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RESUMO 

SILVA, M. O. Direcionamento de antígenos para células dendríticas como 
estratégia imunoterapêutica para o controle de tumores induzidos por HPV. 147 
f. Tese (Doutorado em Microbiologia). Instituto de Ciências Biomédicas, Universidade 
de São Paulo, São Paulo, 2021. 

As doenças causadas por infecções persistentes por HPV, como o câncer cervical, 
representam um grave problema de saúde pública no mundo e correspondem a um 
dos maiores causadores de mortes relacionadas a tumores em mulheres. Neste 
sentido, a busca por novas abordagens terapêuticas para esse tipo de câncer é uma 
prioridade. A geração de vacinas anticâncer bem-sucedidas depende da capacidade 
de induzir respostas imunes contra antígenos tumorais. Neste cenário, o 
direcionamento de antígenos para as células dendríticas (DCs) representa uma 
abordagem promissora, capaz de aumentar a eficiência de imunoterapias 
antitumorais. No presente estudo, utilizamos anticorpos monoclonais (mAbs) capazes 
de direcionar antígenos para uma população específicas de DCs, as DCs CD8α+ 
DEC205+. Para isso, anticorpos monoclonais αDEC205 foram fusionados 
geneticamente à oncoproteína E7 do HPV-16 afim de criar uma vacina capaz de tratar 
tumores associados ao HPV. A eficácia terapêutica dos mAbs αDEC205-E7 foi 
avaliada utilizando o modelo de células TC-1 implantadas em três sítios anatômicos 
distintos (subcutâneo, cavidade oral e intravaginal). O regime de imunização 
compreendeu duas doses do mAb αDEC205-E7 coadministrado com o adjuvante Poly 
(I:C). A formulação vacinal produziu efeitos antitumorais robustos nos modelos de 
implante subcutâneo e ortotópicos, estimulando a regressão rápida do tumor e a 
sobrevivência a longo prazo. Esses resultados foram relacionados à ativação de 
células T CD8+ citotóxicas E7-específicas sistêmicas e em tecidos linfoides. Além 
disso, o tratamento foi capaz de induzir imunidade de longa duração e controlar 
recidivas tumorais. Em virtude dos resultados promissores obtidos em modelo murino, 
um mAb específico para DEC205 humano fusionado à proteína E7 (αDEC205-E7 hu) 
foi também construído e purificado. O mAb αDEC205-E7 hu manteve sua integridade 
preservada e mostrou-se capaz de ligar-se a DCs derivadas de monócitos (moDCs) e 
a monócitos humanos. Em ensaios de ativação de DCs in vitro, os mAbs sozinhos não 
foram capazes de ativar moDCs pelo aumento da expressão das moléculas 
coestimuladoras CD83 e CD86. Os dados obtidos no presente estudo demostram a 
importância do direcionamento de antígenos para DCs e a eficiência terapêutica da 
estratégia proposta. Dessa forma, a utilização do mAb αDEC205-E7 é uma 
abordagem promissora para o desenvolvimento de imunoterapias contra tumores 
induzidos por HPV. 

 
Palavras chaves: HPV, receptor DEC205, Células dendríticas, imunoterapia. 

 

 

 

 

  



 

 
 

ABSTRACT 

SILVA, M.O. Targeting of antigens to dendritic cells as an immunotherapeutic 
strategy to control HPV-induced tumors. 147 f.Thesis (Microbiology). Instituto de 
Ciências Biomédicas, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2021. 

Diseases caused by persistent HPV infections, such as cervical cancer, represent a 
serious public health problem in the world and are one of the biggest causes of tumor-
related deaths in women. In this context, the search for new therapeutic approaches 
for this type of cancer is a priority. The generation of successful anticancer vaccines 
depends on the ability to induce immune responses against tumor antigens. In this 
scenario, antigen targeting to dendritic cells (DCs) represents a promising approach, 
capable of increasing the efficiency of antitumor immunotherapies. In the present 
study, we used monoclonal antibodies (mAbs) capable of targeting antigens to a 
specific population of DCs, the CD8α+ DEC205+ DCs. For this, αDEC205 mAbs were 
genetically fused to the HPV-16 oncoprotein E7 to create a vaccine capable of treating 
HPV-associated tumors. The therapeutic efficacy of αDEC205-E7 mAbs was 
evaluated using the TC-1 cell model implanted in three distinct anatomical sites 
(subcutaneous, oral cavity and intravaginal). The immunization regimen comprised two 
doses of the αDEC205-E7 mAbs coadministered with Poly(I:C), as adjuvant. The 
vaccine formulation produced robust antitumor effects in subcutaneous and orthotopic 
implant models, stimulating rapid tumor regression and long-term survival. These 
outcomes were related to the activation of E7-specific cytotoxic CD8+ T cells in 
systemic and lymphoid tissues. Furthermore, the treatment was able to induce long-
lasting immunity and control tumor recurrences. Due to the promising results obtained 
in a murine model, a mAb specific for human DEC205 fused to E7 protein (αDEC205-
E7 hu) was also constructed and purified. The αDEC205-E7hu mAb maintained its 
integrity preserved and was able to bind monocyte-derived DCs (moDCs) and human 
monocytes. In in vitro DC activation assays, mAbs alone were not able to activate 
moDCs by increasing the expression of the costimulatory molecules CD83 and CD86. 
The data obtained in this study highlighted the importance of targeting antigens to DCs 
and the therapeutic efficiency of the proposed strategy. Thus, the use of mAb 
αDEC205-E7 is a promising approach for the development of immunotherapies against 
HPV-induced tumors. 

 

Key words: HPV, DEC205 receptor, Dendritic cells, immunotherapy. 
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1 INTRODUÇÃO 

1.1 HPV E O CÂNCER 

 

Os papilomavírus humanos (HPVs) são agentes causadores da infecção viral 

mais comum que acomete o trato reprodutivo (WHO, 2020). Pertencentes a família 

Papillomaviridae, os HPVs são vírus epiteliotrópicos, não envelopados e com 

capsídeo de simetria icosaédrica. Seu genoma de DNA dupla fita possui cerca de 

8.000 pares de bases e é composto por genes que codificam as proteínas de 

expressão precoce (E1, E2, E4, E5, E6 e E7), que são expressas nas primeiras etapas 

do ciclo celular, e duas proteínas de expressão tardia (L1 e L2), que codificam 

proteínas estruturais para formação do capsídeo (HEBNER; LAIMINS, 2006; 

DOORBAR et al., 2015). Mais de 220 genótipos de HPV já foram descritos até o 

momento e são categorizados de acordo com o tipo de células epiteliais infectadas e 

pela capacidade de transformação celular (EGAWA et al., 2015; 

PAVE:PAPILLOMAVIRUS EPISTEME, 2021). Aproximadamente 40 tipos de HPV 

pertencentes ao gênero Alphapapillomavirus infectam o epitélio e mucosa do trato 

anogenital e podem ser classificados como de baixo ou alto risco de acordo com sua 

capacidade de induzir câncer (MUÑOZ et al., 2003; BOCCARDO; LEPIQUE; VILLA, 

2010). Os genótipos de baixo risco estão relacionados com o surgimento de lesões 

benignas, enquanto os de alto risco estão relacionados ao desenvolvimento de lesões 

malignas. O dois vírus de baixo risco mais comuns que causam verrugas nas regiões 

anogenitais são o HPV-6 e -11. Por outro lado, os genótipos de HPV-16 e HPV-18 são 

de alto risco e responsáveis por aproximadamente 70% dos casos de câncer de colo 

de útero e de lesões cervicais pré-malignas (WHO, 2020). 

A relação entre o HPV e o câncer cervical foi reportada pela primeira vez no 

início da década de 1970 por Harold Zur Hausen (ZUR HAUSEN; DE VILLIERS; 

GISSMANN, 1981; ZUR HAUSEN, 2009). Hoje, já se sabe que o HPV está associado 

a quase a totalidade dos casos de câncer de colo de útero. Mundialmente, esse tipo 

de câncer representa o quarto tipo de câncer mais frequente e a quarta causa de 

morte por câncer em mulheres, com estimativa de mais de 600 mil novos casos e mais 

de 340 mil mortes relatadas em 2020. Destes, só no Brasil, foram registrados 16.710 

novos casos e 6.596 mortes(GLOBAL CANCER OBSERVATORY, 2021; INCA, 2021). 

Além da relação com câncer de colo de útero, o HPV é também capaz de causar 
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outros tumores anogenitais e de cabeça e pescoço. No mundo, aproximadamente 

88% dos casos de câncer anal e 30% de câncer de orofaringe tem relação com a 

infecção por HPV, atingindo tanto mulheres como homens (BOSCH et al., 2013; DE 

MARTEL et al., 2017). 

A infecção produtiva do HPV se inicia por meio de microabrasões ou 

microlesões no tecido, que permitem a infecção das células basais do epitélio. À 

medida que as células infectadas se diferenciam, o ciclo de vida produtivo é ativado e 

por meio do descamamento das células, partículas virais são eventualmente liberadas 

na superfície do epitélio (WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007). Grande parte das 

infecções causadas por HPV são de caráter transiente, ou seja, são eliminadas em 

até 2 anos sem qualquer intervenção (RODRÍGUEZ et al., 2008). Porém, quando 

infecções causadas por genótipos de alto risco persistem, podem levar ao 

desenvolvimento de lesões pré-malignas, denominadas de lesões intraepiteliais 

cervicais (NIC), classificadas em 3 grupos em função da proporção do epitélio 

acometido: NIC 1, NIC 2 e NIC 3 (Figura 1). Se não forem tratadas, essas lesões 

podem evoluir para lesões de alto grau e atingir todas as camadas do epitélio cervical, 

progredindo para um carcinoma in situ (CIS)(WOODMAN; COLLINS; YOUNG, 2007; 

BOSCH et al., 2008; STEENBERGEN et al., 2014). 

 

 

Figura 1.Ciclo de vida do HPV e desenvolvimento de tumores cervicais. O HPV infecta 
as camadas basais do epitélio através de microlesões no epitélio cervical. Seguido da 
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infecção, ocorre a síntese das proteínas de expressão precoce E1, E2, E4, E5, E6 e E7 e 
replicação do genoma viral a partir do DNA viral. Os genomas virais se mantem na forma 
epissomal e são expressos a medida que essas células infectadas avançam até a superfície. 
Nas camadas superiores ocorre a expressão das proteínas E4, L1 e L2, e o encapsulamento 
dos genomas virais. Posteriormente, as partículas virais são liberadas com o descamamento 
dos queratinócitos da superfície do epitélio. As lesões intraepiteliais de baixo grau 
correlacionam com infecções virais produtivas. As lesões de alto grau representam uma 
infecção abortiva, na qual há a integração do genoma do HPV ao genoma do hospedeiro e 
superexpressão das proteínas E6 e E7. Adaptado de Woodman et al., 2007 (WOODMAN; 
COLLINS; YOUNG, 2007) 

O desenvolvimento de tumores após uma infecção persistente por genótipos 

de alto risco envolve a integração do genoma viral no genoma da célula hospedeira, 

com a expressão constitutiva das oncoproteínas E6 e E7, que leva à imortalização 

das células. A proteína E7 se liga e degrada a proteína do retinoblastoma (pRb) uma 

das principais proteínas supressoras de tumor. Por outro lado, a proteína E6 promove 

a degradação da proteína supressora de tumor (p53) e ativação da expressão e 

atividade da telomerase (SCHEFFNER et al., 1990; MCLAUGHLIN-DRUBIN; 

MÜNGER, 2009; BOCCARDO, 2010; SCHIFFMAN et al., 2016). A expressão de 

ambas as proteínas é essencial para manutenção do estado transformado, porém, 

acredita-se que a instabilidade genômica causada por elas permita que as células 

acumulem aberrações genômicas adicionais necessárias para promover 

transformação celular (BUTZ et al., 2003; TOMMASINO, 2014). 

 

1.2 ESTRATÉGIAS PREVENTIVAS E TRATAMENTOS DE DOENÇAS 

ASSOCIADAS AO HPV 

 

Dado os altos índices de infecção e lesões causadas por HPV, vacinas 

profiláticas foram desenvolvidas para induzir proteção contra a infecção pelos 

genótipos mais comuns de HPV de alto e baixo risco. Atualmente, existem três vacinas 

profiláticas contra HPVs, de alto e baixo risco, comercialmente disponíveis. Todas elas 

são compostas por partículas virais recombinantes não infecciosas denominadas 

vírus-like particles (VLPs), majoritariamente formadas pela proteína L1 que compõe o 

capsídeo viral. A Cervarix®, uma vacina bivalente produzida pela GlaxoSmithKline 

(GSK), protege contra os HPVs 16 e 18. A Gardasil®, uma vacina quadrilavalente, 

produzida pela Merck compreende VLPs dos genótipos de HPV de alto risco (16 e 18) 

e também VLPs dos HPVs 6 e 11, que causam aproximadamente 90% das verrugas 

genitais tanto em homens como em mulheres (GARLAND et al., 2009; SCHILLER; 
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CASTELLSAGUÉ; GARLAND, 2012). Mais recentemente, a Merck licenciou uma 

nova versão da Gardasil (Gardasil 9®) que abrange 9 genótipos de HPV (6, 11, 16, 

18, 31, 33, 45, 52 e 58). Todas as três vacinas previnem a infecção por HPV por meio 

da indução de anticorpos neutralizantes que se ligam ao vírus e bloqueiam sua 

entrada na célula hospedeira (HARPER et al., 2004; VILLA et al., 2005; JOURA et al., 

2015). No ano de 2014, o Ministério da Saúde do Brasil incluiu a Gardasil no Programa 

Nacional de Imunização com o intuito de diminuir o número de casos de câncer 

cervical induzidos pelos HPV-16 e 18 a longo prazo no país. 

Embora as vacinas profiláticas possam eficientemente prevenir infecções 

causadas pelos genótipos de HPV incluídos na vacina, as lesões relacionadas ao HPV 

permanecem um problema de saúde pública em todo o mundo. O custo elevado e a 

dificuldade de acesso a populações de baixa renda têm impedido a distribuição das 

vacinas em larga escala. Apenas 8 % dos países de baixa e média renda introduziram 

programas de vacinação contra o HPV (GARBUGLIA et al., 2020) e para que o número 

de casos de câncer de colo de útero seja impactado, precisariam ser amplamente 

utilizadas por muitos anos para reduzir o número de câncer cervical associado ao HPV 

(LIN et al., 2010). Além disso, as vacinas profiláticas não eliminam infecções já 

estabelecidas e não montam respostas imunes celulares baseadas em células T CD4+ 

e CD8+ que são primoridiais para combater lesões pré-cancerosas ou cancerosas. 

Diante disso, as infecções por HPV e o subsequente desenvolvimento de 

malignidades associadas ao HPV continuarão a ser um problema de saúde pública 

nas próximas décadas.  

As intervenções atualmente disponíveis para as lesões ou tumores causados 

por HPV variam de acordo com o estágio da doença, mas são baseados 

principalmente em cirurgia, quimioterapia e radioterapia ou a combinação desses 

(KOKKA et al., 2015; BOUSSIOS et al., 2016; CHUANG et al., 2016; TSUDA; 

WATARI; USHIJIMA, 2016). Todavia, a alta morbidade, o comprometimento da 

qualidade de vida das pacientes e o alto custo desses tratamentos representam sérios 

problemas. Além disso, os tumores podem tornar-se resistentes à quimioterapia e as 

chances de recidivas são consideráveis. Portanto, o desenvolvimento de vacinas 

antitumorais com ação terapêutica é um passo importante para a diminuição da 

morbidade e mortalidade associada ao câncer cervical (WHANG; FILIPPOVA; 

DUERKSEN-HUGHES, 2015). 
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1.3 VACINAS TERAPÊUTICAS CONTRA CÂNCER INDUZIDO POR HPV  

 

As vacinas terapêuticas surgem com o objetivo de controlar ou impedir o 

crescimento de tumores induzidos por HPV a partir da indução de respostas imunes 

mediadas por células T. Já foi observado que a eliminação espontânea e a progressão 

lenta das lesões por HPV estão associadas a uma forte resposta imune mediada por 

células T auxiliares e células T CD4+ e CD8+ citotóxicas. Dessa forma, as vacinas 

terapêuticas devem privilegiar a indução de uma resposta citotóxica capaz de 

reconhecer e matar especificamente as células transformadas pelo vírus (KANODIA; 

DA SILVA; KAST, 2008). 

Uma característica única das lesões associadas ao HPV é a expressão 

constitutiva das proteínas E6 e E7 em níveis elevados e específicos nas células 

tumorais e não em outras células saudáveis (BAKER; PLOTKIN, 1978). Além disso, 

essa expressão é responsável pela malignização celular e necessária para a 

manutenção do estado transformado (SANTIN et al., 1998; WANG; CHUNG; HUANG, 

2003). Isso torna as proteínas E6 e E7 alvos ideias para vacinas terapêuticas, que são 

projetadas para induzir uma resposta antitumoral específica visando células que 

expressam apenas os antígenos, minimizando o risco de ataque acidental a tecidos 

saudáveis.  

Nos últimos anos, grandes esforços foram feitos na busca de uma vacina 

terapêutica capaz de tratar lesões e câncer induzidos por HPV. A maioria das 

estratégias vacinais desenvolvidas até o momento usaram E6 e E7 ou a combinação 

de ambos como antígenos alvos, dentro de diferentes plataformas vacinais, que 

incluem vacinas baseadas em vetores vivos, vacinas baseadas em DNA, proteína, 

peptídeos e vacinas baseadas em células, como as células CAR T (FAKHR; MODIC; 

CID‐ARREGUI, 2021). Muitas das vacinas terapêuticas em desenvolvimento 

buscaram aumentar a imunogenicidade dos antígenos por meio de fusão com outras 

proteínas ou associação a adjuvantes (LI et al., 2017; PORCHIA et al., 2017). Como 

exemplo, temos a vacina terapêutica desenvolvida pelo Laboratório de 

Desenvolvimento de vacinas (ICB/USP) que é baseada em uma proteína híbrida 

resultante da fusão genética da glicoproteína D (gD) do Herpes simplex virus-1 (HSV-

1) com a oncoproteína E7 do HPV-16. Essa vacina foi desenvolvida tanto na 
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plataforma de DNA (pgDE7h) como na de proteína recombinante (gDE7). Ambas as 

plataformas vacinais foram capazes de ativar células T CD8+ E7-específicas e gerar 

efeito antitumoral terapêutico em camundongos transplantados com células TC-1 

(DINIZ et al., 2016; PORCHIA et al., 2017). Nessa estratégia vacinal, a proteína gD 

atua como adjuvante graças à capacidade de interação com receptor HVEM (do inglês 

Herpes Vírus Entry Mediator) que promove ativação de células do sistema 

imunológico de modo direto pela indução da produção de NF-kB e bloqueia sinais co-

inibitórios mediados pelos receptores BTLA e CD160 (SCIORTINO et al., 2008; 

STEINBERG; CHEUNG; WARE, 2011). Atualmente, a vacina na versão de proteína 

recombinante se encontra na busca de uma prova de conceito clínica em pacientes 

diagnosticadas com neoplasias de alto grau (NIC2/3) no colo do útero por meio do uso 

de DCs autólogas estimuladas com a proteína. 

