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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 lesbes 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 imunoldgicas
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.
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1 INTRODUCAO

1.1 0 VIRUS DO PAPILOMA HUMANO (HPV) E O CANCER CERVICAL

O céncer cervical é considerado um sério problema de saude 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 relacéo da infeccéo 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 propor¢do crescente dos canceres de cabeca e pesco¢o também estdo
relacionados ao virus HPV.

Dentre os mais de 200 gendtipos 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 séo classificados como alto risco (genotipos 16,
18, 33, 45, entre outros) e baixo risco (gendtipos 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 genotipos de
alto risco 16 e 18.

A maioria das infecgdes por HPV é transiente, cerca de 90% delas sdo eliminadas em
até 2 anos sem qualquer intervengdo (MOSCICKI et al., 2004). No entanto, algumas infecc¢des
persistem e podem modificar o epitélio cervical dando origem a CINs ou lesdes intraepiteliais
escamosas (SIL), que na maioria dos casos, sao assintomaticas e sao diagnosticadas pelo exame
de Papanicolau. Se ndo diagnosticadas, as lesdes 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 os
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 0
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 liberagdo do E2F causa perturbacdo do ciclo celular
através de estimulo excessivo para a proliferacdo dos queratindcitos infectados (YUGAWA,
KIYONO, 2009). Acredita-se que estas interacGes, 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 imunologicas 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
infeccOes 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 h4d um aumento no
namero de linfocitos T regulatdrios, células miel6ides 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
transi¢do do epitélio normal e o carcinoma cervical foram encontradas baixas concentracGes de
IFN-y e aumento de IL-10, citocina capaz de inibir a sintese de citocinas pro-inflamatérias,
suprimir apresentacao de antigenos pelas APCs, recrutar MDSCs e bloguear 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 reforca 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 impecam a infeccdo 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 infeccdes pelos virus e prevenir o aumento dos casos
de cancer cervical, em 2014, o Ministério da Saude do Brasil adotou a campanha de vacinagéo
contra 0 HPV com a utilizagdo da vacina bivalente Cervarix. Apesar da alta eficicia na
prevencdo da infecgdo pelo HPV, as vacinas profilaticas ndo beneficiam mulheres ja infectadas
com o virus ou que ja apresentam lesbes precursoras. Portanto, o desenvolvimento de novas
terapias é desejavel e necessario.

As vacinas terapéuticas buscam impedir ou controlar o crescimento de lesGes/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 0s 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
traumaéticos 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 protecdo antitumoral foi relacionada a ativacao 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 incorporacdo 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 linfécitos 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 indugédo 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 linfécitos 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 apresentacéo 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 administracéo do poly(l:C) ou poly ICLC (Hiltonol™ — poly(l:C)
estabilizado com poli-L-lisina e carboximetilcelulose) como adjuvante para diversas
imunoterapias contra o cancer (AMMI et al., 2015), inclusive para o cancer cervical. Domingos-
Pereira et al. (2013) reportaram que a instilacdo intravaginal do poly(l:C) ap6s a imunizacéao
subcutanea com a proteina E7 induziu um aumento no nimero de linfécitos T CD8* E7-
especificos na mucosa genital de camundongos, quando comparada a imunizacdo 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 administracdo de trés doses da
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proteina HspE7 (500 pg) coadministrada ao poly ICLC (1mg) induziu respostas de linfécitos T
E7-especificos em todos os pacientes envolvidos. (NVENTA BIOPHARMACEUTICALS,
2007). O estudo clinico de fase Il 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 internalizagdo 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 ultimo 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 etal., 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 ligagdo no receptor, mas ndo interfere na interagao 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 inibitérios em linfocitos T e B
(LASARO et al., 2008). Por isso, além de intermediar a entrada do HSV, a interagdo 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 CDIS0 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), o 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
CRD1 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 o 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 imunoldgicas 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 sinalizacdo inibitdria, induzida pela ligacdo
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, linfécitos 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 CONSIDERACOES FINAIS

Este trabalho de tese realizou avancos 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
subpopulacBes 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 execucgéo
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 Sao Paulo, também em 2014, ocasidao 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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