II and co-stimulatory molecules, such as CD40, CD25 and CD86,
in the absence of exogenous stimulus [28-30]. The mechanisms
related to the spore adjuvant effects have also been attributed
to the DCs TLR-mediated signaling, particularly the TLR2 receptor
[28,30].

The interactions between spores and DCs have been shown to
induce a balanced Th1 and Th2 immune response pattern when
spores are co-administered with purified proteins and viral parti-
cles [17,28,29]. Moreover, the adjuvant effects of B. subtilis spores
have been reported to occur in a dose-dependent manner [17,29].
Using diverse antigens as models, the intensity of T cell prolifer-
ation and IgA and IgG production, increased proportionally to the
concentration of spores co-administered with the antigen [17,29].
In our study, both expressions of co-stimulatory molecules, CD8* T
cell activation and anti-tumor immunity were achieved with an
intermediate spore concentration (2 x 107). On the other hand,
maximal induction of antigen-specific antibody responses was
achieved at a lower spore concentration. Notably, a larger amount
of spores (2 x 108) promoted down-regulation or no enhancement
of CD80 or CD40 and CD86 in DCs and promoted secretion of IL-
10, an immunosuppressive cytokine. Also, administration of the
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Fig. 4. Dose dependent adjuvant effects of B. subtilis spores. C57BL/6 mice were immunized with 40 pg of pgDE7h or mixed with 2 x 10°, 2 x 107 or 2 x 108 live spores (LS)
3 days after inoculation with TC-1 cells. (A) Data represent the percentage of CD8*IFN-y* T cell/total CD8" T cells in PBMC samples collected from individual mice 7, 14,
21 and 28 days after the immunization and incubated in vitro with or without the E7-MHC class I peptide (*°RAHYNIVTF?). Data are based on five animals per group
(n=5). The percentages of stimulated samples were subtracted from unstimulated sample percentages. (B) Data represent the percentage of tumor-free mice 60 days after
transplantation of tumor cells. Data were based on five animals per group of two independent experiments (n=10). (C-E) Induction of anti-gD (C), anti-E7 (D) and anti-spores
(E) serum IgG responses in mice immunized with pgDE7h admixed or not with different amounts of B. subtilis spores. Sera were analyzed individually and collected 14 days

after the single dose. Data are based on five animals per group (n=>5). Statistical significance: (") p<0.05, (") p<0.01, (

DNA vaccine combined to 2 x 108 spores did not increase tumor-
specific cellular and antibody responses, neither enhanced the
vaccine induced anti-tumor immunity, which may correlate with
the in vitro immunosuppressive effects on DCs. Our study suggests,
therefore, that B. subtilis spores enhance both humoral and cellu-
lar (cytotoxic) immune response induced by DNA vaccines but the
adjuvant effects are finely tuned by the amount of co-administered
spores. In conclusion, our study describes a novel immunobiologi-
cal use of B. subtilis spores as particulate adjuvants for DNA vaccines.
In particular, our results raise interesting perspectives regarding
the enhancement of antigen-specific cytotoxic responses induced
by DNA vaccines, thus, representing an alternative tool for anti-
cancer and anti-viral vaccines.
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