Vários ensaios clínicos de vacinas terapêuticas contra tumores induzidos por 

HPV já foram ou estão sendo realizados. A tabela 1 apresenta os principais tipos de 

vacinais terapêuticas baseadas em diferentes plataformas que estão atualmente em 

andamento ou que já foram finalizados. Em testes mais avançados se encontra uma 

vacina baseada em DNA, a VGX-3100, e uma vacina baseada em vetor bacteriano, a 

ADXS11-001. A vacina VGX3100 codifica regiões consenso das proteínas E6 e E7 

dos HPV-16 e 18 e é associada à eletroporação in vivo como método de administração 

(TRIMBLE et al., 2015). Em ensaios clínicos, a vacina de DNA se mostrou capaz de 

realizar o clearance viral dos HPVs 16 e 18 e induzir regressão histológica (BHUYAN 

et al., 2021). ADXS11-001 é baseada na Listeria monocytogenes (LM) listeriolisina O 

(LLO) viva e atenuada geneticamente manipulada para secretar uma proteína de 

fusão antígeno-adjuvante que consiste em um fragmento truncado e não hemolítico 

de LLO fundido com a proteína E7 do HPV-16 (tLLO-HPV-16 E7). A monoterapia 

ADXS11-001 ou associação com cisplatina mostrou resultados promissores em 

termos de segurança e aumentada sobrevivência, demonstrando potencial de 

benefício clínico a longo prazo (BASU et al., 2018) 

Os ensaios clínicos têm mostrado progresso no desenvolvimento de uma 

vacina contra tumores induzidos por HPV. As vacinas VGX-3100 e a ADXS11-001, 

ambas em ensaios clínicos de fase III, mostram que há promessa de uma vacina em 

um futuro próximo. 
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Tabela 1- Principais exemplos de vacinas terapêuticas em ensaio clínico 

Agente Tipo HPV 

alvo 

Fase clínica Referência 

ADXS11-001 /placebo Vetor bacteriano HPV16 
E7 

III NCT02853604 

ADXS 11-001 Vetor bacteriano HPV16 
E7 

II NCT02002182 

TA-HPV /pNGVL4a-
Sig/E7 (detox)/HSP70 

/imiquimod 

Vetor viral /Vacina de DNA 
/modificador de resposta 

imune 

HPV16/ 
18 

E6/E7 

I NCT00788164 

PRGN-2009 /M7824 Vetor viral /anticorpo 
biespecífico TGF-b and 

PD-L1 

HPV16 

E6/E7 

I/II NCT04432597 

DPX-E7 Vacina peptídica HPV16- 
E7(11-19) 

I/II NCT02865135 

ISA 101 /Nivolumab Peptide vaccine/anti-PD-1 HPV-16 

E6/E7 

II NCT02426892 

PepCan Vacina peptídica HPV-16 

E6 

II NCT02481414 

Hespecta Vacina peptídica HPV16 
E6 

I NCT02821494 

HPV16 E7 peptídeo, 
sintético 

HPV16 E6 peptídeo 

Vacina peptídica HPV16 

E6/E7 

I NCT00019110 

TA-CIN Vacina peptídica HPV16 

L2/ E6/ 

E7 

I NCT02405221 

TVGV-1 Vacina de proteína HPV16 
E7 

II NCT02576561 

GX-118E Vacina de DNA HPV16/18 

E6/E7 

II NCT02139267 

VGX-3100 /placebo Vacina de DNA HPV16/18 

E6/E7 

III NCT03185013 

VB10.16 Vacina de DNA HPV16 
E6 

I/II NCT02529930 

pnGVL4a-CRT/E7 
(Detox) 

Vacina de DNA HPV16 
E7 

I NCT00988559 

Células T TCR Células T TCR-E7 
específicas 

HPV16 
E7 

 

II NCT03937791 

BVAC-C Células (monócitos/células 
B) 

E6/E7  
HPV 16 

E 18 

I/II NCT02866006 

Adaptada de Fakhr et al., 2021. 
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1.4 CÉLULAS DENDRÍTICAS 

 

Descobertas na década de 70 pelos pesquisadores Cohn e Steinman, as 

Células Dendríticas (DCs, do inglês Dendritic cells) são as principais células 

apresentadoras de antígenos do sistema imune (APCs, do inglês antigen presenting 

cells). Elas são capazes de iniciar e regular a resposta imune adaptativa 

(PULENDRAN; PALUCKA; BANCHEREAU, 2001; STEINMAN, 2008), exercendo um 

papel central na estimulação de linfócitos T e na indução de respostas imunes 

tolerogênicas (PROBST; MUTH; SCHILD, 2014a). As DCs são células migratórias que 

se diferenciam através de precursores da medula óssea e migram para diferentes 

tecidos, podendo ser encontradas principalmente em pele, mucosas e orgãos linfoides 

(STEINMAN, 2008). Sua principal função é capturar antígenos na periferia, processar 

e apresentá-los para linfócitos T nos órgãos linfoides via complexos de 

histocompatibilidade MHC de classe I e de classe II. Além disso, elas são capazes de 

secretar uma ampla variedade de citocinas e fatores de crescimento que são 

responsáveis por atrair e interagir com outras células do sistema imune 

(EISENBARTH, 2019). 

Em seu estado imaturo, as DCs residem principalmente em tecidos linfoides e 

periféricos onde reconhecem e capturam antígenos. Após o reconhecimento de 

padrões moleculares associados ao patógeno (PAMPs, do inglês, Pathogen 

associated Molecular Patterns) ou a danos (DAMPs, do inglês Damage associated 

Molecular Patterns) pelo receptores PRRs (do inglês Pattern Recognition Receptors), 

as DCs são ativadas e se tornam altamente móveis, sendo capazes de migrar para os 

órgãos linfoides secundários onde fazem a apresentação de antígenos para os 

linfócitos T (TAKEDA; KAISHO; AKIRA, 2003). A maturação das DCs leva ao aumento 

da expressão do complexo MHCII e de moléculas coestimuladoras, como CD40, 

CD80 (B7-1) e CD86 (B7-2), bem como à produção de citocinas importantes na 

ativação de linfócitos. Porém, a resposta imune induzida pelas DCs depende do 

ambiente em que o antígeno é capturado. Na falta de sinais inflamatórios, as DCs são 

tolerogênicas (PROBST; MUTH; SCHILD, 2014b). 
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1.5 SUBTIPOS DE CÉLULAS DENDRÍTICAS 

 

As DCs não são uma população homogênea, mas uma rede complexa de 

subpopulações que se diferem de acordo com sua ontogenia e funções (MILDNER; 

JUNG, 2014). Elas podem ser classificadas em DCs plasmocitoides (pDCs) ou DCs 

convencionais/clássicas (cDCs). As pDCS são responsáveis pela produção de 

interferon tipo I, respondendo rápida e eficientemente a infecções virais (COLONNA; 

TRINCHIERI; LIU, 2004). Já as cDCs são caracterizadas por expressarem as 

moléculas CD11c e MHC II e são subdividas em cDC1 e cDC2, que se diferenciam 

pela expressão dos fatores de transcrição IRF8/Batf3 e IRF4/Notch2, respectivamente 

(GUILLIAMS et al., 2016)  

No baço de camundongos, as cDC1 são originalmente identificadas pela 

expressão da molécula CD8α+ (em órgãos linfoides) ou CD103+ (órgãos não linfoides) 

(STEINMAN, 2003; EDELSON et al., 2010). As cDCs CD8α+ estão localizadas na 

zona de células T de órgãos linfoides como baço e linfonodos. Elas são capazes de 

apresentar antígenos exógenos e especializadas na apresentação cruzada de 

antígenos endógenos. As cDCs CD8α+ são importantes na proteção contra patógenos 

intracelulares e altamente eficientes na apresentação cruzada de antígenos exógenos 

via MHC II (SHORTMAN; HEATH, 2010). As cDC1 são conhecidas por produzirem 

mais IL-12 que as cDC2 e são as únicas a expressarem o receptor TLR3 (do inglês 

Toll-like receptor 3).  

As cDC2 são comumente diferenciadas das cDC1 pela expressão das 

moléculas CD11b e CD172 e por não expressarem a molécula CD8α em 

camundongo. As cDC2s são capazes de induzir células T foliculares auxiliares que 

estimulam a formação dos centros germinativos (GC), a diferenciação das células 

plasmáticas e a produção de anticorpos (CHAPPELL et al., 2012). As cDC2 

apresentam apenas antígenos exógenos e se localizam na zona marginal dos órgãos 

linfoides (DUDZIAK et al., 2007). 

Em humanos, as cDC1 são definidas pela expressão de CD141+(BDCA-3+) 

XCR1+BTLAhi e as cDC2s definidas como CD1c+CD172a+CD11b+. As DCs 

plasmocitoides expressam BDCA-2+ CD303+ CD123+ (COLONNA; TRINCHIERI; LIU, 

2004; SHI et al., 2008; JONGBLOED et al., 2010; HANIFFA et al., 2012)  

 



INTRODUÇÃO 

35 

 

1.6 O PAPEL DAS DCs NA IMUNOTERAPIA DO CÂNCER  

 

A potente habilidade em iniciar e regular a resposta imune adaptativa tem feito 

das DCs uma importante ferramenta para o desenvolvimento de imunoterapias 

antitumorais. Diferentes imunoterapias têm como alvo essa população e incluem 

desde a administração de antígenos e adjuvantes como imunomoduladores que 

mobilizam e ativam DCs endógenas, bem como a geração de vacinas de células 

baseadas em DCs. Essa última estratégia propõe a reativação do sistema imune e faz 

uso das próprias DCs dos pacientes para gerar vacinas terapêuticas. Nesse caso, as 

DCs autólogas do paciente são colhidas e maturadas ex vivo por diferentes métodos, 

incluindo antígenos associados ao tumor, lisado tumoral e eletroporação com mRNA 

que codifica antígenos tumorais (PULENDRAN; PALUCKA; BANCHEREAU, 2001; 

SVANE et al., 2003; PALUCKA et al., 2007). Depois disso, as DCs são injetadas de 

volta nos pacientes afim de estimular respostas imunológicas antitumorais. Uma vez 

que são encontradas pequenas quantidades de DCs na circulação sanguínea, células 

denríticas derivadas de monócitos (moDCs) são frequentemente utilizadas. As moDCs 

são geradas in vitro a partir de monócitos purificados do sangue periférico e cultivados 

com o fator estimulador de colônia de granulócitos-macrófagos (GM-CSF) e 

interleucina (IL)-4 (SALLUSTO; LANZAVECCHIA, 1994). Embora vários ensaios 

clínicos tenham demostrado que vacinação com DCs é segura e capaz de induzir 

respostas de células T duráveis em diferentes tipos de tumores, esta estratégia 

enfrenta vários desafios (BOL et al., 2016; FU et al., 2020). O processo de preparo 

das DCs in vitro é complexo e dispendioso. Além disso, precisa ser individualmente 

preparado, o que limita sua aplicação clínica em larga escala (TACKEN; FIGDOR, 

2011) 

Uma abordagem mais simples e promissora que supera as deficiências das 

vacinas baseadas em DCs é representada pelo direcionamento de antígenos para 

receptores de superfície das DCs (KELER et al., 2007). Nessa estratégia, os 

antígenos são complexados quimicamente ou fusionados geneticamente a anticorpos 

monoclonais (mAbs) ligantes de receptores endocíticos expressos pelas DCs. Esses 

anticorpos são internalizados, processados e degradados nas vias endocíticas como 

peptídeos antigênicos e então carregados em moléculas de MHCI e/ou MHCII 

(BONIFAZ et al., 2002). Estudos pioneiros realizados por Steinman e colaboradores 



INTRODUÇÃO 

36 

 

mostraram que respostas imunes específicas poderiam ser induzidas utilizando mAbs 

direcionadores para DCs fusionados a diferentes antígenos (BONIFAZ et al., 2002; 

IDOYAGA et al., 2008). Na superfície das DCs existem diversos receptores capazes 

de mediar a captação de antígenos que incluem: o receptor de manose, DC-SIGN, 

DEC205, Langerina, Clec9, receptores Fc e receptores Toll-like 

(APOSTOLOPOULOS et al., 2013) Em particular, o papel do DEC205 no 

direcionamento de antígenos tumorais para DCs atraiu um interesse significativo no 

campo da imunologia tumoral uma vez que o DEC205 é expresso em níveis 

relativamente altos em DCs mieloides (KATO et al., 2006). 

 

1.7 DIRECIONAMENTO DE ANTÍGENOS PARA DCs POR MEIO DO RECEPTOR 

DEC205 

 

O primeiro mAb recombinante que foi projetado para entregar especificamente 

um antígeno para as DCs teve como o alvo o receptor DEC205 (HAWIGER et al., 

2001a). O receptor DEC205, também conhecido como CD205, é uma proteína 

transmembrana de 205 kDa, que possui um domínio rico em cisteínas, um domínio de 

fibronectina tipo II e 10 domínios de lectina do tipo C (JIANG et al., 1995; FIGDOR; 

VAN KOOYK; ADEMA, 2002). Também conhecido como um receptor endocítico de 

processamento e captura de antígenos, o DEC205 pertence à família dos receptores 

de lectina do tipo C (CRLs, do inglês C-Type Lectin Receptors) e é homólogo ao 

receptor de manose de macrófagos (JIANG et al., 1995). Embora seu ligante natural 

não esteja bem elucidado, alguns estudos sugerem células mortas, componentes 

bacterianos e CPG como seus ligantes (FIGDOR; VAN KOOYK; ADEMA, 2002; 

SHRIMPTON et al., 2009; LAHOUD et al., 2012). 

Em camundongos, o DEC205 é exclusivamente expresso em células epiteliais 

tímicas e DCs, mais especificamente na subpopulação CD8α+DEC205+, que é 

especializada em realizar apresentação cruzada de antígenos Em humanos, o 

DEC205 é mais amplamente expresso, sendo encontrado em células circulantes 

como linfócitos T e B, células NK, macrófagos e monócitos, porém a maior expressão 

é observada em DCs (BUTLER et al., 2006; KATO et al., 2006). 

O receptor DEC205 realiza endocitose pela via dos endossomos tardios, o que 

favorece mais ainda a apresentação cruzada de antígenos. Ele é internalizado e 
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reciclado pelos endossomos tardios ou lisossomos ricos em moléculas de MHCII, em 

vez de endossomos precoces. Esse tráfego intracelular faz com que os antígenos 

sejam endocitados e processados resultando em uma estimulação de células T até 

500 vezes melhor do que antígenos absorvidos por pinocitose ou por outros 

receptores (MAHNKE et al., 2000). Antígenos direcionados para o receptor DEC205 

podem ser apresentados tanto no contexto de MHCI como de MHCII, levando a uma 

eficiente apresentação cruzada para células T CD8+ e à ativação de células T CD4+ 

(Figura 2).  

Os primeiros trabalhos que demonstraram que era possível utilizar o anticorpo 

monoclonal (mAb) anti-DEC205 acoplado a um antígeno como estratégia para 

direcionar antígenos especificamente para DCs se iniciaram há duas décadas por 

pesquisadores da Universidade de Rockefeller (EUA). Nestes estudos, Hawiger e 

colaboradores complexaram o mAb anti-DEC205 à lisozima de ovo (HEL) de galinha 

e Bonifaz e colaboradores conjugaram o mAb à proteína ovalbumina. A administração 

desses mAbs quiméricos (anti-DEC205-HEL e anti-DEC205-OVA e) foi capaz de 

direcionar os antígenos à subpopulação de DCs DEC205+ in vivo e induzir uma 

resposta específica de células T. Contudo, na ausência de um adjuvante ou 

inflamação, esse tipo de direcionamento de antígenos resultou na indução de 

tolerância periférica (HAWIGER et al., 2001a; BONIFAZ et al., 2002). 

Depois disso, mAbs recombinantes anti-DEC205 fusionados a diferentes  

antígenos tem sido desenvolvidos como abordagem vacinal promissora para indução 

de respostas imunológicas contra diferentes doenças infecciosas (IDOYAGA et al., 

2011; HENRIQUES et al., 2013; SILVA-SÁNCHEZ et al., 2015), bem como, para 

indução de tolerância, conforme desejado em diferentes doenças autoimunes (STERN 

et al., 2010; MAHNKE; RING; ENK, 2016). Essa estratégia permitiu direcionar 

diferentes antígenos ao subtipo de cDCs CD8+ in vivo e mostrou-se capaz de induzir 

células T CD4+ e CD8+ produtoras de IFN-γ e potentes respostas mediadas por 

anticorpos (HAWIGER et al., 2001b; BONIFAZ et al., 2002; BOSCARDIN et al., 2006; 

BOZZACCO et al., 2007; HENRIQUES et al., 2013). 

No contexto de câncer, o direcionamento de antígenos tem sido aplicado em 

diferentes modelos tumorais, particularmente para melanoma e câncer de mama 

(JOHNSON et al., 2008; WANG et al., 2012; NEUBERT et al., 2014). Mahnke e 

colaboradores (2005) demonstraram que a imunização com o mAb anti-DEC205 
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conjugado à TRP-2 (proteína 2 relacionada a tirosinase) curou 70% dos camundongos 

com tumores pré-existentes e induziu células T CD4+ e CD8+ TRP2-específicas. O 

antígeno HER2/neu associado a tumores de mama também foi fundido a um 

fragmento variável de cadeia simples (scFv) direcionado ao receptor DEC205. A 

administração da proteína de fusão promoveu respostas celular e humoral mais 

elevadas e induziu maior efeito antitumoral em comparação ao antígeno não 

fusionado (WANG et al., 2012). Resultados promissores também já foram obtidos com 

o mAb anti-DEC205 humano. In vitro, o mAb anti-DEC205 humano foi utilizado como 

direcionador da proteína gag p24 do HIV para moDCs humanas e resultou na 

apresentação de diferentes peptídeos restritos ao MHCI (BOZZACCO et al., 2007). 

Além disso, o direcionamento do antígeno EBNA1 do vírus Epstein-Barr ao DEC205 

humano desencadeou uma resposta imunológica baseada em células T secretoras de 

IFN-γ específicas para EBNA1 e produção de anticorpos anti-EBNA1 em 

camundongos humanizados (GURER et al., 2018). 

A ampla utilização do direcionamento para o receptor DEC205 em modelo 

murino tem encorajado a sua aplicação na clínica. Atualmente, a empresa Celdex 

Therapeutics avalia a eficácia de uma vacina que direciona antígenos para DCs em 

ensaios clínicos de Fase I/II para o tratamento de vários tipos de câncer, como 

melanoma, câncer de pulmão, câncer de ovário, entre outros (NCT02129075; 

NCT02413827; NCT03206047). A vacina denominada CDX 1401 é um mAb anti-

DEC205 totalmente humanizado conjugado ao antígeno tumoral NY-ESO-1. Os 

protocolos de vacinação são baseados na combinação com inibidores de checkpoint 

imunológico e adjuvantes como poly-ICLC e resiquimode. O tratamento em 

combinação com diferentes adjuvantes foi capaz de induzir imunidade humoral e 

celular em pacientes portadores de tumores que expressavam o antígeno NY-ESO-1 

(DHODAPKAR et al., 2014). O mAb anti-DEC205-NY-ESO-1 é o primeiro mAb anti-

DEC205 humano que se encontra em ensaios clínicos como uma vacina terapêutica 

para o tratamento de tumores  
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Figura 2- Direcionamento de antígeno para célula dendrítica por meio de anticorpos 
monoclonais anti-DEC205. 

 

Uma das grandes vantagens de se utilizar mAbs na vacinação é o 

direcionamento do antígeno para células envolvidas na montagem da resposta imune 

adaptativa. Além disso, esta abordagem permite a customização da vacina por meio 

da utilização como alvo de receptores específicos expressos por subconjuntos de DCs 

especializadas (MACRI et al., 2016). Buscando explorar essa abordagem, em relação 

a um antígeno tumoral, o presente estudo foi voltado para a utilização de um mAb 

anti-DEC205 fusionado à proteína E7 do HPV-16. 
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2 OBJETIVOS  

 

O presente estudo tem como objetivo central a construção de mAbs αDEC205 

murino e humano fusionados à proteína E7 do HPV-16 para o controle de tumores 

induzidos pelo HPV-16. De forma mais específica, as metas do trabalho foram:  

 

• Construir, produzir e caracterizar a atividade biológica dos anticorpos 

αDEC205-E7 murino e humano;  

• Determinar o potencial terapêutico dos mAbs murino frente aos modelos de 

tumores de mucosa (intravaginal e cavidade oral) e subcutâneo;  

• Analisar a capacidade do mAb murino em ativar respostas de células T E7-

específicas; 

• Avaliar o efeito do mAb αDEC205-E7 humano sobre o fenótipo de células 

moDCs humanas e sua capacidade de estimular moDCs in vitro.  
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3 MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 CONSTRUÇÃO, PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DO mAb αDEC205-E7 

MURINO E SEU RESPECTIVO CONTROLE 

3.1.1 Clonagem da proteína E7 fusionada à sequência que codifica a cadeia 

pesada dos mAbs αDEC205 e isotipo controle de camundongo 

 

A sequência codificadora da proteína E7 foi amplificada por PCR tendo como 

molde o plasmídeo pRE4E7 (LASARO et al., 2005) e utilizando os iniciadores E7 

senso: 5’-GCTCGAGGAGTTCGGTAGGTTCATGCACGGCACACCTA’ e E7 anti-

senso: 5’-GGCGGCCGCTTAGGGGCTTCTGGCTACAAATTG’. Posteriormente, o 

produto da amplificação foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 0,8% no 

qual a banda, de aproximadamente 300 pares de bases, foi excisada e purificada 

utilizando o kit IlustraTM GFXTM PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare), 

conforme instruções do fabricante. O gene da E7 foi clonado em fusão com a 

sequência carboxi-terminal da cadeia pesada do mAb αDEC205 e do Isotipo controle 

de camundongo (cedidos gentilmente pelo Dr. Michel C. Nussenzweig, Universidade 

Rockefeller, EUA). Para a reação de ligação foi utilizada a razão molar de 3:1 

inserto/vetor. Os produtos de ligação foram transformados em linhagens de 

Escherichia coli DH5α e plaqueadas em meio LB sólido contendo 100μg/mL de 

ampicilina para a obtenção de colônias isoladas. O rastreamento dos plasmídeos 

recombinantes foi feito pela reação em cadeia da polimerase (PCR) para amplificação 

do gene E7. Em seguida, dois clones positivos no PCR de cada construção foram 

escolhidos para extração de DNA pelo método de lise alcalina e submetidos ao 

tratamento com as endonucleases de restrição NotI e XhoI (Thermo Fisher Scientific). 

A confirmação final da subclonagem foi realizada por sequenciamento. 

 

3.1.2 Expressão e purificação dos mAbs quiméricos murinos 

 

O plasmídeo que codifica a cadeia pesada do αDEC205 de camundongo 

fusionado à proteína E7 (pDEC205-E7) e o plasmídeo codificador da cadeia leve 

(pDEC205 kappa) foram propagados em linhagem E. coli DH5α. O DNA plasmidial foi 

purificado em grande escala com as colunas QIAGEN Mega Prep (Qiagen), de acordo 

com as instruções do fabricante. 
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Para expressão dos mAbs, inicialmente foi realizado o cultivo de células 

embrionárias de rim humano (HEK) 293T (ATCC NºCRL -11268) em meio DMEM high 

glucose® (Gibco), acrescido de 2mM de L-glutamina, 10U/L estreptomicina/penicilina, 

1mM de piruvato de sódio e 5% de soro fetal bovino com baixa concentração de IgG 

(Gibco). Após as células atingirem uma confluência de 70%, o meio da cultura foi 

trocado por DMEM com 2mM de L-glutamina, 10 U/L de estreptomicina/penicilina, 

1mM de piruvato de sódio e 2% de soro fetal bovino com baixa concentração de IgG 

(Gibco). Dez microgramas de cada plasmídeo foram adicionados para o volume final 

de 1 mL em solução de NaCl (150mM) contendo 4,5 μg de polietilenimina (PEI) por 

μg de DNA. Essas misturas foram homogeneizadas (10 seg), incubadas por 5 min 

(T.A) e distribuídas sobre as placas uniformemente. A cultura de células transfectadas 

foi mantida na estufa a 37 °C com 5% de CO2 durante 7 dias. Após 7 dias de 

incubação, o sobrenadante das culturas foi coletado, filtrado e precipitado com 60% 

de sulfato de amônio (Sigma) a 4 °C por cerca de 16-18 horas. O precipitado foi 

adquirido por centrifugação, redissolvido em tampão fosfato-salina (PBS- phosphate 

buffered saline) 1x gelado e dialisado duas vezes por um período de 3 h cada. A 

purificação dos mAbs quiméricos foi feita com esferas de proteína G (GE Healthcare), 

de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante. Os mAbs foram então eluídos das 

esferas em 100 mM de glicina (pH= 3,0) e o pH neutralizado com tampão Tris (1M, pH 

8,0) (Figura 3). Em seguida, os mAbs foram dialisados em PBS 1x. Após a 

quantificação pelo método do ácido bicinconínico (BCA) (MALLIA et al., 1985), os 

mAbs foram então aliquotados e estocados a -20 °C até o uso. 
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Figura 3- Esquema de produção de anticorpos quiméricos. 

 

3.1.3 Análise da integridade dos mAbs quiméricos murinos fusionados à E7 

 

A integridade dos mAbs produzidos foi avaliada em gel de SDS-PAGE 12,5% 

em condições redutoras (aquecimento a 96 °C por 10 min na presença de DTT), 

seguido de coloração com Coomassie Blue. Avaliamos também a integridade da 

proteína E7 fusionada aos mAbs por meio de ensaio de Western Blot. Para isso, as 

amostras proteicas (αDEC205 vazio como controle negativo, αDEC205-E7 e E7) 

foram submetidas à eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) e 

transferidas para membrana de nitrocelulose (GE Healthcare Life Sciences). O 

bloqueio da membrana foi realizado em solução de PBS-Tween 0,05% com 3% de 

leite por 2 h, a temperatura ambiente. A marcação primária foi realizada por incubação 

(1h) com o soro obtidos de camundongos imunizados com a proteína E7 e o adjuvante 

Poly (I:C). Esses anticorpos reconhecem especificamente a proteína E7, na diluição 

de 1:250, diluídos em tampão de bloqueio. Anticorpos anti-IgG de camundongos 

conjugados com a enzima peroxidase (Sigma) (diluição 1:10.000) foram usados como 

anticorpos secundários. As bandas reativas foram identificadas pela exposição das 

membranas à solução de luminol-peróxido de hidrogênio, de acordo com as 
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indicações do fabricante (Sigma). Como controles positivos e negativos dos ensaios 

foram utilizadas, respectivamente, 0,2 μg da proteína E7 e 2 μg do mAb αDEC205-

vazio. 

 

3.1.4 Ensaio de ligação ao receptor DEC205 

 

A capacidade dos mAbs αDEC205-E7 reconhecerem e se ligarem ao receptor 

DEC205 foi determinada em testes de ligação a células de ovário de hamster chinês 

(CHO) transgênicas que expressam os receptores DEC205 murino ou humano 

(gentilmente cedidas pelo Dr. Michel Nussenzweig, Universidade Rockefeller, EUA). 

Para esse ensaio, 105 células foram incubadas com 10, 1 e 0,1 μg/mL dos mAbs, 

αDEC205-E7 ou αDEC205 por 30 min no gelo. Em seguida, as células foram lavadas 

3 vezes com tampão FACS (PBS +2% Soro Fetal Bovino (SFB) (540 xg por 5 minutos) 

e adicionou-se o anticorpo secundário anti-IgG de camundongo marcado com 

AlexaFluor 488 na diluição de 1:4000 (Life Technologies). Após incubação por 20 min 

no gelo e no escuro, as células foram lavadas novamente por 3 vezes nas mesmas 

condições descritas anteriormente. As amostras foram lidas em citômetro de fluxo 

LSRFortessaTM (BD Bioscience) e analisadas com o software FlowJo. 

 

3.1.5 Ensaio de ligação a DCs provenientes do baço de camundongos 

 

Além disso, avaliamos a capacidade dos mAbs se ligarem a DCs provenientes 

do baço de camundongos naive. Para isso, camundongos C57BL/6 naive foram 

eutanasiados e tiveram os baços retirados. As células foram obtidas após maceração 

do órgão e tratamento com tampão hemolítico ACK (NH4Cl 0,15 M; KHCO3 1mM; 

Na2EDTA 0,1mM). Inicialmente foram plaqueados 106 esplenócitos por poço, em 

placas de 96 poços. Os receptores Fcγ foram bloqueados com anticorpos anti-

CD16/CD32 (FcBlock – BD Biosciences) durante 15 min em gelo, e posteriormente, 

os mAbs foram incubados na concentração de 1 µg/mL. Após 30 min de incubação, 

as células foram lavadas com tampão FACS (PBS 1x + 2% SFB) e incubadas com o 

anticorpo secundário anti-mouse IgG marcado com Alexa Fluor 488 (Life 

Technologies). Após incubação por 20 min no gelo e no escuro, as células foram 

lavadas novamente por 3 vezes. Posteriormente, as células foram marcadas com os 
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anticorpos anti-CD19, anti-MHCII, anti-CD3, anti-CD49b, anti-CD11c e anti-CD8a 

(Tabela 2). Após 30 min de incubação, as células foram novamente lavadas com 

tampão de FACS e as amostras foram lidas em citômetro de fluxo LSRFortessaTM (BD 

Bioscience) e analisadas com o software FlowJo (Tree Star). 

 

Tabela 2. Painel de anticorpos de citometria utilizado para imunofenotipagem e ensaio 

de ligação a cDC1 do baço de camundongos. 

Anticorpo 

monoclonal 

 

Clone/Referencia 

 

Fluorocromo 

 

Fabricante 

αCD19 HIB19 Biotina BD Biosciences 

αCD3 145-2C11 Biotina BD Biosciences 

αMHCII M5/144.15.2 BV421 BD Biosciences 

αCD49b DX5 Biotina BD Biosciences 

αCD11c H13 PE BD Biosciences 

αCD8 53-6.8 APC Biolegend 

Estreptavidina 551419 PerCp-Cy5.5 BD Biosciences 

αIgG mouse A11001 Alexa 488  Life Technologies 

 

3.2 DETERMINAÇÃO DO POTENCIAL TERAPÊUTICO DO mAb MURINO 

FRENTE AOS MODELOS DE TUMOR SUBCUTÂNEO E DE MUCOSA 

  

3.2.1 Animais 

 

Foram utilizados camundongos da linhagem C57BL/6 fêmeas com idade entre 

6 a 8 semanas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da 

Universidade de São Paulo-FMUSP. Todos os experimentos utilizando animais de 

experimentação foram realizados no Biotério do Departamento de Microbiologia, 

seguindo as normas e recomendações do Comitê de Ética do Instituto de Ciências 

Biomédicas, da Universidade de São Paulo (CEUA-ICB/USP), sob o protocolo de 

número 80/2016. 

 

3.2.2 Cultivo e preparo de linhagens celulares tumorais 



MATERIAL E MÉTODOS 

48 

 

A linhagem celular TC-1 é derivada de células primárias do epitélio pulmonar 

de camundongos C57BL/6 transformadas com V-Has-ras e os genes de E6 e E7 do 

HPV-16 (LIN, et al, 1996). A partir dessa, a linhagem TC-1 luc foi gerada por 

transfecção utilizando um retrovírus contendo o gene da luciferase, conforme descrito 

previamente por Kim e colaboradores (KIM; HUNG; WU, 2007). Ambas foram 

gentilmente cedidas pelo Dr. T.C. Wu (Universidade Johns Hopkins, EUA). As células 

TC-1 foram cultivadas em meio RPMI suplementado com 10% de SFB, na presença 

de G418 (Geneticina, 400μg/mL) e mantidas a 37°C e 5% de CO2. Para os 

experimentos de inoculação tumoral, as células foram retiradas das garrafas com a 

ajuda de Tripsina EDTA (Vitrocel), lavadas duas vezes com PBS 1x e suspensas em 

meio sem soro. Em seguida, as células foram contadas em câmara de Neubauer e 

avaliadas quanto a viabilidade celular pelo método de exclusão pela coloração com 

Trypan Blue (Thermo Fisher Scientific) para identificação de células viáveis. Para a 

inoculação, foram consideradas apropriadas para uso apenas as culturas que 

apresentaram uma viabilidade celular igual ou maior que 90% pelo método de 

coloração acima descrito. 

 

3.2.3 Implantação de tumores  

 

Para avaliação da eficácia dos mAbs frente ao modelo de tumor subcutâneo 

HPV-16+ foram utilizadas 2,5x105 ou 105 células TC-1/animal ressuspensas em 100μL 

de meio sem soro, inoculadas pela via subcutânea (s.c) na região dorsolateral direta 

do animal. O acompanhamento da evolução dos tumores foi feito duas vezes a cada 

semana com auxílio de um paquímetro e a sobrevivência foi avaliada por um período 

mínimo de 60 dias. Os animais foram eutanasiados quando apresentavam tumores 

iguais ou maiores que 200 mm2. 

Além disso, avaliamos o potencial terapêutico dos mAbs em dois modelos de 

tumores de mucosa: tumor intravaginal (localizado na mucosa vaginal) e o tumor na 

cavidade oral (localizado na língua). Para o modelo de tumor intravaginal, os animais 

receberam 3 mg/100 μL de DepoProvera (acetato de medroxiprogesterona, 150 

mg/mL) pela via s.c, quatro dias antes da inoculação das células tumorais, para 

sincronização do ciclo estral. A implantação dos tumores foi realizada por meio da 

injeção de 105 células TC-1 luc/animal/20 μL na mucosa vaginal. Para explorar o 
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modelo de tumor na cavidade oral, já descrito por Sandoval e colaboradores 

(SANDOVAL et al., 2013), os animais receberam a inoculação de 5x104 células/20μL 

na língua. Em ambos os modelos, a implantação das células tumorais foi precedida 

por anestesia com ketamina (75mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) pela via intraperitoneal 

(i.p). 

 O monitoramento do crescimento dos tumores na mucosa foi feito uma vez por 

semana por meio da emissão de bioluminescência utilizando o equipamento IVIS 

Spectrum no Centro de Facilidades de Apoio à Pesquisa (CEFAP, ICBIV, USP). Para 

quantificação da bioluminescência, a D-luciferina (Promega) foi inoculada 

intraperitonealmente na concentração de 150mg/kg de peso corpóreo em 100μL de 

PBS 1x. A captura das imagens e dados foi feita após 5 min da inoculação da 

luciferina. As imagens de bioluminescência foram exibidas no modo “fótons” e 

analisadas posteriormente para obtenção dos valores de radiância (p/s/cm2/sr), que 

se refere ao número de fótons por segundo por área de tecido em um ângulo sólido 

(“stearadian”,“sr”). Os animais foram eutanasiados quando a bioluminescência 

alcançou 109-1010 fótons/segundos, ou após perda significativa do peso corpóreo 

(mais de 30%). 

 

3.2.4 Protocolo de imunização 

 

A imunização foi baseada em duas doses, tendo início três dias após a 

implantação dos tumores e com intervalo de 7 dias entre elas. Inicialmente, os mAbs 

foram administrados pela via i.p ou pela via s.c em diferentes concentrações (2.5 μg, 

5 μg e 10 μg) na presença do adjuvante Poly (I:C) (50 μg) diluídos em 100 μL de PBS. 

Dessa forma, os animais foram divididos em seis grupos:1. Poly (I:C) i.p; 2. αDEC205 

(10 μg) i.p; 3. αDEC205-E7 (2.5 μg) i.p; 4 αDEC205-E7 (5 μg) i.p; 5. αDEC205-E7(10 

μg) i.p; 6. αDEC205-E7 (10 μg) s.c. 

Para os experimentos de combinação dos mAbs αDEC205-E7 com a proteína 

gDE7, os animais foram imunizados com 30 μg da proteína gDE7 e com 10 μg de 

αDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C), em um esquema de prime/boost. Os 

animais foram divididos em quatro grupos de acordo com o tratamento realizado: 1. 

αDEC205-E7 (prime) e gDE7 (boost); 2. gDE7 (prime) e αDEC205-E7 (boost); 3. gDE7 

(2 doses). 4.poly (I:C). 



MATERIAL E MÉTODOS 

50 

 

Para avaliação nos modelos de mucosa, dois grupos experimentais foram 

utilizados: 1. poly (I:C) e 2. αDEC205-E7+ poly (I:C). Da mesma forma, os mAbs foram 

administrados em duas doses de 10 μg juntamente com poly (I:C), três e dez dias 

após a inoculação dos tumores. 

 

3.2.5 Obtenção e processamento de sangue, baço e linfonodos inguinais drenantes 

do tumor 

 

A coleta de amostras de sangue periférico foi realizada em tubos contendo 30 

μL de solução anticoagulante, heparina (20 U/μL). As amostras foram tratadas com 

tampão de lise de hemácias ACK (0.15 mM NH4CL; 1Mm KHCO3; 0.1 mM EDTA) por 

5 min em T.A. Em seguida, as células foram lavadas por 2x com meio RPMI 2% SFB 

e centrifugadas a 1800 rpm por 5 min. As células foram ressuspensas em meio 

completo (RPMI 1640 suplementado com 10% de SFB, 2 mM L-glutamina, 1 mM 

piruvato de sódio (Gibco), 1% v/v solução de aminoácidos não essenciais (Gibco) 1% 

v/v solução de aminoácidos essenciais (Gibco), 1% v/v solução de vitaminas (Gibco), 

55 µM 2β- mercaptoetanol (Gibco)). 

Para obtenção dos baços e linfonodos inguinais drenantes do tumor, os animais 

foram eutanasiados e posteriormente foi realizada a coleta asséptica dos órgãos. Os 

mesmos foram acondicionados em placa de 12 poços contendo 2 mL de meio RPMI 

suplementado com 10% SFB (R10) e macerados individualmente com o auxílio de um 

êmbolo de seringa e posteriormente filtrados (filtro com poro de 70 μm – Easy Strainer 

Greiner BioOne). Após centrifugação das amostras a 1800 rpm por 5 min, o 

sobrenadante foi descartado. Para as amostras de baços, o sedimento celular foi 

tratado com tampão de lise ACK por 5 min no gelo para completa ruptura das 

hemácias. Após este período, as células foram lavadas com R10 e centrifugadas duas 

vezes, sendo ressuspensas em meio completo. A viabilidade das células foi avaliada 

usando o corante de exclusão azul de Tripan 0,4%. A concentração celular foi 

estimada em uma câmara de Neubauer e ajustada para os ensaios imunológicos. 

 

3.2.6 Ensaio de marcação intracelular de IFN-γ  
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Amostras do sangue, baço e linfonodos foram coletados 7 ou 14 dias após a 

segunda dose da imunização para avaliar a ativação de células T CD8+ por meio da 

produção de IFN-γ. As suspensões de células (1,5x106células/poço) foram 

plaqueadas em placa de fundo côncavo de 96 poços (Corning) em 200 μL de meio 

RPMI completo na presença de 10μg/mL de Brefeldina A (GolgiPlug; BD Biosciences, 

USA), 2 μg/mL de anti-CD28 (BD Biosciences,USA) e 1,5 μg/mL (300ng/poço) do 

peptídeo específico de E7 (RAHYNIVTF), que corresponde ao epítopo CD8+ 

imunodominante em animais C57BL/6 (FELTKAMP et al., 1993). Após incubação por 

12 h a 37°C, as células foram marcadas com o reagente Live/Dead Fixable Aqua 

vitality dye e anticorpos anti-CD3 e anti-CD8. Para os ensaios de memória, as células 

foram marcadas com anticorpos anti-CD44 e anti-CD62L por 30 min a 4°C. Em 

seguida, as células foram lavadas e centrifugadas duas vezes a 1800 rpm por 5 min 

com PBS 2% e fixadas com tampão Cytofix/Cytoperm (kit BD Cytofix/CytopermTM 

Plus, BD Biosciences) por 15 min a 4 °C. Posteriormente, as células foram 

permeabilizadas com solução Perm/Wash (BD Biosciences), e foram incubadas neste 

mesmo tampão com anti-IFN-γ  por 30 min a 4 °C. Após as lavagens, as células foram 

suspensas em 200μL de PBS 2% SFB e avaliadas por citometria de fluxo (BD 

LSRFortessa). Os dados foram analisados com o auxílio do programa FlowJo. 

 

Tabela 3. Painel de anticorpos de citometria de fluxo utilizados para caracterização da 
resposta celular 

Anticorpo 

monoclonal 

 

Clone 

 

Fluorocromo 

 

Fabricante 

αCD3 145-2C11 APC-Cy7 BD Biosciences 

αCD8 53-6.7 PE-Cy7 BD Biosciences 

αCD44 IM7 PE BD Biosciences 

αCD62L MEL-14 FITC BD Biosciences 

αIFNγ XMG1.2 BV421 BD Biosciences 

 

3.2.7 Ensaio de citotoxicidade in vivo 

 

O ensaio de citotoxicidade in vivo foi realizado para verificar a presença de 

células T CD8+ citotóxicas específicas para o antígeno E7 em animais imunizados, de 
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acordo com metodologia descrita por Barber, Wherrey e Ahmed (2003) (BARBER; 

WHERRY; AHMED, 2003). Dez dias após a última dose, um grupo de animais não 

imunizados foi submetido à eutanásia, os baços foram retirados e processados como 

já descrito no item 3.2.5. As células foram marcadas com 0.7 μM ou 7 μM de 

carboxyfluorescin succinimidyl ester (CFSE) (Invitrogen) em PBS 1x, por 15 min a 37 

ºC. Após a incubação, as células foram lavadas e ressuspendidas em meio RPMI 

acrescido de 5% de SFB. A população de células marcadas com 7 μM de CFSE 

também foi pulsada com 2,5 μg/mL do peptídeo CD8-específico da proteína E7 por 40 

min a 37 ºC. Após esse período, as células foram lavadas com meio RPMI 

suplementado com 5% SFB para a remoção do excesso do peptídeo e, em seguida, 

contadas. Quantidades iguais das duas populações 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 μL e injetado nos animais 

imunizados pela via do plexo retro orbital. No dia seguinte (18 h após), todos os 

animais foram submetidos à eutanásia e as células do baço foram coletadas. As 

células do baço foram lavadas e ressuspendidas em 400 μL de PBS 2% SFB e 

examinadas por citometria de fluxo. As porcentagens de lise específica das células-

alvo foram calculadas como descrito anteriormente (DE ALENCAR et al., 2009). 

 

3.2.8 Cytokine Beads Array (CBA) 

 

As células do baço dos camundongos imunizados (1,5x106 células/poço) foram 

estimulados in vitro em meio completo com 1,5 μg/ml do peptídeo E7 por um período 

de 12 h. A dosagem de citocinas do sobrenadante da cultura foi realizada com o kit 

Th1/Th2/Th17 (BD Biosciences), de acordo com as instruções do fabricante. 

 

3.2.9 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram feitas utilizando o programa GraphPad-Prism 4.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA-USA). Foram empregados os testes 

paramétricos de Log-rank e One/Two Way ANOVA seguindo do teste múltiplo de 

comparação Bonferroni. Valores com p<0.05 foram considerados estatisticamente 

significativos com um intervalo de confiança de 95%. 



MATERIAL E MÉTODOS 

53 

 

3.3 CONSTRUÇÃO, PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DE mAbs αDEC205-E7 

E ISOTIPO-E7 HUMANO 

3.3.1 Clonagem da sequência da proteína E7 em fusão à cadeia pesadas dos 

mAbs humanos αDEC205 e Isotipo controle 

 

Para construção de mAbs humanos fusionados à proteína E7, utilizamos 

plasmídeos codificadores das cadeias pesadas dos mAbs humanos αDEC205 (pDEC 

hu) e o Isotipo controle (IgG) (pISO hu), gentilmente cedidos pelo Dr. Michel 

Nussenzweig da Universidade Rockefeller (EUA). Inicialmente, o plasmídeo 

pDEC205-E7 de camundongo, construído anteriormente neste trabalho, foi submetido 

a uma digestão enzimática utilizando as endonucleases NotI e XhoI (Thermo Fisher 

Scientific), que permitiu a liberação do inserto do gene E7. Posteriormente, o produto 

da digestão foi submetido à eletroforese em gel de agarose a 0,8%, no qual a banda 

contendo o fragmento de interesse foi excisada e purificada utilizando o Kit ilustraTM 

GFXTM PCR and Gel Band Purification (GE Healthcare) conforme instruções do 

fabricante. O gene da E7 foi subclonado em fusão com a sequência carboxil-terminal 

da cadeia pesada dos mAbs αDEC205 e Isotipo controle humano. Para a reação de 

ligação foi utilizada a razão molar de 3:1 inserto/vetor. Os produtos de ligação foram 

transformados em linhagens de Escherichia coli DH5α e plaqueadas em meio LB 

sólido contendo 100μg/mL de ampicilina para a obtenção de colônias isoladas. Uma 

colônia de cada plasmídeo foi escolhida para purificação de DNA pelo método de lise 

alcalina e o DNA purificado foi submetido ao tratamento com as endonucleases de 

restrição NotI e XhoI. A confirmação final da subclonagem foi realizada por 

sequenciamento de Sanger. 

 

3.3.2 Produção e purificação dos mAbs humano 

 

A produção dos mAbs foi realizada por transfecção em células HEK293T 

utilizando os plasmídeos codificadores para as cadeias pesadas (pDEC205-E7 Hu e 

pISO-E7 Hu) e leves (pDEC205 lambda e pISO lambda) dos mAbs humanos, sendo 

todo o processo de produção e purificação semelhante ao realizado para o mAb 

murino, como descrito nos itens 3.1.2 e 3.1.3. 
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3.3.3 Análise da integridade dos mAbs quiméricos humanos fusionados à E7 

 

Os mAbs quiméricos humanos foram avaliados analisando sua integridade em 

gel de SDS-PAGE 12% em condições redutoras, seguido de coloração por Coomassie 

blue. Também foi avaliada a integridade da proteína E7 fusionada aos mAbs por meio 

de sua detecção em ensaio de Western blot. Para isso, amostras das proteínas 

αDEC205-E7 hu, ISO-E7 hu e E7 foram submetidas à eletroforese em gel de 

poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) e transferidas para membrana de nitrocelulose 

(GE Healthcare Life Sciences). A técnica foi realizada como descrito no item.3.1.3. 

Além disso, buscamos também observar a integridade das cadeias pesadas 

dos mAbs. Para isso, a membrana foi previamente bloqueada e incubada com um 

anti-IgG humano (Sigma), na diluição de 1:10.000. As bandas reativas, em ambos os 

casos, foram identificadas pela exposição das membranas à solução de luminol-

peróxido de hidrogênio, de acordo com as indicações do fabricante (Sigma). 

 

3.3.4 Amostras de sangue periférico humano 

 

As amostras de sangue humano utilizadas e todos os procedimentos 

envolvendo células humanas foram previamente aprovadas por submissão via 

plataforma Brasil para o Comitê de Ética do Instituto de Ciências Biomédicas da 

Universidade de São Paulo, sob protocolo de número CAAE 40231820.1.0000.5467. 

 

3.3.5 Diferenciação de células dendríticas derivadas de monócitos humanos 

(moDCs) in vitro 

 

As moDCs foram obtidas a partir de células mononucleares do sangue 

periférico de doadores saudáveis como subproduto da doação de plaquetas por 

aferese no banco de sangue do Hospital Alemão Oswaldo Cruz na cidade de São 

Paulo. Inicialmente, as amostras de sangue foram diluídas 1:2 em PBS 1x e as células 

mononucleares (PBMCs) foram separadas por gradiente de separação utilizando 

Ficoll-Hypaque (Amersham Pharmacia Biotech), de acordo com as instruções do 

fabricante. Após várias lavagens com PBS 1x, os monócitos foram separados de 

outras células mononucleares (prevalentemente linfócitos) por adesão à superfície 
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plástica. Assim, 5x106 células/poço foram ressuspendidas em meio de cultura AIM-V 

(Gibco), distribuídas em placas de 12 poços e incubadas a 37 °C e 5% de CO2 por 2 

horas. As células não aderentes foram retiradas com 3 lavagens com PBS 1x e os 

monócitos aderentes foram em seguida cultivados por 5 dias em meio AIM-V 

acrescido de GM-CSF (50 ng/mL; R&D Systems) e IL-4 (50 ng/mL; R&D Systems) 

para obtenção de monócitos diferenciados em DCs. 

 

3.3.6 Ensaio de ligação dos anticorpos humanos a moDCs  

 

Após as etapas de diferenciação e ativação das moDCs, 5x105 células foram 

plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas no gelo por 15 mim com o reagente 

FcBlock (BD Biosciences) para bloqueio dos receptores Fcγ. Em seguida, as células 

foram incubadas com 10 μg/mL dos anticorpos αDEC205-E7 hu e ISO-E7 hu por 30 

min no gelo. Após lavagens com tampão FACS, as células foram incubadas com 

anticorpo anti-IgG humano conjugado a FITC por 30 min em gelo, com subsequente 

marcação com anticorpos anti-CD11c FITC (clone:B-ly6; BD Biosciences) e anti-HLA-

DR V500 (clone: 646-6; BD Bioscience) para fenotipagem das células. As células 

foram analisadas em SSC-A/FSC-A, seguido de exclusão de doublets e células 

CD11c+/HLA-DR+. Em seguida, a capacidade de ligação dos mAbs αDEC205-E7 hu 

e ISO-E7 hu foi avaliada pela fluorescência de FITC nas populações de DCs 

CD11c+/HLA-DR+. Os dados estão apresentados como Mediana da Intensidade de 

Fluorescência (MFI) do FITC. 

 

3.3.7 Ensaio de ligação a células THP-1 

 

A atividade biológica do mAb αDEC205/E7 e ISO-E7 humano também foi 

testada em ensaio de ligação a células THP-1, uma linhagem de monócitos humanos. 

Para isso, 2x105 células foram plaqueadas em placas de 96 poços e incubadas no 

gelo por 15 mim com o reagente FcBlock para bloqueio dos receptores Fcγ. Em 

seguida, as células foram incubadas com 10 μg/mL dos anticorpos αDEC205-E7 hu e 

ISO-E7 hu por 30 min no gelo. Após lavagens com tampão FACS, as células foram 

incubadas com anticorpo anti-IgG humano conjugado a APC por 30 min em gelo. Após 

2 lavagens, as amostras foram adquiridas e analisadas por citometria de fluxo. 
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3.3.8 Ativação in vitro de moDCs provenientes do sangue periférico de doadores 

saudáveis  

 

Para avaliar a capacidade de ativação de moDCs pelo αDEC205-E7 hu, 5 dias 

após a diferenciação, as moDCs imaturas provenientes de doadores saudáveis foram 

estimuladas com 10 μg/mL de cada mAb, isoladamente ou em combinação com 10 

μg/mL de poly (I:C). Como controles, as células foram estimuladas com 3μg/mL da 

proteína E7 e com 10μg/mL de poly (I:C). Após 48 h de estímulo, as células foram 

marcadas com anticorpos anti-HLA-DR V500 (clone: 646-6; BD Bioscience), anti-

CD11c FITC (clone:B-ly6; BD Bioscience), anti-CD83 PE (clone: HB15e) e anti-CD86 

APC (clone: 2331 (FUN-1); BD Bioscience). As células foram analisadas por citometria 

de fluxo LSRFortessa (BD Biosciences) e os dados foram tratados utilizando o 

software FlowJo. 

 

3.3.9 Análise estatística 

 

As análises estatísticas foram feitas utilizando o programa GraphPad-Prism 4.0 

(GraphPad Software, San Diego, CA-USA). Foi empregado o teste- t e o teste ANOVA 

seguindo do teste múltiplo de comparação Bonferroni. Os valores para p<0.05 foram 

considerados estatisticamente significativos. 
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4 RESULTADOS 

4.1 CONSTRUÇÃO, PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DO mAbs αDEC205-E7 

e ISOTIPO-E7 MURINO 

4.1.1 Clonagem da proteína E7 fusionada ao mAb αDEC205 e Isotipo controle 

murino 

 

Os plasmídeos que codificam as cadeias pesada dos mAbs αDEC205 

(pDEC205) e Isotipo controle (pISO) foram gentilmente cedidos pelo Dr. Michel 

Nussenzweig (Universidade Rockefeller, EUA). As sequências variáveis das cadeias 

pesadas e leve do mAb αDEC205 gerado em rato (clone NLDC145) foram clonadas 

em fusão com sequências constantes de IgG1 de camundongo, a fim de minimizar a 

geração de resposta imune contra o próprio anticorpo. A Figura 4 A mostra a estrutura 

do mAb anti receptor DEC205, denominado αDEC205-E7. Como mostrado, o 

antígeno E7 foi clonado na porção C-terminal da cadeia pesada dos mAbs, sendo o 

sítio reconhecido pelo receptor Fc mutado, para evitar ligação do mesmo aos 

receptores Fc das células do sistema imune. Ainda é possível observar a existência 

de uma sequência linker que confere certa flexibilidade à molécula e possui um sítio 

de clivagem de hidrolases que favorece sua degradação no fagossomo das DCs. 

Para construção dos mAbs, a sequência da proteína E7 do HPV-16 foi clonada 

nos plasmídeos codificadores da cadeia pesada de cada mAb. Para isso, foi feita a 

amplificação do inserto codificador da proteína E7 por PCR (E7 com 

aproximadamente 300 pares de bases) (Figura 4 B) e, posteriormente, clonado nos 

plasmídeos pDEC205 e pISO. Dois clones positivos para cada plasmídeo foram 

escolhidos para extração de DNA e digestão enzimática com NotI e XhoI, e 

subsequente liberação dos fragmentos esperados (vetor de aproximadamente 6000 

pares de base, Figura 4 C). Os clones foram sequenciados, tendo suas sequências 

confirmadas (dados não mostrados). 
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Figura 4. Clonagem do fragmento de DNA codificador da sequência da proteína E7 
fusionada à cadeia pesada que codifica os mAbs αDEC205 e Isotipo controle. (A) 
Estrutura do mAb αDEC205-E7; (B) Amplificação do gene da proteína E7 com 
aproximadamente 300 pares de bases; (C) Digestão dos plasmídeos com as enzimas de 
restrição XhoI e NotI; M- marcador de peso molecular; 1 e 2 –Plasmídeos pDEC205-E7; 3 e 
4-Plasmídeos pISO-E7. Os fragmentos foram separados por gel de agarose a 0,8%. 

 

4.1.2 Expressão, purificação e análise dos mAbs murinos 

 

O mAb αDEC205-E7 e o controle αDEC205 foram produzidos e purificados a 

partir de transfecção transiente em células HEK293T transfectadas. Apenas o mAb 

αDEC205-E7 foi adequadamente expresso, enquanto que o mAb ISO-E7, após 
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diversas tentativas, não foi passível de expressão. Os mAbs produzidos foram 

quantificados pelo método de BCA e tiveram sua integridade confirmada por SDS-

PAGE. A Figura 5 A mostra um gel de SDS-PAGE 12,5% em condições redutoras, 

corado com coomassie blue, no qual é possível observar as cadeias leves e pesadas 

dos mAbs αDEC205-E7 e αDEC205, em perfis eletroforéticos compatíveis com o 

esperado. As cadeias leves apresentam uma massa molecular de aproximadamente 

25 kDa, enquanto que as cadeias pesadas, variam de tamanho, de acordo com a 

proteína fusionada. Neste caso, 50 kDa para αDEC205 e 70 kDa para αDEC205-E7. 

Os mAbs foram analisados em ensaios de Western blot revelados com 

anticorpos anti-E7 e anti-IgG de camundongo. Quando os mAbs foram incubados com 

o anticorpo policlonal anti-IgG de camundongo, as cadeias leves e pesadas dos mAbs 

foram marcadas, porém, a proteína E7 não foi reconhecida (Figura 5 B, coluna 3). 

Como esperado, somente a cadeia pesada dos mAbs quiméricos (que contém a 

proteína E7 fusionada) e a proteína E7, utilizada como controle positivo, reagiram 

quando incubados com anticorpo policlonal anti-E7 (Figura 5 B, coluna 2 e 3). Em 

conjunto, esses dados demonstram que os mAbs foram produzidos adequadamente, 

conservando sua estrutura e antigenicidade da proteína E7 fusionada. 
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Figura 5. Análise da expressão e integridade dos mAbs murinos produzidos. 
Quantidades equimolares dos anticorpos foram submetidas à eletroforese em gel de 
poliacrilamida a 12,5% (SDS-PAGE) em condições desnaturantes (A) e ensaios de Western 
blot empregando anti-IgG de camundongo e anticorpo policlonal anti-E7 (B). M: Marcador 
molecular; 1: αDEC205; 2: αDEC205-E7; 3: E7. 
 

4.1.3 Ensaio de ligação dos mAbs αDEC205-E7 murino a células CHO 

transgênicas 

A afinidade ao receptor DEC205 dos mAbs murinos produzidos foi avaliada por 

meio da sua capacidade de reconhecimento e ligação ao receptor DEC205 em células 

CHO transgênicas. Inicialmente, utilizamos células CHO que expressam 
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constitutivamente o receptor DEC205 de camundongos e de humano. As células 

foram incubadas com três diferentes concentrações (10, 1 e 0,1μg/mL) dos anticorpos 

αDEC205 e αDEC205-E7. Como demonstra a Figura 6, os anticorpos quiméricos 

ligaram-se ao receptor DEC205 de camundongo, mas não ao receptor DEC205 

humano. Essa ligação foi observada em todas as concentrações testadas mostrando-

se dose dependente. 

 

 

Figura 6. Ensaio de ligação dos mAbs ao receptor DEC205. Células CHO que expressam 
o receptor DEC205 de camundongo e de humano foram incubadas com 10, 1 e 0,1 μg/mL 
dos mAbs αDEC205 e αDEC205-E7 e, posteriormente, incubadas com anticorpo secundário 
(αIgG de camundongo-Alexa 488). As amostras foram adquiridas no citômetro de fluxo 

LSRFortessaTM e analisadas com o programa Flow Jo. 

 

4.1.4 Ensaio de ligação dos mAbs murinos a DCs provenientes do baço de 

camundongos  

 

Para complementar os resultados obtidos anteriormente, avaliamos também se 

os mAbs eram capazes de se ligar diretamente a DCs CD8α+ provenientes do baço 
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de camundongos que expressam o receptor DEC205. Para isso, esplenócitos de 

camundongos naive foram processados e marcados para análise por citometria de 

fluxo. A análise foi baseada na marcação de células CD3-CD19-DX49b-MHCII+ e, 

posteriormente, marcadas para CD11c+CD8α+. Dessa forma, selecionamos as 

células, que consideramos DCs convencionais, e subdividimos essas em duas 

populações, de acordo com a expressão da cadeia alfa da molécula de CD8, como 

mostra a Figura 7. 

 

 

Figura 7. Estratégia de gating utilizada para seleção de DCs. 

 

Observamos neste experimento que os mAbs foram capazes de se ligar com 

maior afinidade à população de DCs CD8α+ nas duas concentrações testadas (Figura 

8 A). Como não houve diferença entre as concentrações de mAbs testadas, a Figura 

8 B ilustra a capacidade de ligação dos mAbs utilizando a menor concentração (0,3 

μg/mL). Portanto, os mAbs produzidos foram capazes de se ligar especificamente ao 

receptor DEC205, tanto em células CHO transgênicas como em DCs de 
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camundongos, em todas as concentrações testadas. Esses dados evidenciam que os 

mAbs produzidos estavam adequados para os ensaios subsequentes de imunização, 

como demonstrado por meio da sua capacidade de se ligar ao receptor DEC205, 

especialmente em DCs CD11c+CD8α+ que expressam naturalmente o receptor 

DEC205.  

 

 

Figura 8. Ensaio de ligação do mAb αDEC205-E7 a DCs provenientes do baço de 
camundongos. Esplenócitos de camundongos naive foram purificados e incubados com 0,3 
e 3 μg/mL de αDEC205 e αDEC205-E7 por poço durante 30 min. Após incubação, as células 
foram marcadas com anticorpo anti-IgG de camundongo como secundário e posteriormente 
com αCD3, anti-CD19, anti-MHCII, anti-CD49b, anti-CD11c e anti-CD8; (A) Histogramas 
representativos; (B) Determinação da MFI da ligação dos mAbs na concentração de 0,3 μg/mL 
às populações de DCs de interesse a partir da utilização de um anticorpo secundário anti-IgG 
de camundongo conjugado ao Alexa 488. Os dados representam a média de triplicatas ± 

desvio padrão. 
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4.2 POTENCIAL TERAPÊUTICO DOS mAbs FRENTE A TUMORES HPV-16+  

 

Após a validação e caracterização dos mAbs αDEC205-E7 in vitro, o próximo 

passo foi avaliar o potencial terapêutico desses mAbs frente a tumores HPV 16+ 

subcutâneos e ortotópicos. Para isso, utilizamos células tumorais da linhagem TC-1 

capazes de expressar as oncoproteínas E6 e E7 do HPV-16, principal modelo pré-

clínico para estudo de tumores associados ao HPV.  

 

4.2.1 Efeito antitumoral terapêutico e ativação de respostas de linfócitos T CD8+ 

E7-específicos mediadas pela administração do mAb αDEC205-E7 em 

combinação com o adjuvante poly (I:C) 

 

Os primeiros experimentos in vivo buscaram investigar qual seria a melhor dose 

e a melhor via de administração dos mAbs capazes de apresentar um efeito 

antitumoral em modelo de células TC-1. Para isso, camundongos C57BL/6 foram 

transplantados com 2,5x105 células TC-1 pela via s.c na região dorsolateral direita. 

Três dias depois, os animais foram imunizados com diferentes quantidades dos mAbs: 

2,5 μg, 5 μg e 10 μg. Em todo o trabalho, o mAb αDEC205-E7 foi sempre 

coadministrado com o adjuvante poly (I:C), utilizado como estímulo de maturação para 

DCs. Como grupos controles, os animais foram imunizados com o mAb αDEC205 sem 

fusão a nenhum antígeno com poly (I:C) ou imunizados apenas com poly (I:C). O 

protocolo de imunização foi baseado em duas doses, iniciado três dias após o implante 

das células tumorais, sendo os mAbs administrados pela via i.p ou pela via s.c (Figura 

9). 

 

 

Figura 8. Representação esquemática do delineamento experimental. 
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De uma forma geral, a imunização com o mAb αDEC205-E7 + poly (I:C) foi 

capaz de controlar ou retardar o crescimento dos tumores, independente da via ou da 

quantidade administrada (Figura 10 A). Porém, a imunização com 10 μg de αDEC205-

E7 pela via s.c. se mostrou o tratamento mais promissor e capaz de melhor controlar 

o crescimento tumoral, conferindo 20% de proteção terapêutica (Figura 10 B). Além 

disso, esse grupo apresentou 70% de animais vivos até o fim do experimento (Figura 

10 C). Embora os animais que receberam 2,5 μg, 5 μg e 10 μg dos mAbs pela via i.p. 

tenham apresentado um retardo considerável do crescimento dos tumores, não foi 

observada proteção antitumoral entre eles, ou seja, não houve animais livres de tumor 

ao final do experimento. Como esperado, a imunização apenas com o poly (I:C) ou 

com o αDEC205 não foi capaz de controlar o crescimento dos tumores e todos os 

animais morreram antes do dia 30 de observação (Figura 10 C). 

 

Figura 9. Efeito antitumoral terapêutico de diferentes quantidades do mAb quimérico 

αDEC205-E7 em combinação com o adjuvante poly (I:C) em modelo de tumor 

subcutâneo. Camundongos fêmeas C57BL/6 foram desafiados com 2,5x105 células TC-1 

pela via s.c e imunizados três dias depois com três doses diferentes do mAb αDEC205-E7: 

2,5 µg, 5 µg e 10 µg. Os anticorpos foram combinados com 50 µg de poly (I:C) (por animal) e 

administrados pela via i.p. ou s.c., em um regime vacinal de duas doses com intervalo de 7 

dias. (A) Área tumoral em mm2. (B) Porcentagem de animais livres de tumores ao longo do 
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período de acompanhamento. (C) Porcentagem de sobrevivência. (ANOVA, post test: 

Bonferroni). (n=5). (*) p<0.05, (**) p<0.01. 

 

Adicionalmente, nós buscamos avaliar a resposta de linfócitos T CD8+ E7-

específicos circulantes, a partir de amostras de sangue periférico dos animais 

imunizados com os mAbs, uma vez que a proteção contra tumores induzidos pela 

linhagem TC-1 se correlaciona estritamente com a ativação de linfócitos T CD8+ 

efetores (CHENG et al., 2003; CHEN; NI; LIU, 2011). Para isso, o sangue dos animais 

foi coletado sete e quatorze dias após a última imunização para a realização de 

ensaios de marcação intracelular de linfócitos T CD8+ E7-específicos capazes de 

secretar IFN-γ. Os resultados mostram que a imunização com αDEC205-E7 + poly 

(I:C) foi capaz de induzir a ativação de linfócitos T CD8+ E7-específicos produtores de 

IFN-γ nos dois tempos analisados, sendo essa resposta mais acentuada sete dias 

após a segunda dose, embora sem diferença estatística (Figura 11). Além disso, a 

administração dos mAbs pela via s.c promoveu uma maior ativação de células T CD8+ 

produtoras de IFN-γ, em relação aos grupos que receberam 2,5 μg, 5 μg e 10 μg, pela 

via intraperitoneal, embora também não tenha apresentado diferença estatística. 
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Figura 10. Análise da resposta imunológica mediada por linfócitos T CD8+ E7-
específicos gerada sete e quatorze dias após a imunização com o mAb αDEC205-E7 em 
combinação com o adjuvante poly (I:C). Camundongos fêmeas C57BL/6 foram desafiados 
com 2,5x105 células TC-1 pela via s.c e imunizados três dias depois com três quantidades 
diferentes do mAb αDEC205-E7: 2,5 μg, 5 μg e 10 μg. Os mAbs foram combinados com 50 
μg de poly (I:C) (por animal) e administrados pela via i.p. ou s.c., em um regime vacinal de 
duas doses, com intervalo de 7 dias. Sete e quatorze dias após a última dose foi coletado o 
sangue periférico dos animais e estimulado in vitro com o peptídeo E7 específico (peptídeo 
MHC classe I restrito) ou sem estímulo (S/E). (A) Dot plots representativos de 1 animal por 
grupo, mostrando as células T CD8+ IFN-γ+. (B) Porcentagem de linfócitos T CD8+ E7-
específicos produtores de IFN-γ mensurados sete dias e quatorze dias após a última dose. 
(ANOVA, post test: Bonferroni), (n=5). (**) p<0,01. 
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4.2.2 Avaliação da atividade citotóxica dos linfócitos T CD8+ E7-específicos 

induzidos pela imunização com αDEC205-E7  

  

A função efetora dos linfócitos T CD8+ E7-específicos induzidos pela 

imunização com αDEC205-E7 + poly (I:C) foi avaliada por meio do ensaio de 

citotoxicidade in vivo. Para isto, camundongos foram desafiados com 2,5x105 células 

TC-1 e imunizados com 10 μg de αDEC205-E7 + poly (I:C) pela via s.c. ou i.p. A 

escolha dos grupos de imunização foi baseada nos resultados anteriores, que 

mostraram uma maior ativação de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ detectada 

quando os animais receberam essa dose. 

Para este ensaio, células provenientes de camundongos não imunizados foram 

marcadas com concentrações distintas do corante CFSE (7 μM e 0,7 μM). A 

população marcada com a maior concentração (7 μM) de CFSE também foi pulsada 

com o peptídeo CD8- específico da proteína E7, tornando-as células-alvo para lise 

mediada por linfócitos T CD8+ citotóxicos. Células fracamente coradas com CFSE (0,7 

μM), e que não foram pulsadas com o peptídeo CD8-específico da proteína E7, foram 

utilizadas como células-controle. Quatorze dias após a última imunização, os animais 

imunizados receberam pela via intravenosa uma mistura de células-alvo e células-

controle. Esplenócitos dos camundongos imunizados foram colhidos 18 h após a 

injeção das células e testados para a diminuição da frequência das células-alvo, como 

medida indireta da atividade efetora de linfócitos T CD8+ E7- específicos. 

Como mostrado na Figura 12 A, houve uma redução significativa na frequência 

das células-alvo nos camundongos imunizados com o mAb αDEC205-E7 

coadministrado ao poly (I:C), resultado da forte atividade citotóxica dos linfócitos T 

CD8+ E7-específicos induzidos por esta formulação. Em concordância com os 

resultados anteriores, foi observado que a administração da formulação pela via s.c. 

leva a uma maior indução de linfócitos com perfil citotóxico em relação à via i.p (Figura 

12 B). Vale destacar também que pouca ou nenhuma atividade citotóxica foi 

observada no grupo não tratado. 
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Figura 11. Efeito citotóxico in vivo gerado pela imunização com o mAb αDEC205-E7 
coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c ou i.p. (A) Histogramas representativos da 
atividade citotóxica in vivo de linfócitos T CD8+ E7-específicos de camundongos desafiados 
com 2,5x 105 células TC-1 e imunizados com duas doses (dias 3 e 10 após o desafio) de 10 
μg de αDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C) administrado pelas vias s.c. ou i.p. O lado 
esquerdo dos painéis indica as células-controles marcadas com 0,7 μM CFSE. O lado direito 
dos painéis indica as células-alvo marcadas com 7 μM CFSE e pulsadas com o peptídeo CD8-
específico da proteína E7. A redução da área dos histogramas de células-alvo em relação às 
células controle indica a atividade citotóxica in vivo dos linfócitos T CD8+ E7 específicos. (B) 
Percentual de lise específica mediada pelos linfócitos T CD8+ E7-específicos em um total de 
107 células-alvo. * p < 0,05 (ANOVA, pós teste: Bonferroni). 

 

4.2.3 Avaliação do efeito antitumoral terapêutico dos mAbs administrados pela via 

s.c em tumores de crescimento mais lento 

 

A quantidade de 2,5x105 células da linhagem TC-1 é considerada alta e leva 

ao crescimento dos tumores de forma rápida e agressiva, algo que pode ter limitado 

Não tratado
 DEC205 E  

  pol   I C  i.p

 DEC205 E  

  pol   I C  s.c

CF E

A
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o efeito terapêutico dos mAbs. Guiados por essa hipótese, a etapa seguinte buscou 

alcançar um nível de proteção antitumoral maior, por meio da diminuição do número 

de células TC-1 implantadas nos animais. Para esse experimento, os animais foram 

desafiados com 105 células TC-1 e imunizados com 10 μg de αDEC205-E7 

coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c, a condição mais promissora encontrada nos 

experimentos anteriores. 

Quando diminuímos a quantidade de células tumorais implantadas nos animais, 

a imunização com os mAbs conferiu uma proteção terapêutica maior do que aquela 

observada em experimentos anteriores. Conforme demonstrado na Figura 13, a 

administração de 10μg dos mAbs + poly (I:C) pela via s.c conferiu 80% de animais 

livres de tumor e quase 100% de animais vivos ao final de 60 dias de 

acompanhamento.  

 

 

Figura 12. Efeito antitumoral da imunização com o mAb αDEC205-E7 + poly (I:C) pela 
via s.c em tumores de crescimento lento. Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 
105 células TC-1 pela via s.c e imunizados três dias depois com 10μg de αDEC205-E7 
coadminstrado ao poly (I:C) em um regime vacinal de duas doses com intervalo de 7 dias. Os 
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camundongos foram acompanhados por 60 dias após o desafio para análise do crescimento 
tumoral. (A) Acompanhamento da área tumoral (mm2). (B) Porcentagem de animais livres de 
tumores. (C) Porcentagem de sobrevivência. (ANOVA, pós teste: Bonferroni);(log-rank–
Mantel–Cox). **** p < 0,001 (n=18-23) 

 

Além disso, por meio de marcação intracelular de IFN-γ, foi avaliada a indução 

de respostas celulares E7-específicas no sangue, no baço e nos linfonodos drenantes 

do tumor, sete dias após a última dose. Conforme mostra a Figura 14, foi possível 

observar que a imunização foi capaz de ativar células T-CD8+ E7 específicas 

produtoras de IFN-γ em todos os órgãos analisados, sendo essa resposta mais 

proeminente no baço. Em contrapartida, a administração de poly (I:C) não foi capaz 

de induzir ativação. 
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Figura 13. Ativação de linfócitos T CD8+ E7-específicos presentes no baço, no sangue 
e nos linfonodos inguinais drenantes do tumor após imunização com o mAb αDEC205-
E7+ poly (I:C). Camundongos C57BL/6 foram desafiados com 105 células TC-1 e imunizados 
três dias depois com 10 μg de αDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C), em um regime 
vacinal de duas doses com intervalo de 7 dias pela via s.c. Amostras de sangue, baço e 
linfonodos inguinais drenantes do tumor foram coletadas 7 dias após a segunda dose para 
ensaio de marcação intracelular para IFN-γ e análise por citometria de fluxo. (A) Dot plots 
representativos. (B) Frequência de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ E7-específicos. As 
porcentagens foram mensuradas a partir de células de sangue periférico após estimulação in 
vitro com o peptídeo E7(49-57) MHCI restrito. (ANOVA, pos-teste Bonferroni). **** p < 0,001; 

ns: não significativo. 

 

Conforme demonstrado na Figura 15, foi também avaliado, pela metodologia 

de CBA, o perfil de citocinas produzidas pelos esplenócitos dos animais imunizados 

com αDEC205-E7+ poly (I:C), após estímulo com o peptídeo E7 imunodominante. 

Corroborando com os achados anteriores, a imunização com os mAbs foi capaz de 
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induzir a secreção de altos níveis de IFN-γ, principalmente, e também TNF-α, IL-2 e 

IL-6 quando comparado com o grupo que recebeu apenas poly (I:C).  
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Figura 14. Detecção de citocinas secretadas por esplenócitos estimulados com o 
peptídeo E7. Esplenócitos foram coletados 7 dias após a última imunização e incubados por 
12 horas com o peptídeo E7. A secreção de citocinas foi determinada por Cytometric Bead 

Array (CBA). As análises foram realizadas usando o programa FCAP array. (n=9). 

 

 

4.2.4 Contribuição das cDC1 na proteção antitumoral mediada pelos mAbs 

αDEC205-E7 coadministrados ao poly (I:C) utilizando animais deficientes de 

BATF3  

 

Camundongos deficientes em BATF3 são amplamente usados para estudar o 

papel do cDC1 no contexto de tumores e infecções. Em camundongos, as cDC1s 

dependentes de BAFT3 nos linfonodos são caracterizadas pela expressão de CD8α+. 

Por isso, avaliamos o impacto das cDC1s (DCs CD8α+) na proteção antitumoral 
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induzida pelo mAb αDEC205-E7 utilizando animais deficientes para esse fator de 

transcrição. Para isso, animais knockouts (KO) para o BAFT3 foram inoculados com 

105 células TC-1 e imunizados com 10 μg de αDEC205-E7+ poly (I:C) de acordo com 

o protocolo da Figura 9.  

Como demonstrado na Figura 16, nenhuma proteção antitumoral terapêutica 

foi observada nos camundongos C57BL/6 BAFT3 KO imunizados com αDEC205-E7+ 

poly (I:C). Além disso, nenhuma resposta de linfócitos T CD8+ foi detectada (dados 

não mostrados). Portanto, estes resultados apontam que as DCs CD8α+ tem papel 

fundamental na resposta antitumoral induzida pelos mAbs, uma vez que são as 

células alvos que expressam o receptor DEC205. 

 

 

Figura 15. Efeito antitumoral da imunização com o mAb αDEC205-E7 + poly (I:C) em 
animais BAFT3 KO. Camundongos C57BL/6 BAFT3 KO foram desafiados com 105 células 
TC-1 pela via s.c e imunizados três dias depois com 10 μg de αDEC205-E7 coadministrados 
ao poly (I:C) em um regime vacinal de duas doses com intervalo de 7 dias. Os camundongos 
foram acompanhados por 60 dias após o desafio para análise do crescimento tumoral. (A) 
Acompanhamento da área tumoral (mm2). (B) Porcentagem de sobrevivência.  

 

4.2.5 Avaliação do potencial da combinação dos mAbs quiméricos αDEC205-E7 

com a proteína gDE7  

Em detrimento da baixa imunogenicidade da proteína E7, sobretudo em 

promover a ativação de linfócitos T CD8+ citotóxicos (KHALLOUF; GRABOWSKA; 

RIEMER, 2014), trabalhos têm mostrado a fusão da proteína E7 do HPV a outras 
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proteínas imunomoduladoras visando favorecer a entrega desse antígeno para as 

APCs. Nesse sentido, nosso grupo de pesquisa desenvolveu há mais de 10 anos uma 

estratégia vacinal baseada em uma proteína híbrida, resultante da fusão da proteína 

E7 do HPV-16 com glicoproteína D (gD) do Herpes Simplex Vírus -1 (HSV-1). Em 

trabalhos anteriores, o grupo publicou que a imunização com duas doses de gDE7 

(30μg) coadministrada ao poly (I:C) é capaz de proteger 100% dos animais desafiados 

com 7,5x104 células TC-1 e de ativar células T CD8+ E7-específicas (PORCHIA et al., 

2017).  

Dessa forma, buscamos avaliar o potencial terapêutico da combinação do mAb 

αDEC205-E7 com a gDE7, em regime de prime e boost heterólogo, no tratamento de 

tumores HPV16+. Para tanto, camundongos foram inoculados com 105 células TC-1 

pela via s.c, uma quantidade maior de células do que usualmente empregado em 

pesquisas anteriores com a gDE7 (PORCHIA et al., 2017). Os tratamentos iniciaram 

3 dias após a inoculação das células tumorais, e consistiram em duas doses, com 

intervalo de sete dias. Na primeira (prime) e segunda dose (boost) foram 

administrados 10 μg de αDEC205-E7 ou 30 μg de gDE7 coadministrados ao poly (I:C) 

(50 μg). Avaliamos também o impacto da ordem da administração das duas 

estratégias. Assim, os animais foram divididos nos seguintes grupos: αDEC205-E7 

(prime) + gDE7 (boost); gDE7 (prime) + αDEC205-E7 (boost); gDE7 (2 doses); Poly 

(I:C).  

O uso do protocolo de prime-boost heterólogo possibilitou o controle do 

crescimento tumoral, independente da ordem de administração. Entretanto, os dados 

demonstram que não houve aumento na proteção antitumoral utilizando a combinação 

com a gDE7 em relação aos dados anteriores (Figura 17 A e B), uma vez que 2 doses 

do mAb protegem 80% dos animais. Quando o mAb αDEC205-E7 foi administrado 

como prime e a gDE7 como boost, uma maior proteção foi observada comparada ao 

grupo que recebeu gDE7 (prime) + αDEC205-E7 (boost), porém sem diferença 

estatística. O grupo que recebeu duas doses da gDE7 apresentou apenas 50% de 

animais livres de tumor (Figura 17 C). É importante destacar que a combinação com 

αDEC205-E7 aumentou a proteção antitumoral conferida pela gDE7. Quando 

avaliamos a resposta celular, todas as combinações foram capazes de ativar linfócitos 

T CD8+ E7-específicos, sendo estatisticamente diferente apenas com o grupo controle 

(poly (I:C) (Figura 17D). 
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Os dados de proteção obtidos no nosso estudo com duas doses dessa 

proteína, apesar de inferiores aos demonstrados por Porchia et al. (2017), enfatizam 

a importância do número de células utilizadas no modelo tumoral e seu impacto sobre 

o efeito antitumoral da imunização. A implicação do número de células utilizadas pode 

ser vista quando imunizamos animais implantados com 2,5 x105 células TC-1 com 

duas doses dos mAbs quiméricos e obtivemos 20% de proteção (Figura 10 B). Em 

contraste, quando os animais foram receberam 105 células TC-1 observamos 80% 

(Figura 13 B) de animais livres de tumores. 
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Figura 16. Avaliação do efeito antitumoral terapêutico do mAb αDEC205-E7 em 
combinação com a proteína gDE7. Camundongos fêmeas C57BL/6 foram desafiados 
com 1x105 células TC-1 pela via s.c. e imunizados 3 dias depois com 10 μg do mAb 
αDEC205-E7 ou 30 μg de gDE7 coadministrados com 50 μg de poly (I:C), em regime vacinal 
de duas doses (prime/boost), com intervalo de 7 dias. (A) Acompanhamento da área tumoral 
(mm2). (B) Porcentagem de sobrevivência. (C) Porcentagem de animais livres de tumores 
ao longo do período de acompanhamento. (D) Porcentagem de linfócitos T CD8+ produtores 
de IFN-γ. (*) vs αDEC205-E7 (prime) + gDE7 (boost). (ANOVA Two Way; log-rank–Mantel–
Cox) (*) p<0,05 (***) p<0,001), (****) p<0,0001). Os dados correspondem a combinação de 
dois experimentos independentes (n=10). 

 

4.3 EFICÁCIA ANTITUMORAL TERAPÊUTICA DOS mAbs αDEC205-E7 EM 

TUMORES DE MUCOSA  

 

Apesar de muitos dos tumores humanos estarem localizados em sítios de 

mucosa, em geral, vacinas para tratamento de câncer são testadas em tumores 

subcutâneos em modelos pré-clínicos, um possível motivo pela falta de 
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correspondência dos resultados encontrados com os testes clínicos feitos 

posteriormente. Dessa forma, movidos pelo interesse de empregar condições 

experimentais mais próximas àquelas encontradas em testes com pacientes, 

avaliamos o potencial antitumoral do αDEC205-E7 frente a dois modelos ortotópicos 

de implante de células tumorais: mucosa intravaginal e na cavidade oral. Para ambos 

os modelos, camundongos foram inoculados na língua ou na região vaginal com 

células TC-1 luc que expressam a enzima luciferase (além das oncoproteínas E6 e 

E7), com intuito de simular tumores de cabeça e pescoço e de colo de útero, 

respectivamente.  

 

4.3.1 Modelo tumoral intravaginal 

 

Em nosso estudo, avaliamos o efeito do mAb αDEC205-E7 em modelo de 

tumor intravaginal como um modelo pré-clínico que mimetiza a localização dos 

tumores na região vaginal/cervical de pacientes. Para tanto, quatro dias antes da 

inoculação das células tumorais, os animais receberam acetato de 

medroxiprogesterona para sincronização do ciclo estral e, posteriormente, foi 

realizada a implantação de 105 células TC-1 luc na mucosa vaginal. Três dias depois, 

os animais foram inoculados com luciferina pela via i.p para aquisição de imagens e 

monitoramento das células inoculadas pelo equipamento IVIS Spectrum. No mesmo 

dia, os animais que apresentaram bioluminescência na região do implante tumoral, 

comprovando a presença das células no local, foram separados em dois grupos: um 

grupo foi imunizado com 10 μg de αDEC205-E7+ poly (I:C) e o outro com apenas poly 

(I:C) pela via s.c (Figura 18). O monitoramento do crescimento tumoral foi feito 1x por 

semana durante 60 dias, por meio da inoculação de luciferina e captação de 

bioluminescência no equipamento IVIS Spectrum.  
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Imagens da emissão de bioluminescência obtidas para animais 

representativos de cada grupo foram captadas 5 minutos após a inoculação da 

luciferina e mostram a atividade da luciferase 3 e 24 dias após a inoculação das 

células TC-1 luc (Figura 19 A). No dia 3, a detecção de bioluminescência em todos 

os animais comprova a presença das células tumorais na mucosa vaginal. Porém, 

no dia 24, a bioluminescência não foi mais detectada em aproximadamente 60% 

dos animais imunizados com os mAbs, indicativo de animais livres de tumor. 

Corroborando com as imagens, os dados de quantificação da bioluminescência 

emitida são representados pela unidade fótons-segundo (f/s) e ilustram de forma 

evidente que o grupo imunizado com os mAbs αDEC205-E7 + poly (I:C) foi capaz 

de controlar eficientemente o crescimento tumoral comparado aos demais grupos 

(Figura 19 B). Consequentemente, 80% dos animais imunizados ficaram vivos e 

livres de tumor até o final do período avaliado (Figura 19 C). Em contraste, 40% dos 

animais tratados somente com poly (I:C) sobreviveram até o fim do tempo de 

observação. Todos os animais do grupo não tratado desenvolveram tumor e foram 

eutanasiados ao final do experimento. 

Figura 17- Representação esquemática do delineamento experimental. 
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Figura 18. Efeito antitumoral dos mAbs αDEC205-E7 em combinação com o adjuvante 
poly (I:C) em modelo de tumor intravaginal. Células da linhagem TC-1 Luc (105/animal) 
foram injetadas na mucosa vaginal de camundongos C57BL/6. Em seguida, os animais foram 
imunizados com duas doses (dias 3 e 10 após a inoculação das células) de 10 μg de 
αDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c. (A) Imagens da emissão de 
bioluminescência obtidas de animais tratados com os mAbs após inoculação de células TC-1 
luc. (B) Quantificação da emissão de luminescência apresentada como fluxo total 
(fótons/segundos), da média dos grupos experimentais. (C) Porcentagem de sobrevivência. 
(ANOVA Two Way, post test: Bonferroni) * p<0,05. **** p<0,0001 (n=14). 

 

Em relação à resposta imune específica induzida no modelo intravaginal, 

buscamos avaliar a indução de células T CD8+ produtoras de IFN-γ, sete dias após a 

segunda dose, com base nos dados obtidos no modelo subcutâneo, tempo no qual foi 

observada maior ativação celular. Similar ao que foi observado no modelo 

subcutâneo, a administração do mAb αDEC205-E7 + poly (I:C) induziu forte ativação 

de linfócitos T CD8+ E7-específicos no sangue (Figura 20). No entanto, em contraste 
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com os resultados gerados no modelo subcutâneo, camundongos tratados apenas 

com poly (I:C) mostraram um número ligeiramente aumentado de células CD8+ T 

produtoras de IFN-γ. 

 

Figura 19. Resposta imunológica celular E7-específica após imunização com o mAb 
αDEC205-E7+ poly (I:C) no modelo de tumor intravaginal. Células da linhagem TC-1 Luc 
(105/animal) foram injetadas na mucosa vaginal de camundongos C57BL/6. Em seguida, os 
animais foram imunizados com duas doses (dias 3 e 10 após a inoculação das células) de 
10μg de αDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c. Amostras de sangue foram 
coletadas 7 dias após a segunda dose para ensaio de marcação intracelular para IFN-γ e 
análise por citometria de fluxo. (A) Dot plots representativos. (B) Frequência de linfócitos T 
CD8+ produtores de IFN-γ E7-específicos. (ANOVA, post test: Bonferroni) * p < 0,05; ** p < 

0,01. 

 

4.3.2 Modelo tumoral na cavidade oral 

 

O modelo de tumor na cavidade oral, com o implante de células TC-1 luc na 

língua dos camundongos, foi utilizado a fim de mimetizar tumores de cabeça e 
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pescoço. Assim, 5x104 células TC-1 luc foram inoculadas na língua e, seguindo o 

mesmo regime vacinal anterior, avaliamos a proteção antitumoral por 60 dias. Da 

mesma forma que no modelo intravaginal, três dias após o implante das células 

tumorais na língua dos camundongos foi avaliada a atividade da luciferase por meio 

da inoculação de luciferina. A avaliação da emissão de bioluminescência, 

representada qualitativamente tanto pelas imagens (Figura 21 A) quanto 

quantitativamente pelo fluxo total (f/s) (Figura 21 B), confirma a presença das células 

tumorais na língua de todos os camundongos. Adicionalmente, é possível observar 

que a imunização com o mAb αDEC205-E7 + poly (I:C) induziu proteção antitumoral 

completa nesse modelo, impedindo o crescimento de tumores na língua em 100% do 

animais. Além disso, possibilitou a sobrevivência de 100% dos animais por todo o 

período de acompanhamento. Curiosamente, os animais que receberam apenas poly 

(I:C) apresentaram 75% de proteção antitumoral e 75% de sobrevivência até o dia 60 

pós inoculação das células TC-1. (Figura 21 C e D). 
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Figura 20. Efeito antitumoral do mAb αDEC205-E7 em combinação com o adjuvante 
poly (I:C) em modelo de tumor na língua. Células da linhagem TC-1 luc (5x104 
/20μL/animal) foram injetadas na língua de camundongos C57BL/6. Em seguida, os animais 
foram imunizados com duas doses (dias 3 e 10 após a inoculação das células) de 10 μg de 
αDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C) administrados pela via s.c. A emissão de 
bioluminescência foi monitorada no equipamento IVIS Spectrum, periodicamente. (A) Imagens 
da emissão de luminescência. (B) Quantificação da emissão de luminescência apresentada 
como fluxo total (fótons/segundos) obtidas e representadas individualmente. (C) Porcentagem 
de sobrevivência. (D) Porcentagem de animais livres de tumor. (log-rank–Mantel–Cox). ** 
p<0,01. 
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Uma vez que não observamos diferença estatística na proteção antitumoral 

entre os grupos que receberam αDEC205-E7 + poly (I:C) (100%) ou poly (I:C) (75%), 

decidimos investigar a resposta de memória induzida pelos tratamentos. Para isto, 

reimplantamos 10x (5x105) mais células tumorais TC-1 luc na língua dos animais, a 

fim de simular um episódio de recidivas e avaliar a resposta imune de memória 

induzida pela imunização. Desta forma, 60 dias após o acompanhamento tumoral, 

todos os animais livres de tumor foram redesafiados com 5x105 células TC-1 luc na 

língua e os animais foram acompanhados por mais 60 dias. Conforme mostra a Figura 

22 A, todos os animais imunizados com αDEC205-E7 + poly (I:C) rejeitaram o tumor 

e se mantiveram livres de tumor até o final do experimento (total de 120 dias). Em 

contrapartida, apenas 14% dos animais imunizados com poly (I:C) apresentaram 

proteção tumoral e sobrevivência (Figura 22 B). 

 

 

Figura 21. Ensaio de redesafio na língua de camundongos imunizados com o αDEC205-
E7 + poly (I:C) no modelo de tumor na cavidade oral. Células da linhagem TC-1 Luc (5x104 
/10μL/animal) foram injetadas na língua de camundongos C57BL/6. Em seguida, os animais 
foram imunizados com duas doses (dias 3 e 10 após a inoculação das células) de 10μg de 
αDEC205-E7 + poly (I:C) administrados pela via s.c. Após 60 dias de acompanhamento do 
crescimento tumoral, os animais livres de tumor foram redesafiados com 5x105 células TC-1 
luc. O crescimento dos tumores foi avaliado por mais 60 dias. (A) Porcentagem de animais 
livres de tumor. (B) Porcentagem de sobrevivência. (Log-rank–Mantel–Cox). ** p<0.01. 

 

Por fim, determinamos se a imunização foi capaz de induzir células T de 

memória efetora no sangue dos animais coletado sete dias após o reimplante das 

células TC-1 luc na língua. Por meio de citometria de fluxo, notamos a presença de 
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células T CD8+ de memória efetora produtoras de IFN-γ após estímulo com o peptídeo 

E7. Conforme mostra a Figura 23 B, os animais imunizados com o mAb αDEC205-

E7+ poly (I: C) montaram uma resposta de células T CD8+ de memória efetora contra 

o antígeno tumoral, fenotipicamente identificada como CD8+CD44highCD62L- (Figura 

23 A). Por outro lado, os animais tratados com poly (I: C) não apresentaram essas 

células circulantes. Esses resultados indicam que imunização com o mAb αDEC205-

E7 + poly (I:C) confere memória imunológica e foi capaz de controlar recidivas do 

tumor no mesmo sítio do tumor primário. 

 

 

Figura 22. Análise da resposta de memória efetora no sangue de animais imunizados 
com o mAb αDEC205-E7 + poly (I:C) no modelo de tumor na cavidade oral. Células da 
linhagem TC-1 Luc (5x104/20μL/animal) foram injetadas na língua de camundongos C57BL/6. 
Em seguida, os animais foram imunizados com duas doses (dias 3 e 10 após a inoculação 
das células) de 10 μg de αDEC205-E7 coadministrado ao poly (I:C) pela via s.c. Após 60 dias 
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de acompanhamento do crescimento tumoral, os animais livres de tumor foram redesafiados 
com 5x105 células TC-1 luc. Amostras de sangue foram coletadas 7 dias após o redesafio e 
estimuladas in vitro com o peptídeo E7. (A) Estratégia de gate utilizada. (B)  Dot plots 
representativos. (C) Porcentagem de células T CD8+ de memória efetora (CD8+CD44+CD62L-

) produtoras de IFN-γ. (Student’s t-test) (n = 5-7). **p < 0,01, ****p < 0,0001. 

 

4.4 CONSTRUÇÃO, PRODUÇÃO E CARACTERIZAÇÃO DOS mAbs αDEC205-E7 

E ISOTIPO-E7 HUMANO 

 

O efeito terapêutico do mAb αDEC205-E7 frente a tumores, tanto subcutâneos 

como de mucosa, mostrado na seção anterior, nos levaram a construir um mAb 

específico para DEC205 humano (αDEC205-E7hu) capaz de se ligar a DCs humanas. 

Como controle negativo, foi construído também um mAb para servir de isotipo controle 

(ISO-E7 hu), com estrutura idêntica ao mAb αDEC205-E7, porém, não sendo esse 

capaz de se ligar ao receptor DEC205 humano. 

 

4.4.1 Clonagem da proteína E7 fusionada ao mAb αDEC205 e ao Isotipo controle 

humano. 

 

Para construção dos plasmídeos que codificam os mAbs αDEC205-E7hu e 

ISO-E7 hu, o gene da proteína E7 (inserto) foi obtido mediante digestão enzimática 

do plasmídeo pDEC205-E7 de camundongo com as endonucleases NotI e XhoI, 

gerando um fragmento de aproximadamente 300 pares de bases (bp). Em seguida, o 

inserto foi subclonado em fusão com a sequência codificadora da cadeia pesada dos 

anticorpos humanos anti-DEC205 e Isotipo. Os clones selecionados foram 

sequenciados e submetidos à digestão enzimática para confirmação das construções 

e subsequente liberação dos fragmentos esperados (Figura 24). 
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Figura 23. Construção dos vetores pDEC205-E7hu e pISO-E7hu. Eletroforese em gel de 
agarose 0,8% mostrando os produtos da digestão dos plasmídeos com as enzimas NotI e 
XhoI. PM- Marcador de peso molecular. Amostras: 1- αDEC205-E7hu digerido (liberando o 
fragmento de aproximadamente 300bp); 2- αDEC205-E7hu não digerido; 3-pISO-E7hu 

digerido (liberando o fragmento de aproximadamente 300bp); 4- pISO-E7 hu não digerido. 

 

4.4.2 Análise da integridade dos mAbs humanos quiméricos  

 

Após o processo de expressão e purificação, os anticorpos recombinantes 

αDEC205-E7 hu e ISO-E7 hu foram quantificados pelo método de BCA e tiveram sua 

integridade confirmada por SDS-PAGE e ensaio de Western blot. A Figura 25 A 

mostra um gel de poliacrilamida a 12,5% em condições redutoras, onde pode-se 

observar as cadeias leves e pesadas referentes aos mAbs αDEC205E7 hu (coluna 1) 

e ISO-E7 hu (coluna 2). Ambos os mAbs apresentam o mesmo tamanho, não sendo 

possível diferenciá-los no gel. 
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Figura 24. Análise da expressão e integridade dos mAbs αDEC205-E7 e ISO-E7 
humanos. (A) Quantidades equimolares dos anticorpos foram submetidas à eletroforese em 
gel de poliacrilamida a 12,5% em condições redutoras. (B) Ensaio de Western blot 
empregando anticorpo policlonal anti-E7 e anti-IgG humano. M: Marcador molecular; 1: 
αDEC205-E7 hu; 2: ISO-E7 hu; 3: E7 

 

Em ensaio de Western blot utilizando anticorpos policlonais contra a proteína 

E7 foi detectada reatividade contra as cadeias pesadas onde o antígeno se encontra 

fusionado, mostrando que, após a fusão ao anticorpo, a proteína tem sua 

antigenicidade preservada (Figura 25 B). Além disso, para melhor caracterização, os 

mAbs foram submetidos ao um ensaio de Western blot que permitiu visualizar a 

integridade das cadeias pesadas dos mAbs por meio do uso de um anticorpo anti-IgG 

humano com especificidade para a porção Fc. Desta forma, demonstramos que os 
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anticorpos foram produzidos preservando-se a integridade e a antigenicidade dos 

mesmos. 

4.4.3 Ligação dos anticorpos humanos a células dendríticas derivadas de 

monócitos (moDCs) e a monócitos THP-1 

 

Uma vez confirmada a integridade dos mAbs humanos, foram realizados 

ensaios para avaliar sua capacidade de ligação ao receptor DEC205 humano. Os 

mAbs αDEC205-E7hu e ISO-E7hu não apresentam diferenças detectadas em SDS- 

PAGE, apenas diferem pela sua capacidade de se ligar ou não ao receptor DEC205 

humano. Para observar esse fenômeno, foi realizado um ensaio de ligação dos mAbs 

a moDCs humanas e a monócitos THP-1.  

Para o processo de diferenciação de monócitos em DCs foram utilizadas 

células obtidas a partir do sangue de doadores saudáveis provenientes do Hospital 

Alemão Oswaldo Cruz em São Paulo. Para obtenção das moDCs, os monócitos foram 

separados por gradiente de densidade e diferenciados com o uso das citocinas GM-

CSF e IL-4. Como esperado, observamos ligação do mAb αDEC205-E7hu às moDCs, 

selecionadas como as células CD11c+HLA-DR+. Em contrapartida, para o mAb Isotipo 

controle, não foi observada ligação, sendo igual ao controle utilizando apenas o 

anticorpo secundário (Figura 26 A). 

Com intuito de complementar a caracterização dos mAbs, realizamos também 

ensaio de ligação em células THP-1, uma linhagem de monócitos humanos, uma vez 

que o receptor DEC205 humano é expresso também em monócitos. Como pode ser 

observado na Figura 26 B, o mAb αDEC205-E7hu ligou-se à superfície dessas 

células, sendo essa ligação estatisticamente diferente do grupo controle. Em conjunto, 

esses dados demonstram mais uma vez que o mAb αDEC205-E7hu produzido 

mantém afinidade conservada ao receptor DEC205. 
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Figura 25. Ensaio de ligação dos mAbs quiméricos humanos a moDCs e monócitosTHP-
1. (A) Mediana de Intensidade de fluorescência do FITC e histogramas representativos da 
ligação dos mAbs às moDCs. (B) Mediana de intensidade de fluorescência do APC e 
histogramas representativos da ligação dos mAbs às células THP-1. A análise foi feita 
utilizando o programa FlowJo (Tree Star). (teste-t).  (**) p<0,01 (***) p<0,001. 

 

4.4.4 Capacidade de ativação de moDCs in vitro 

 

Estratégias imunoterapêuticas capazes de ativar DCs in vitro são consideradas 

potencialmente promissoras pois podem tornar possível a restauração das funções do 

sistema imune e a indução de respostas antitumorais. O reconhecimento do antígeno 

pelas DCs desencadeia o aumento da expressão de moléculas coestimulatórias, 

como CD80, CD86, CD83 e CD40, que resultam em modificações morfológicas 

essenciais para a aquisição de um fenótipo imunoestimulador. Com intuito de avaliar 

se o mAb αDEC205-E7hu é capaz de induzir um estado de ativação em moDCs 

consideradas aqui como as células CD11c+HLA-DR+ (Figura 27), foi avaliado o perfil 

fenotípico dessas células a partir da avaliação da expressão de marcadores de 

ativação: CD83 e CD86.  
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Figura 26. Estratégia de gating utilizada para imunofenotipagem de moDCs 
diferenciadas in vitro. 

 

Cinco dias após a diferenciação, as moDCs foram colocadas em contato com 

os mAbs na presença ou não do adjuvante poly (I:C). Aqui, usamos como controle o 

estímulo com a proteína E7 não direcionada. Como podemos observar na Figura 28 

A e B, a porcentagem de células positivas para os marcadores CD83 e CD86 não 

mudou após o contato com os diferentes estímulos utilizados. Desta forma, foram 

também avaliadas as medianas da intensidade de fluorescência (MFI) dos 

marcadores CD86 (Figura 28 C) e CD83 (Figura 28 D) dentro da população positiva 

para cada molécula. O estímulo com o mAbs αDEC205-E7hu não foi capaz de induzir 

um aumento da expressão dos marcadores CD83 e CD86. Em contrapartida, quando 

o adjuvante poly (I:C) foi utilizado, observamos um aumento expressivo das moléculas 

coestimulatórias. Porém, esse efeito pode ser considerado apenas do poly (I:C), uma 

vez que não há diferença entre poly (I:C) sozinho ou combinado aos mAbs. Esses 

resultados revelam que o mAb αDEC205-E7hu não é capaz de ativar moDCs in vitro 

e que é necessária a presença de um estímulo de maturação para que isso ocorra.  
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Figura 27. Expressão das moléculas de superfície de moDCs ativadas com os mAbs 
quiméricos humanos. Células mononucleares do sangue periférico de doadores saudáveis 
foram diferenciadas em mo-DCs in vitro por cinco dias. Após a diferenciação, foram 
estimuladas com os mAbs αDEC205-E7hu, Iso-E7, com a proteína E7 e com o poly (I:C) por 
48 horas. (A) Porcentagem de células CD11c+HLA-DR+CD86+. (B) Porcentagem de células 
CD11c+HLA-DR+CD83+. Mediana de intensidade de fluorescência (MFI) das moléculas CD86 

(C) e CD83 (D). 
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5 DISCUSSÃO 

A melhor compreensão sobre a biologia das DCs e o conhecimento sobre 

receptores da sua superfície têm sido fundamental para o desenho racional de 

estratégias para câncer, doenças inflamatórias (incluindo doenças autoimunes) e 

infecções. Dos vários receptores expressos na superfície das DCs, os receptores do 

tipo lectina C têm recebido particular atenção. Alguns deles, como o DEC205, são 

conhecidos por seu importante papel na indução de respostas imunológicas robustas. 

A entrega direcionada de antígenos tumorais para DCs por meio de mAbs anti-

DEC205 têm sido uma abordagem promissora no desenvolvimento de imunoterapias. 

A presente tese de doutoramento avaliou o efeito antitumoral terapêutico conferido 

pelo direcionamento da proteína E7 do HPV-16 para DCs por meio de um mAb 

quimérico anti-receptor DEC205. Os resultados incluem a construção, produção e 

caracterização de mAbs αDEC205-E7, nas versões murina e humana. O efeito 

antitumoral foi avaliado com o modelo pré-clínico baseado em células TC-1 

implantadas em diferentes sítios anatômicos: subcutâneo, cavidade oral e 

intravaginal. Nossos resultados demonstraram que a entrega da proteína E7 via o 

receptor DEC205 gerou uma potente ativação de linfócitos T CD8+ E7-específicos com 

capacidade citotóxica, assim como linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ, e promoveu 

proteção terapêutica frente a todos os modelos tumorais utilizados. Além disto, a 

imunoterapia foi capaz de induzir células T de memória efetora que resultou em 

proteção antitumoral de longa duração e prevenção de recidivas tumorais.  

O direcionamento de proteínas do HPV para DCs por meio do receptor DEC205 

foi explorada em trabalhos anteriores. Z. Liu e colaboradores direcionaram a proteína 

E7 do HPV por meio de fragmentos variáveis de cadeia simples (scFv) anti-DEC205 

em um protocolo profilático e terapêutico (LIU et al., 2016). Recentemente, Badillo-

Godinez e colaboradores também relataram o direcionamento da proteína E5 de 

HPV16 utilizando mAbs anti-DEC205 com um protocolo terapêutico de vacinação 

contra tumores induzidos por HPV em modelo pré-clínico. Em ambos os trabalhos, o 

direcionamento das proteínas do HPV por meio do receptor DEC205 induziu forte 

proteção contra células tumorais e ativação de células T antígeno específicas 

(BADILLO-GODINEZ et al., 2021). Todavia, a completa proteção só foi vista quando 

as estratégias foram combinadas com inibidores de checkpoint imunológico. Apesar 

dos promissores resultados que ajudam a validar o potencial da estratégia frente a 
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tumores induzidos por HPV, todos eles mostram o efeito antitumoral apenas no 

modelo subcutâneo. Em nosso estudo, a formulação baseada no mAb αDEC205-E7+ 

poly (I:C) foi capaz de levar à completa proteção antitumoral. Além disso, nosso estudo 

foi o primeiro a demonstrar o impacto dessa abordagem em tumores presentes em 

diferentes sítios anatômicos, visto que, em condições clínicas, tumores causados por 

HPV ocorrem em sítios de mucosa, cujos mecanismos de indução de resposta imune 

efetora podem ser consideravelmente distintos daqueles observados no controle de 

tumores presentes em outros sítios anatômicos ou órgãos (NIZARD et al., 2017)  

O mAb αDEC205 é um vetor molecular para entrega eficiente de antígenos 

para um subconjunto específico de DCs que expressam o receptor DEC205. Muitos 

outros mAbs estão sendo usados em imunoterapias para tratar câncer e outras 

doenças (POSTOW; CALLAHAN; WOLCHOK, 2015). No entanto, em contraste com 

mAbs inibidores de checkpoint imunológico, o mAb αDEC205-E7 não apresenta 

efeitos colaterais. Embora não se questione a relevância clínica dos mAbs inibidores 

de checkpoint como uma terapia de câncer, os efeitos de toxicidade e surgimento de 

resistência adquirida, em conjunto com o custo elevado, representam desafios reais 

que limitam o uso generalizado dessas terapias (POSTOW; CALLAHAN; WOLCHOK, 

2015). Outro fator importante a ser destacado é a característica inerente ao tipo de 

imunoterapia. No presente estudo, empregamos uma estratégia de imunoterapia 

ativa, um mAb capaz de gerar uma resposta imune específica, ao levar o antígeno 

alvo fusionado geneticamente e estimular, concomitantemente, a ativação de linfócitos 

T citotóxicos antígeno-específicos. Em contrapartida, o conceito de imunoterapia 

passiva, que inclui o uso de inibidores de checkpoints imunológicos e terapias 

baseadas em células T, não permite o desenvolvimento de memória imunológica de 

longa duração, uma característica essencial para a prevenção de recidivas 

(POSTOW; CALLAHAN; WOLCHOK, 2015; RUELLA et al., 2018; XU et al., 2019). 

Tais características explicam, em parte, a falha dessas terapias na prevenção de 

recidivas em pacientes tratados com os mAbs anti-CTLA-4 e / ou anti-PD-1/L1 ou 

mesmo células CAR T. As vacinas anticâncer baseadas em mAbs αDEC205 

quiméricos fornecem uma nova visão sobre a terapia tumoral com efeitos antitumorais 

mais robustos e passíveis de serem combinadas com a imunoterapia passiva, 

particularmente para tratamento de tumores em estágio de crescimento mais 

avançados.  
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Ativar o sistema imunológico para desencadear uma resposta mediada por 

células T é um grande desafio no desenvolvimento de vacinas terapêuticas contra 

patógenos e câncer. A habilidade de ativação de DCs de forma mais efetiva é uma 

alternativa importante para promover efeitos adjuvantes e melhorar o desenho de 

vacinas de um modo geral. No presente estudo, a imunização com αDEC205-E7+ poly 

(I:C) mostrou altas taxas de indução de linfócitos T CD8+ citotóxicos E7-específicos. 

Além disso, levou à ativação sistêmica de linfócitos T CD8+ produtores de IFN-γ. Em 

concordância com nossos dados, foi relatado que o direcionamento de antígenos, via 

mAb DEC205, resulta em indução de forte imunidade mediada por células T CD8+ e 

à ativação de imunidade protetora sistêmica e em mucosas (BONIFAZ et al., 2004b). 

Outros estudos também demonstram que o uso de mAbs anti-DEC205 fusionados a 

diferentes antígenos é capaz de promover a ativação de linfócitos T CD8+ e T CD4+ a 

partir da apresentação de antígenos via MHCI ou MHCII, respectivamente (GUO et 

al., 2000; BOSCARDIN et al., 2006; TRUMPFHELLER et al., 2008; TSUJI et al., 2011). 

Porém, no nosso trabalho não detectamos resposta de linfócitos T CD4+ gerados após 

imunização com o mAb (dados não mostrados).  

Trabalhos utilizando diferentes abordagens também demonstraram o papel das 

células T CD8+ na proteção de tumores gerados após o transplante de células TC-1 e 

que a proteção antitumoral induzida foi exclusivamente dependente de células T CD8+ 

(PORCHIA et al., 2017; RAMOS DA SILVA et al., 2021). Por outro lado, BONIFAZ 

(2004) descreveu a ausência de CTLs em animais CD8 KO, mas não em animais CD4 

KO, após imunização com αDEC205-OVA (BONIFAZ et al., 2004a). Nós 

hipotetizamos que a proteção antitumoral induzida pelos mAbs αDEC205-E7 seja 

dependente de células T CD8+. Porém, estudos adicionais são necessários para 

investigar esse mecanismo, utilizando de ensaios de depleção de células T CD8+ e T 

CD4+. 

A proteína E7 representa um dos principais alvos no desenvolvimento de 

imunoterapias contra câncer induzido por HPV. Porém, a imunização com o antígeno 

sozinho induz baixa imunogenicidade e é incapaz de induzir uma eficiente resposta 

de células T. Em trabalhos anteriores, demonstrou-se que a imunização com a 

proteína E7 purificada, com ou sem a adição de adjuvantes, não foi capaz de controlar 

o crescimento de tumores em camundongos transplantados com células TC-1 em 

modelo subcutâneo (CHU et al., 2000; PORCHIA et al., 2017). No presente estudo, 
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demonstramos que a fusão da E7 com o mAb αDEC205 foi capaz de aumentar a 

imunogenicidade do antígeno e levar à ativação de linfócitos citotóxicos T CD8+ E7-

específicos sistêmicos. Além disso, a imunização com o mAb αDEC205-E7 induziu 

elevada proteção antitumoral em camundongos com tumores após implante ortotópico 

(língua e vagina). Portanto, a partir dos dados gerados, podemos afirmar que a 

proteção antitumoral alcançada em nossos resultados é resultante do direcionamento 

mediado pelo receptor DEC205 com impactos positivos na indução de imunidade 

protetora antitumora,l tanto em compartimentos sistêmicos como em sítios de mucosa. 

Estudos anteriores mostraram que a eficácia de vacinas terapêuticas 

antitumorais pode diferir dependendo da via de imunização e do tipo de tumor 

(ÇUBURU et al., 2019). No caso de tumores epiteliais, como os induzidos por HPV, a 

indução da imunidade da mucosa é geralmente bastante relevante para o 

desenvolvimento de uma imunidade antitumoral eficaz (SANDOVAL et al., 2013; 

NIZARD et al., 2017). A imunização pela via intranasal (i.n), por exemplo, tem sido 

particularmente eficiente para induzir respostas imunológicas de mucosa e proteção 

para câncer de pulmão (NIZARD et al., 2017). No entanto, outros estudos demonstram 

que a imunização parenteral pode levar a uma imunidade antitumoral mais eficiente 

(DECRAUSAZ et al., 2011). Em nossas condições experimentais, a imunização com 

o mAb αDEC205-E7+ poly (I:C) pela via s.c foi a mais eficiente para induzir respostas 

de linfócitos citotóxicos capazes de erradicar tantos tumores subcutâneos como 

aqueles implantados em mucosas (genital e lingual). Estes resultados corroboram 

com estudos recentes que demonstraram que a administração de uma vacina 

terapêutica bivalente pela via s.c. foi superior àquelas administradas pela via 

intratumoral na regressão total de tumores TC-1 em camundongos com tumores 

genitais (ARRIBILLAGA et al., 2020). De fato, tentativas para entregar o mAb 

αDEC205-E7 pela via de mucosa (i.n.) falharam na indução de proteção antitumoral 

em modelo subcutâneo (dados não mostrados). 

Adjuvantes são importantes fatores que contribuem para a indução de 

respostas imunológicas geradas por vacinas direcionadas a cDC1s e cDC2s. O 

direcionamento para Clec9, um receptor presente em cDC1, é relatado como 

imunogênico, mesmo na ausência de adjuvantes (LAHOUD et al., 2011). Porém, 

vários estudos mostraram que o direcionamento de antígenos para DCs DEC205+, na 

ausência de um estímulo de maturação, é insuficiente para estimular uma resposta 
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imunológica adaptativa robusta. A combinação adicional com sinais 

imunoestimuladores ou adjuvantes se faz necessária para promover proteção 

antitumoral (HAWIGER et al., 2001a; BONIFAZ et al., 2004b). Por esse motivo não 

imunizamos camundongos com o mAb αDEC205-E7 sem a incorporação de um 

imunomodulador. Os protocolos de imunização usados neste estudo incluíram o uso 

do poly (I:C) como adjuvante, uma vez que ele tem se mostrado o mais potente 

ativador imunológico de DCs no contexto de imunização com o mAb αDEC205 

(BOSCARDIN et al., 2006; MEYLAN; TSCHOPP; KARIN, 2006; TEWARI et al., 2010). 

Nossos resultados mostraram que a administração do adjuvante poly (I:C) levou à 

proteção antitumoral em aproximadamente 50% e 75% dos animais quando testados 

nos modelos de tumores intravaginal e na cavidade oral, respectivamente. Tais 

resultados podem ser explicados pela conhecida atividade antitumoral do poly (I:C), 

que se liga para TLR3 e leva à ativação de NF-kB e produção de interferons tipo I por 

diferentes células (ALEXOPOULOU, 2001). Além disso, o poly (I:C) pode mediar a 

apoptose de células tumorais e ativar células NK (CHENG; XU, 2010; GAMBARA et 

al., 2015). Seu uso em uma terapia combinada contra tumores induzidos por HPV em 

modelo pré-clínico, mostrou que sua aplicação na região tumoral, induz o 

recrutamento linfócitos T CD8+ (DOMINGOS-PEREIRA et al., 2013). Atualmente, 

ligantes de TLR3 estão sendo testados, isoladamente ou em combinação com 

quimioterápicos ou imunoterapêuticos, em vários ensaios de imunoterapia contra o 

câncer. No entanto, esses ligantes ainda não foram aprovados para aplicação clínica. 

Com base em suas habilidades para ativar o sistema imunológico, outros agonistas 

de TLR foram testados para o tratamento de câncer, como o imiquimode (ligante de 

TLR7), eficiente no tratamento neoplasias induzidas por HPV (SCHULZE et al., 2005; 

ONDO et al., 2006).  

No presente estudo, o poly (I:C) foi capaz de induzir efeitos antitumorais 

parciais em camundongos desafiados com células TC-1luc em sítios de mucosa mas 

não apresentou os mesmos efeitos em modelo de tumor subcutâneo, baseado em 

células TC-1 convencionais e não modificadas para a expressão da luciferase. No 

entanto, embora o poly (I:C) tenha protegido animais de tumores primários 

desencadeados após o implante de células TC-1luc, ele não foi capaz de gerar 

imunidade protetora de longa duração e nem conferiu indução de respostas 

imunológicas de memória. Essa linhagem celular foi descrita previamente como sendo 
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mais sensível que a linhagem TC-1 convencional após a administração de uma vacina 

peptídica combinada ao poly (I:C) (ARRIBILLAGA et al., 2020). Esse fato pode 

explicar as diferenças observadas no nosso estudo sobre os efeitos antitumorais 

induzidos pelo poly (I:C) em animais transplantados com as diferentes linhagens de 

células tumorais. Contudo, acreditamos que novos estudos voltados para a avaliação 

dos efeitos sinérgicos de diferentes derivados poly (I:C) em combinação com vacinas 

antitumorais devem ser realizados para que possamos extrair informações relevantes 

sobre o uso dessas linhagens celulares como modelo para o desenvolvimento de 

imunoterapias para tumores.  

Estudos recentes têm revelado um papel importante das DCs dependentes de 

BATF3 na imunidade antitumoral e nas respostas a imunoterapias (SÁNCHEZ-

PAULETE et al., 2016; SPRANGER et al., 2017). O BATF3 (do inglês, Basic Leucine 

Zipper Transcription Factor, ATF-Like 3) é um fator de transcrição altamente expresso 

em cDCs e seletivamente necessário para o desenvolvimento de DCs CD8α+ de 

tecidos linfoides, células essas que coexpressam o receptor DEC205 e são 

necessárias para a apresentação cruzada de antígenos tumorais (HILDNER et al., 

2008). Na falta de BAFT3, inibidores de checkpoints imunológicos e vacinas 

terapêuticas respondem fracamente contra tumores (SÁNCHEZ-PAULETE et al., 

2016). No nosso estudo, nós avaliamos a proteção antitumoral do mAb em animais 

BAFT3-/-, descritos por terem uma deficiência drástica na quantidade de DCs CD8α + 

(EDELSON et al., 2010; CHANDRA et al., 2017). Nesse modelo animal, 

demonstramos uma perda completa da proteção antitumoral nos animais KO tratados 

com o αDEC205-E7 + poly (I:C), confirmada por meio do crescimento rápido dos 

tumores e 100% de mortalidade. Em contraste, quando imunizamos camundongos 

selvagens, obtivemos proteção antitumoral e observamos uma forte ativação de 

linfócitos T CD8+. Coletivamente, nossos resultados demonstram que o BATF3 

desempenha um papel importante no efeito antitumoral dos mAbs, uma vez que ele 

está envolvido no desenvolvimento das cDCs CD8α+, a principal população celular 

alvo do mAb αDEC205-E7.  

O uso de terapias combinadas deve ser uma tendência no avanço de 

estratégias vacinais contra tumores induzidos por HPV. Dando sequência aos nossos 

esforços em gerar uma abordagem vacinal promissora para controlar tumores 

associados ao HPV, exploramos a combinação entre os mAbs αDEC205-E7 e a 
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proteína gDE7, baseado na estratégia de prime/boost heterólogo. A gDE7 é uma 

proteína híbrida, resultante da fusão entre a glicoproteína D do Herpes Simplex Virus 

tipo 1 (HSV-1) com a proteína E7 do HPV-16. Além disso, a gDE7 têm mostrado 

resultados positivos quando aplicada em combinação com quimioterápicos (APS; 

PORCHIA, 2021-aceito para publicação). Em nosso estudo, a combinação dos mAbs 

com a gDE7 em um protocolo de prime e boost foi superior ao uso homólogo da gDE7 

em duas doses. Apesar da imunização com gDE7 conter cerca de 7 vezes mais 

antígenos que o mAb αDEC205-E7, a utilização do mAb quimérico, tanto como 

sensibilização (prime) ou reforço (boost) potencializou de forma significativa a 

resposta antitumoral. Outros trabalhos descreveram que antígenos entregues pelo 

DEC205 são até 100 vezes mais potentes que outros métodos de entrega comumente 

usados para alcançar a apresentação de epítopos (BIRKHOLZ et al., 2010). 

Coletivamente, esses achados evidenciam a potencialidade do uso de mAbs 

αDEC205-E7. 

Como parte do desenvolvimento pré-clínico da imunoterapia baseada no mAb 

αDEC205-E7, adaptamos a construção para um futuro uso clínico. Desta forma, foi 

construído um mAb αDEC205-E7hu capaz de se ligar ao DEC205 humano. Como 

controle negativo, construímos também o ISO-E7hu como um isotipo controle. Este 

último tem uma estrutura idêntica ao mAb αDEC205-E7hu, porém não se liga ao 

receptor DEC205 humano. O DEC205 é expresso em monócitos circulantes, células 

B, células NK e células T e DCs em seres humanos (BUTLER et al., 2006; KATO et 

al., 2006). Além disso, a expressão do receptor DEC205 foi demonstrada em moDCs 

diferenciadas a partir do sangue periférico, maturadas ou não in vitro (HANLON et al., 

2014). 

Dessa forma, realizamos experimentos in vitro para confirmar a capacidade e 

afinidade do mAb αDEC205-E7hu na ligação ao receptor DEC205 presente em 

moDCs e monócitos humanos. Em todos eles, o mAb αDEC205-E7hu mostrou ligação 

superior ao ISO-E7hu. Adicionalmente, experimentos de ativação de moDCs 

avaliaram a capacidade dos mAbs mudarem o fenótipo dessas células in vitro. Nossos 

resultados mostraram que o mAb αDEC205-E7hu, incubado com moDCs, não foi 

capaz de ativar essas células, fato ilustrado pela falta de mudança na expressão das 

moléculas coestimuladoras CD83 e CD86. Embora os dados indiquem que o mAb 

αDEC205-E7hu não estimule moDCs in vitro, ele mantém a capacidade de 
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apresentação de antígenos de forma eficiente para DCs DEC205+. Experimentos 

futuros devem ser conduzidos para explorar a capacidade de apresentação de 

antígenos e ativação de linfócitos T via mAbs humanos, seja a partir de modelos 

empregando camundongos humanizados ou linfócitos E7-específicos de pacientes 

com lesões/câncer induzidos por HPV.  

 Nos últimos anos, resultados clínicos encorajadores de uma vacina baseada 

em um mAb αDEC205 humano fundido com NY-ESO-1 relataram ser bem tolerada e 

capaz de induzir respostas imunes celular e humoral contra tumores que expressam 

o NY-ESO-1 (DHODAPKAR et al., 2014). Assim, a abordagem imunoterapêutica 

baseada no conceito de direcionamento de antígenos para DCs mostra-se como uma 

alternativa viável para diferentes tipos de tumores. Coletivamente, nossos resultados 

ilustram o potencial de direcionamento de antígeno para DCs DEC205+ como 

estratégia promissora para o controle do HPV associado tumores.  
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6 CONCLUSÕES 

 

Este trabalho de tese trouxe avanços importantes na elucidação dos efeitos 

antitumorais induzidos pelo mAb anti-DEC205 fusionado à proteína E7 do HPV-16. 

Demonstramos que os mAbs anti-DEC205 murino e humano mantiveram a 

integridade e antigenicidade da proteína fusionada. O direcionamento da proteína E7 

do HPV16 para DCs DEC205+ induziu forte ativação de linfócitos T CD8+ E7-

específicos com capacidade citotóxica. A imunização com o mAb quimérico αDEC205-

E7 foi capaz de impedir o crescimento tumoral em diferentes sítios anatômicos, tanto 

tumores subcutâneos, como na língua e intravaginal, protegendo quase a totalidade 

dos animais tratados. Nossos resultados indicam ainda que a estratégia de 

imunoterapia ativa possui alto potencial de aplicação clínica e representa uma 

abordagem promissora para o tratamento de tumores associados ao HPV. 
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APÊNDICE A – Súmula Curricular 

 

1 Formação 

 

2 Histórico Profissional 

• Pós-graduação em Ciências na modalidade de Doutorado Direto no 
Laboratório De Desenvolvimento de Vacinas/ Instituto de Ciências Biomédicas II – 
Universidade de São Paulo. Título: Direcionamento de antígenos para células 
dendríticas como estratégia imunoterapêutica para o controle de tumores induzidos 
por HPV. Projeto Fapesp. Orientador: Luís Carlos de Souza Ferreira. 2016-2021. 

• Monitoria no Programa de Aperfeiçoamento de Ensino (PAE) Disciplina: 
Microbiologia básica (Odontologia)- Instituto de Ciências Biomédicas – 120 
horas.2017 

• Monitoria no Programa de Aperfeiçoamento de Ensino (PAE) Disciplina: 
Microbiologia básica (Farmácia)- Instituto de Ciências Biomédicas – 120 horas. 2019. 

• Estágio de Iniciação Científica no Laboratório De Desenvolvimento de 
Vacinas/ Instituto de Ciências Biomédicas II – Universidade de São Paulo (2015 a 
e 2016). Título: Construção e teste de eficácia de uma vacina de DNA contra tumores 
associados ao HPV baseadas na expressão das oncoproteínas virais E6 e E7. Projeto 
PIBIC. Orientador: Luís Carlos de Souza Ferreira e Mariana de Oliveira Diniz. 
480 horas. 

• Estágio de Iniciação Científica no Laboratório de Microbiologia da 
Universidade Federal da Bahia (2012/2015). Título: “Avaliação do papel do 
estrógeno na patogênese do Mycoplasma genitalium.”. PIBIC/CNPq Orientador: 
Prof. Dr. Lucas Miranda Marques Vitória da Conquista, Bahia. 

 
3 Resultados Científicos 
 

 3.1 Artigos Publicados 
 

1. MARIÂNGELA O. SILVA, BIANCA S. ALMEIDA, NATIELY S. SALES, 
MARIANA O. DINIZ, LUANA R.M.M. APS, KARINE B. RODRIGUES, JAMILE R. 
SILVA, ANA C. R. MORENO, BRUNA F.M.M. PORCHIA, FERNANDO B. 
SULCZEWSKI, SILVIA B. BOSCARDIN, LUÍS C. S. FERREIRA. Antigen Delivery to 
DEC205+ Dendritic Cells Induces Immunological Memory and Protective Antitumor 
Effects Against HPV-Associated Tumors at Different Anatomical Sites. Int. J. Biol. 
Sci. 2021; doi:10.7150/ijbs.57038. 
 

Ano  Título ou atividade  Instituição 

 2016 Graduação Universidade Federal da Bahia (UFBA) 

 2021  Doutorado Instituto de Ciências Biomédicas -USP 
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B. RODRIGUES, NATÁLIA C. MORENO, ALÉXIA A. VENCESLAU-CARVALHO, 

CARLOS F. M. MENCK, MARIANA O. DINIZ, LUÍS C. S. FERREIRA. A therapeutic 

DNA vaccine and gemcitabine act synergistically to eradicate HPV-associated tumours 

in a preclinical model. Oncoimmunology,2021. doi: 10.1080/2162402X.2021.1949896. 

 

3. SOUZA CLSE, OLIVEIRA HBM, SANTOS JÚNIOR MN, SILVA MO, 

COQUEIRO IL, SILVA ÍBSD, CAMPOS GB, SILVA RAAD, SOARES TJ, OLIVEIRA 

MV, TIMENETSKY J, MARQUES LM. Ovarian hormones influence immune response 

to Staphylococcus aureus infection. Braz J Infect Dis. 2020 Nov-Dec;24(6):534-544. 

doi: 10.1016/j.bjid.2020.10.004. Epub 2020 Nov 10. PMID: 33186580. 

 

4. SILVA, J. R.; SALES, N. S.; SILVA, M. O.; APS, L. R. M. M.; MORENO, 

A. C. R.; RODRIGUES, E. G.; FERREIRA, L. C. S.; DINIZ, M. O. Expression of a 

soluble IL-10 receptor enhances the therapeutic effects of a Papillomavirus-associated 

antitumor vaccine. Cancer Immunology Immunotherapy, 68(5):753-763, 2019. 

Number of citations – 2 

 

5. NATIELY S. SALES, JAMILE R. SILVA, LUANA R.M.M. APS, BRUNA 

F.M.M. PORCHIA, MARIÂNGELA O. SILVA, LUÍS CARLOS S. FERREIRA AND 

MARIANA O. DINIZ. In vivo electroporation enhances vaccine-mediated therapeutic 

control of human papilloma virus-associated tumors by the activation of multifunctional 

and effector memory CD8+ T cells. Vaccine. doi: 10.1016/j.vaccine.2017.11.011. 

2017. 

 

6. BRUNA F. M. M. PORCHIA, LUANA R. DE M. M. APS, ANA CAROLINA 

R. MORENO, JAMILE R. DA SILVA, MARIÂNGELA O. SILVA, NATIELY S. SALES, 

RUBENS P. S. ALVES, CLARISSA R. R. ROCHA, MATHEUS M. SILVA, KARINE B. 

RODRIGUES, TÁCITA B. BARROS, ROBERTA L.PAGNI, PATRÍCIA C. SOUZA, 

MARIANA O. DINIZ LUIS CARLOS S. FERREIRA. Active immunization combined with 

cisplatin confers enhanced therapeutic protection and prevents relapse of HPV-

induced tumors at different anatomical sites. Int. J. Biol. Sci. Aceito para publicação 

 

6.2 Artigos submetidos 

1. ROBERT ANDREATA-SANTOS, RAFAEL R.L G. MACHADO, RÚBENS 
P. S. ALVES, NATIELY S. SALES, CAMILA P. SOARES, KARINE B.T RODRIGUES, 
MARIÂNGELA O. SILVA, MARIANNA FAVARO, MÔNICA J. R.S JESUS, MARCIO 
M. YAMAMOTO, JULIANA B. ANDRADE, RICARDO A. FOCK, PAULO F. 
R.MARGARIDO, CRISTIANE R. G. CARVALHO, SILVIA B. BOSCARDIN, EDISON L. 
DURIGON,LUÍS CARLOS S. FERREIRA. Validation of serological methods for 
COVID-19 and retrospective screening of health employees and visitors to the São 
Paulo University Hospital, Brazil. Frontiers in Cellular and Infection Microbiology. 
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2. JAMILE R. DA SILVA, KARINE B. RODRIGUES, NATIELY S. SALES, 
HIROMI M. ,MARIÂNGELA DE O. SILVA , BRUNA F.M.M. PORCHIA , ANA 
CAROLINA R. MORENO , LUANA R.M.M. APS , ALÉXIA A. VENCESLAU-
CARVALHO , ISTVÁN TOMBÁCZ  , WESLEY L. FOTORAN 5 ,BARBARA L. MUI , 
YING K. TAM , KATALIN KARIKÓ , MARIANA DE OLIVEIRA DINIZ , NORBERT 
PARDI,LUÍS CARLOS S. FERREIRA. Comparative evaluation of self-amplifying and 
non-replicating mRNA vaccine platforms in an HPV-associated mouse tumor model. 
Science Translacional Medicine.  

 
3. MARIÂNGELA O. SILVA, ELAINE N. BARBOSA, ELLUNNY C. 

QUEIROZ, CLARISSA L. SILVA E SOUZA, CAMILA D. BARBOSA, HANNA 
IZADORA; LAIS N. COELHO, IGOR L. COQUEIRO, ÍCARO B. S. SILVA, DEBORAH 
C. SANTOS; RAFAELA S. BITTENCOURT, GUILHERME B. CAMPOS, JORGE 
TIMENETSKY, LUCAS M. MARQUES.Ovariectomy and 17β-oestradiol regulate 
expression of proinflammatory cytokines in Mycoplasma genitalium infection. BMC 
Immunology.  

 

3.3 Artigos em redação 

 

1. Roberta Liberato Pagni, Patrícia da Cruz Souza, Rafael Pegoraro, Bruna 

Felício Milazzotto Maldonado Porchia, Jamile Ramos da Silva, Luana Raposo de Melo 

Moraes Aps, Mariângela de Oliveira Silva, Karine Bitencourt Rodrigues, Natiely Silva 

Sales, Luís Carlos de Souza Ferreira, Ana Carolina Ramos Moreno*. Interleukin-6 and 

indoleamine-2,3-dioxygenase as a combined therapeutic target to enhance cancer 

vaccine efficacy to treat Human Papillomavirus (HPV)-related tumors  

 

2.  Patrícia da Cruz Souza, Roberta Liberato Pagni, Rafael Pegoraro, Bruna 

Felício Milazzotto Maldonado Porchia, Jamile Ramos da Silva, Mariângela de 

Oliveira Silva, Luana Raposo de Melo Moraes Aps, Karine Bitencourt Rodrigues, 

Natiely Silva Sales, Robert Andreata Santos, Russel J. Reiter, Luís Carlos de Souza 

Ferreira1, Ana Carolina Ramos Moreno. Oral administration of melatonin displays 

synergistic immunotherapeutic effects with a DNA vaccine to treat HPV-16-associated 

tumors in a pre-clinical model.  

 

3. Karine B. Rodrigues, Natiely S. Sales, Mariângela O. Silva, Jamile R. 

da Silva, Maria Fernanda C. Amarante, Luana R. M. M. Aps, Ana Carolina R. 

Moreno,Robert A. Santos , Rúbens P. S.Alves , Elizabeth Alexandra Flatow,Jose 

Alexandre M. Barbuto,, Luís Carlos S. Ferreira, Bruna F. M. M. Porchia. Active 

immunotherapy based on dendritic cells induces a robust T cell response and tumor 

regression in a pre-clinical HPV-16 tumor model.  

4 Lista de financiamentos à pesquisa vigentes 

 

Projeto de Doutorado do curso de Pós-Graduação em Microbiologia 
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Título: “Direcionamento de antígenos para células dendríticas como estratégia 

imunoterapêutica para o controle de tumores induzidos por HPV”, financiado pela 

FAPESP (Processo No 2018/07629-5) 

Instituição: Universidade de São Paulo, 2018-atual 

5 Lista de orientações em andamento, com bolsas. 

Nada a declarar 

 

6 Indicadores quantitativos. 

1) livros publicados: 0  

2) publicações em periódicos com seletiva política editorial: 6  

3) capítulos de livros: 0  

4) teses de mestrado orientadas e já defendidas: 0  

5) teses de doutorado orientadas e já defendidas: 0  

6) Quantidade de citações recebidas na literatura científica internacional, segundo 

o ISI, Scopus  

ou Google Scholar: 17 

 

7 Links para páginas da web  

ORCID: 0000-0002-0975-7187 
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